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OZET

KIRMIZI GUL YAPRAKLARINDAN FARKLI EKSTRAKSIYON YONTEMLERI iLE
DOGAL BOYARMADDE ELDESIi VE TEKSTIL ALANINDA
UYGULANABILIRLIGI

Emrah Cimen

Kimya Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Mahmure USTUN 0zZGUR

Dogal boyalarda, dogadan elde edilen pigmentler kullanildig i¢in, dogal boyamalar
goze daha hos gorinir ve huzur verici bir etkiye sahiptir. Ayrica bu boyalar cevre
kirliligini azaltip, insan saghgina da zarar vermezler. Turistlerin dogal boyanmis riinlere
gosterdikleri asiri ilgi, GUlkemize doviz girdisi acisindan da dogal boyamaciligin dnemini
bir kez daha ortaya koymaktadir. Dogal boyamacilik, dogadaki boyarmaddelerden
yararlanilarak yapilir. Son vyillarda yapilan arastirmalarin, yapay renk maddelerinin
insan saghg Gzerindeki olumsuz etkilerini ortaya koymasindan sonra, dogal renk
maddelerine olan ilgi glinden gline artmaktadir. Ayrica yapilan bazi arastirmalar,
antosiyaninlerin insan saghg lzerine ¢ok olumlu etkileri oldugunu ortaya koymustur.
Antosiyaninler, antioksidan potansiyellerinden dolay gida Uriinlerinde ve ayrica ilag
Urtinlerinde dogal gida boyalari olarak artan bir ilgiye sahiptir. Antosiyaninler, gidalarin
parlak kirmizi rengini saglayan ve bircok gidanin boyanmasinda sentetik boyalara karsi
onemli bir alternatif olarak kabul edilmektedir. Literatir bilgileri, antosiyanin
ekstraktlarinin gidalara yalnizca cekici renk 6zellikleri kazandirmadigi, ayni zamanda
yiksek antioksidan kapasiteleri nedeniyle saglik acisindan c¢ok yararh bilesikler
oldugunu gostermistir. GiUnlimizde dogal renklendiriciler gosterdikleri cesitli
antioksidan, anti-bakteriyel, anti-mikrobiyal vb. aktivitelerden ve bazi sentetik
renklendiricilerin insan sagligi Gzerinde olumsuz etkilerinin giin yiziine ¢cikmasindan bu
yana ilgi odagi haline gelmislerdir. Antosiyaninler, ticari dogal pigmentlerin en
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onemlisidir. Kirmizi gul yapraklarindan elde edilen ve dogal boyarmadde olan
antosiyaninler, bircok meyve ve sebzede bulunmaktadir.

Antosiyaninler Gziim, kiraz, visne, gilek gibi meyvelere rengini veren(kirmizi, mor,
pembe, mavi) ayrica cesitli cicekler ve bitki kdklerinde de bulunan, en iyi dogal
renklendiricilerdir. Antosiyaninlerin renkleri molekiler yapilarina ve bulunduklari
ortamin pH degerine gbre degisim gosterirler.

Bu calismada; farkh ekstraksiyon yontemleriyle dogal boyarmadde elde edildi ve
pigment kaynagl olarak kirmizi gll segildi. Ekstrakte edilen antosiyaninlerin
boyarmadde olarak kullanilmasi durumunda maksimum boyarmadde verimi, boyama
kuvveti ve stabilitenin elde edilmesi icin optimum kosullar arastirildi. Ekstraksiyon
islemlerinden elde edilen antosiyaninlerin kantitatif tayini icin absorpsiyon, tirev
spektroskopik, fark spektroskopik ve pH diferansiyel yontemleri gelistirildi ve her bir
yontem igin ayri ayri validasyon islemleri uygulandi. Ekstraksiyon veriminin arttirilmasi,
boyarmadde bozunmasinin en aza indirilmesi, kisa stirede ve ekonomik olarak boyanin
Ozltlenmesi igin kullanilacak ekstraksiyon yéntemlerinde ¢ozicl etkisi, ekstraksiyon
suresi ve kati-sivi orani gibi parametreler denendi ve calismalarda ¢ozlcli olarak
Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢oOzici karisimi, Solid/likid orani olarak 1/40 ve
ekstraksiyon siiresi olarak 10 dakika secildi. Elde edilen boyar maddelerin gidalarda
kullanilabilirliginin incelenmesi icin 1siya, UV 1si8a, pH'a, indirgen ve ylkseltgenlere
kars! direnci ve boyarmadde Ulizerine hava oksijenin etkisi incelendi Boyarmaddenin;
Istya, UV 1s18a ve hava oksijenine karsi direngli oldugu; indirgen ve yukseltgenlere karsi
direngsiz oldugu, ancak ¢6zlict karisimiyla hacmine tamamlandiktan sonra eski rengine
geri dondiglu saptandi. Bu sonuglar, calismada kullanilan ¢6ziici  karisiminda
boyarmaddenin oldukga kararli oldugunu gosterdi.

Bu calismada, kirmizi giil yapraklarindan elde edilen dogal boyarmadde, cesitli gecis
metali tuzlari mordan maddesi olarak kullaniimak suretiyle, on farkli boyama
yontemine gore, 100°C de, pH: 4 tampon c¢ozeltisiyle, kapali sistemde, ylinli kumaslara
uygulandi. Tannik asitin, halilardaki ufak kurtlarin ve diger allerji yapan maddelerin
giderilmesi amaciyla yin boyamada kullanildigi, antibakteriyal, antiviral 6zelliklerle
birlikte daha iyi i1sik ve yikama hashgi sagladigi bilindiginden, ¢alismamizda kullaniimasi
uygun bulundu. Boyanan yinli kumaslarin renk kodlari, renk farkliliklari ve reflektans
degerleri tespit edildi. Boyanan kumaslara isik, stirtinme ve ter hasligi testleri yapildi.
AgNO;s; ve tannik asidin antibakteriyel ozellikte olup olmadigi kontrol edildi ve
Mordan+Tannik asit = Boya (1. Yontem) ve Boya — Mordan+Tannik asit (2.yontem)’
in antibakteriyel 6zellik gosterdigi saptandi.

Isik hasligi test sonuglarinin nadiren 4, birka¢g boyamada 7-8 arasinda ve ortalama
olarak da 4-6 arasinda oldugu bulundu. Bu sonuglarin literatlr arastirmalarindaki dogal
boyamalara gore iyi oldugu saptandi.

Sartlinme hashgi test sonuglarinin, FeCl3.6H,0, FeS0O4.7H,0 ve AgNO3 mordan tuzlari
haricinde kalan diger tim mordan tuzlari ile yapilan boyamalarda 4-5 arasinda oldugu
ve bu sonucun dogal boyamaciligin en ¢ok uygulandigi alan olan yer sergileri (hali ve
kilimler) icin cok ideal oldugu anlasildi. FeCls.6H,0, FeS0O4.7H,0 ve AgNOs mordan
tuzlari ile yapilan boyamalarda ise strtiinme hashginin ortalama 3-4 arasinda oldugu
saptandi.
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Bltln mordan tuzlari ile yapilan boyamalarda, ter hasligi test sonuglarinin,genellikle 5
nadiren 4-5 arasinda, oldugu, ve bu sonuclarin literatlir arastirmalarindaki dogal
boyamalara gore iyi oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Kirmizi gil, antosiyaninler, ultrasonik ekstraksiyon, tilirev
spektroskopik yontem, fark spektroskopik yontem, pH-diferansiyel ydontem, tannik asit,
mordan tuzlari, ylin kumas, haslik testleri, antibakteriyel 6zellik
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ABSTRACT

USING DIFFERENT EXTRACTION METHODS TO OBTAIN NATURAL
DYESTUFF FROM RED ROSES LEAVES AND APPLICABILITY OF FIELD OF
TEXTILE

Emrah CIMEN
Department of Chemistry

MSc. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Mahmure USTUN OZGUR

Due to the use of natural pigments for the manufacture of the natural dyeings, the
natural dyeings are more pleasing and have a peaceful effect on people. Besides these
dyeings reduce the environmental pollution and don’t damage people health. The
tourists have more interests to the natural dyed products, once again expose the
importance of the natural dyeing for our country's foreing currency input. The natural

dyeings are made by using the natural dyestuff in nature. Research conducted in
recent years, first put out the negative effects of artificial coloring substances on
human health, then the interest in natural color agents is increasing day by day. In
addition, in some studies, anthocyanins have revealed that many positive effects on
human health. Anthocyanins, the antioxidant potential of medicinal products for food
products, and also has a growing interest in natural food dyes. Anthocyanins, a bright
red color of foods, and many foods dyeing that are considered as an important
alternative to synthetic dyes. The knowledge of literature, anthocyanin extracts, foods
not gain only features attractive color, but also because of the high antioxidant
capacity of the compounds showed very beneficial for health. Nowadays, a variety of
natural dyes in which antioxidant, anti-bacterial, anti-microbial and so on. activities,
and some synthetic colorants light of day since the advent of negative effects on
human health have become the focus of attention. Anthocyanins are the most
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important commercial natural pigments. Anthocyanins, which are derived from the
leaves of red roses and natural dyes, there are many fruits and vegetables.
Anthocyanins, gives color to fruits such as strawberry, grapes, cherries, cherry (red,
purple, pink, blue) is also found in the roots of various flowers and plants, the best
natural colorants. Anthocyanins colors, they are based on the molecular structure and
the pH value of the medium.

In this study, we were obtained natural dyestuff with different extraction methods and
red rose was chosen as pigment source. The optimum conditions will be searched for
obtaining of maximum vyield and colouring force and stability of the colouring
substance in the case of using of anthocyanins. For the quantitative determination of
anthocyanins which were obtained from extraction process, absorption, derivative
spectroscopy, differential spectroscopic methods and the pH differential methods was
developed and validation process was applied separately for each method. Some
parameters as effect of the pressure on the effect of solvent and the time of extraction
will be examined for the extraction methods which are used by increasing of the
extraction yield and minimizing of the amount of colouring materials and the
extraction of dye economically in the short time and in this study, ethanol / 0.1 N HCI
(90/10, v / v) solvent mixture was used as a solvent, solid / liquid ratio of 1/40 and the
extraction time was selected as 10 minutes. The resistance of colouring materials
which have been in foods will be examined on the heat, the radiation of UV, pH and
the effect of the air oxygen. It was found that pigments resistanted to heat, UV light
and the air oxygen, they are susceptibility to reducing and oxidizing agents but after
the completion of the volume of the solvent mixture was returned to the old colors.
These study showed that, dyestuff was quite stable in solvent mixture used in the
study.

In this research, natural dyes derived from the leaves of red roses and various metal
salts are used as a mordan material, was applied to the wool fabrics according to ten
different dyeing methods, by means of tampon solution prepared pH:4, at 100°C, at
the closed system. Tannic acid, which is used as a wool dyeing because of its light
washing fastness and properties of antibacterial and antiviral behaviours like that
removing marggot-larva and other allergic materials, was approved in our study. The
dyed wool fabrics were determined color codes, color differences and reflectance
values. The dyed fabrics were performed light, rubbing and perspiration fastness tests.
Antibacterial properties tannic acid and AgNOs; whether it was checked and Method 1
ve Method 2 were found to be in the antibacterial property.

According to the light fastness tests, it was obtained rarely 4, a few test gave 7-8 and
average results were 4-6. These results were obtained as good according to the natural
dyeing at the literature researches.

It was observed that the results test of the rubbing fastness were between 4-5 in the
dyeing by the whole other mordan salts except FeCl;.6H,0, FeS0,4.7H,0 and AgNO3
mordan salts and this result was very ideal for floor materials ( carpet and rug), the
area which they were mostly applied. FeCl;.6H,0, FeS04.7H,0 and AgNO3 mordan salts
showed the rubbing fastness test result between 3 and 4 in the dyeing process.

All mordant dyeing with salt, perspiration fastness test results, usually between 4-5
rarely 5, and these results were obtained as good according to the natural dyeing at
the literature researches.
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Key words: Red rose leave, anthocyanins, ultrasonic extraction, derivative
spectroscopic method, difference spectroscopic method, pH-differential method,
tannic acid, mordan salts, wool fabric, fastness tests, antibacterial property
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Gunlimuzde tlketiciye sunulan gidalar bircok kimyasal madde icermektedir. Bu
kimyasal maddelerden ¢ogu gidanin dogal bilesenleri olup, karbonhidratlar, yaglar,
proteinler, vitaminler ve mineraller olarak siniflandiriilmaktadir. Bu dogal bilesenlerin
yani sira gida isleme sirasinda gidaya istenerek katilan veya istenilmedigi halde bulasan

bazi maddeler de bulunmaktadir [1].

Gunlmuzde pek c¢ok alanda oldugu gibi gida enddstrisinde de dogal kaynakli
hammaddelere ve (rinlere olan ilgi artmistir. Bunun sonucu olarak, bu alanda yapilan

arastirmalar hiz kazanmistir.

Uluslararasi Gida Kodeks Komisyonu (CAC) renklendiricileri “gidalarin rengini diizelten

ve/veya gidalara renk vermek amaciyla ilave edilen madde” olarak tanimlamaktadir [2].

Yapay renklendiricilerin, dogal renklendiricilere gore renk tonlarinin ve renk
siddetlerinin kuvvetli olmasi, farkli pH seviyelerinde stabilitelerinin yiiksek olmasi,
uygulama kolayligi ve ucuzlugu gibi 6zelliklerinden dolay! gidalarda kullanimlari hizla

artmis ve dogal renklendiricilere olan ilgi azalmigtir.

Dogal renklendiriciler ise, teknolojik olumsuzluklarina ragmen saglk lzerine olumlu

etkilerinden dolayi gliniimUizde bircok Griinde kullanilmaktadir [3].

Dogal renklendiriciler icinde yer alan en énemli grup, antosiyaninlerdir. Antosiyanin,
Yunanca ‘anthos’ (cicek), ‘kyanos’ (mavi) anlamina gelen iki kelimenin birlesmesiyle
adlandiriimaktadir. Antosiyaninler, cilek, Gzlim, erik, nar, kirmizi lahana, patlican,

bogirtlen, visne vb. gibi bircok meyve ve sebzenin pembeden mora kadar degisen
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renklerini veren dogal pigmentlerdir. Meyve, sebze ve Uzimsu bitkilerin birgogu
gosterigli renklerini, hiicre 6zsuyunda bulunan ve suda ¢o6ziinebilen bu bilesenlere

borcludur.

Bu pigmentlerin stabiliteleri cevresel faktorler ile pH, sicaklik, oksijen, enzimler ve
kondenzasyon reaksiyonlari gibi proses faktorleri tarafindan etkilenir. Renk, 1s1gin
spektral dagilimindan meydana gelen gorsel bir Ozelliktir. Dogal gidalarin renkleri
icerdikleri cok cesitli kimyasal formlara sahip olan ve pigment olarak tanimlanan
maddelerden kaynaklanmaktadir. Meyve ve sebzeler gibi dogal kaynakli birgok Urin
cesitli renklere sahip olup, gekicilikleri renkleri ile ilgilidir. Renk, gidalarin besinsel
Ozelliklerinin yani sira, tiiketicinin duyusal tercihi agisindan, gidanin gekiciliginde dnemli
rol oynamaktadir. Bir gida ile ilgili ilk izlenim goérseldir. Gidanin tercih edilmesi onun
renginin kabul veya red edilmesine baglidir. Diger taraftan renk, gidanin uretildigi
hammaddenin niteliklerini, uygulanan Uretim teknolojisini, depolama kosullari ve

suresi gibi degisik faktorler hakkinda da tiiketicilere ipuclari verebilmektedir.

Son yillarda yapilan arastirmalarin, yapay renk maddelerinin insan sagligi Gizerindeki
olumsuz etkilerini ortaya koymasindan sonra, dogal renk maddelerine olan ilgi giinden
gline artmaktadir. Ayrica yapilan bazi arastirmalar, antosiyaninlerin insan saghgi
Uzerine ¢ok olumlu etkileri oldugunu ortaya koymustur. Antosiyaninler, antioksidan
potansiyellerinden dolayl gida Urinlerinde ve ayrica ilag Uriinlerinde dogal gida
boyalari olarak artan bir ilgiye sahiptir [4]. Antosiyanin uygulamalarinin biylk
potansiyeline ragmen gida, ilag ve kozmetik endstrilerindeki kullanimi icin, goreceli
kararsizliklari ve diislik ekstraksiyon ylizdeleri nedeniyle kullanimlari sinirhdir. Su anda,
bircok arastirmaci saflastirma ve tanimlanmalarinin yani sira bu problemleri ¢c6zmeye
odaklanmislardir [5]. Bu bilesiklerin renk ve kararhliklarini pH, sicaklik, isik, kopigment
varhigi, kendi kendine birlesme 6zelligi, metalik iyonlar, enzimler, oksijen, askorbik asit
ve ortamda seker varligi gibi degisik faktorler etkiler. Bu nedenle, bu maddelerin

kararhligini arttirmak amaciyla bircok calisma yapilmistir [6].

Gunlmuzde gelisen gida Uretim teknolojileri dikkate alindiginda gidalar proses
strecinde fiziksel ve kimyasal kosullara bagh olarak renk solmasi ve/veya kaybina

ugramaktadirlar. Ancak Ureticiler, proses sirasinda ortaya c¢ikan bu renk kayiplarini



onleyerek gidanin orjinal rengini koruma ve gidalara renk kazandirma amaci ile
koruyucu ve renklendirici katki maddelerini Urinlerinde kullanma yoluna

gitmektedirler.

Dogadan elde edilen renk maddeleri, yapilarina gore inorganik ve organik olmak lzere
ikiye ayrihr. inorganik olanlar; topraktan, yani minerallerden elde edilen renk
maddeleriyle Uretilen boyalardir. Organik boyalar ise bitki ve hayvanlardan elde edilir.
Boyalar bir de kendi aralarinda sabit boyalar ve sabit olmayan boyalar olmak Uzere

ikiye ayrilir.

Sabit boyalar, boyanin yapismasi ve kalici olmasi igin herhangi bir yardimciya ihtiyag
duymadan, dogrudan uygulanan boyalardir. Ornegin, bazi likenlerden elde edilen ve
¢ivit adi verilen boya, bu sinifta yer alir. Sabit olmayan boyalar ise, kalicilik igin
sabitleyici bir maddeye ihtiyac duyar. Bu tip boyalari sabitlemek icin kullanilan
maddelere mordan ve bu isleme mordanlama adi verilir. Mordanlar genellikle metal
tuzlar olup, renk maddelerinin boyanacak malzemeye yapismasini ve uzun siire

ayrilmamasini saglarlar.

Eski caglarda Misir, Hindistan ve Simer uygarliklarinda mordan olarak en ¢ok sap adi
verilen aliiminyum oksit ve demir oksit kullanilirdi. Ortacagda ise bu iki sabitleyiciye
bakir oksitler ve potasyum bitartarat (krem tartar) da eklendi. Digerleri kadar etkili
olmasa da, tuz ve sirke de uzun yillar mordan olarak kullanildi. Cesitli yosunlar da

icerdikleri iyot nedeniyle mordan olarak kullanilirdi.

Boya bitkileri, tarih boyunca cogunlukla dogu Ulkelerinde kesfedildi. Herkesin ilgisini
ceken renkli kumaslar o dénemde Cin, Hindistan ve iran'da uretilir ve ipek yolu ile
batiya tasinirdi. Bu bolgelerde yetisen en degerli boya bitkilerinin basinda, sari renk
veren safran, mavi renk veren civit otu ve kirmizi renk veren kok boya gelirdi.
Teknolojinin gelismesi ve sentetik boyalarin Uretilmeye baslamasi ile dogal boyalar
onemlerini giderek yitirmeye basladi. Ancak son yillarda tekrar glindeme gelen dogal

boyalar, glinimizde bircok alanda yeniden kullanilmaya baslandi [7].

Bugiin bitlin dinyada cevre dostu Urlinler gindemdedir. Sentetik boyarmaddelerle
yapilan kumas boyalari, dogal cevreye zarar verdigi gibi insan saghgi icin de zararli

kanserojen oOzellik tasiyabilmektedir. Buna alternatif olarak arastirmacilar, dogal
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boyalara yonelmektedir. Dogal boyalarin kullanimi artik, tekstil, yiyecek, ev tekstili ve
ilag sektoru gibi genis bir alana yayllmaktadir. Giyimde; i¢ giyim, uyku kiyafetleri ve
yatak ortilerinin boyanmasinda, yiyecekte; tabak, canak boyanmasinda, keklerin,
ekmeklerin, sekerlemelerin ve dondurmalarin renklendirilmesinde, ev
dekorasyonunda; agac, metal, duvar kagidi ve yer désemelerinin renklendirilmesinde,
ilag sektoriinde de; bandaj ve sargi malzemelerinin renklendirilmesinde glvenle

kullanilabilmektedir [8].

Antosiyaninlerin gesitli bitkisel kaynaklardan ekstraksiyonunda kullanilacak yontemler,
cogunlukla ekstraksiyonun amacina ve antosiyaninlerin yapisina bagh olmaktadir.
Ekstraksiyon islemleri icin antosiyaninlerin yapisini ve stabilitesini etkileyen faktorlerin
bilinmesi gerekmektedir. Ekstrakte edilen pigmentler kalitatif veya kantitatif olarak
hemen analiz edilecekse yontem pigmentleri mimkin oldugunca dogal durumlarina
yakin tutacak sekilde secilmelidir. Ekstrakte edilen pigmentlerin renklendirici veya gida
bileseni olarak kullanilmasi durumunda maksimum pigment verimi, boyama kuvveti ve
stabilite gibi faktorlerde 6nem kazanmaktadir. Ayrica ekstraksiyon ve temizleme

islemlerinin gok kompleks olmamasi, zaman alici ve pahali olmamasi gerekmektedir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada; geleneksel olarak Uretilen ve kokeni Osmanl kiltiriine dayanan kirmizi
taze gil yapraklarindan antosiyanin ekstraksiyonu; farkli ¢oziici sistemleri, kati-sivi
oranlari ve ekstraksiyon silireleri denenerek ultrasonik ekstraksiyon, sokslet
ekstraksiyonu, reflaks ekstraksiyonu, marine ekstraksiyonu ve manyetik karigtici gibi
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak yapilan ekstraksiyon islemleri ile elde edilen
boyarmaddelerin toplam antosiyanin icerigi ve tekstil endistrisindeki uygulanabilirligi
arastirllmistir. Yaptigimiz deneysel ¢alismalarda ¢6zicu olarak Etanol/0,1 N HCI (90/10,
v/v) ¢ozucu karisimi secildi. Solid/likid orani 1/40 ve ekstraksiyon stresi 10 dakika

olarak secildi.

Gul yaprag ekstresinin sicakliga, pH’a, hava oksijenine, Uv 1siga, H,0, ve NaNO,
ilavesine karsi bozunmalari incelendi. Ayrica 0,1 N NaOH’e karsi titrasyon islemi de
yapildi. Elde edilen gil ekstrelerinde, toplam antosiyaninin kantitatif tayini icin 3

yontem gelistirildi. Yontem 1.a; absorbsiyon yontemi, Yontem 1.b; tlirev yontemi,
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Yontem 2.a ve 2.b; fark yontemi 125 pg/mL stok antosiyanin ¢ozeltisinden 4 seri olacak
sekilde 1, 2, 3, 4 ve 5 mL alinarak 10 mL’lik balon jojelere aktarildi. Yontem 2.a igin pH
4,5 ve pH 1,0 tampon cozeltileriyle ve Yontem 2.b icin pH 7,0 ve pH 1,0 tampon
¢ozeltileriyle hacmine tamamlandi. iyice karistirildiktan sonra Yéntem 2.a’da pH 4,5’a
(referans hiicre) karsi pH 1,0 (numune hiicresi)’de hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans
degerleri 532 nm’de ve Yontem 2.b’de pH 7,0’ye(referans hiicre) karsi pH 1,0 (numune
hiicresi)’de hazirlanan g¢ozeltilerin absorbans degerleri 528 nm’de alindi. Yontem 3’de;
125 pg/mL stok antosiyanin ¢Ozeltisinden 2 seri olacak sekilde 1, 2, 3, 4 ve 5 mL
alinarak 10 mL’lik balon jojelere aktarildi. Birinci seri ¢ozeltiler pH 1,0 tampon ¢ozeltisi
ve ikinci seri c¢ozeltiler pH 4,5 tampon ¢ozeltileriyle hacmine tamamlandi. lyice
karistinldiktan sonra 1. seri ¢ozeltilerin (pH:1,0 ile hazirlanan) ve ¢ozeltilerden 2. seri
¢Ozeltilerin (pH:4,5 ile hazirlanan) distile suya karsi 300-800 nm dalga boyu araliginda
ayri ayri alinan absorpsiyon spektrumlarinda 530 ve 700 nm’deki absorbans degerleri
okundu. Standart ¢ozeltiler icin gelistirilen yontemler ayri ayri uygulanarak kalibrasyon
egrileri elde edildi ve ayrica her bir yontem gil yapragi ekstrelerine de uygulanadi.
Tekrarlanabilirligin incelenmesi amaciyla giin i¢i ve gln asiri analizler yapildi. Bu
analizlere ait standart sapma (SD), bagil standart sapma (RSD), ylizde verim, tayin siniri
(LOD) ve oOlgim limiti (LOQ) degerleri elde edildi ve her bir yontemin ayri ayri
uygulanmasi ile mg A/ 100 gram gul icin miktar tayinleri yapildi. Ayrica standart ekleme
yontemi de kullanildi ve analizi yapilacak olan gl ekstresine belirli miktarlarda
konsantrasyonu bilinen standart ¢ozelti ilave edildi. Standart ekleme yontemi igin
kalibrasyon grafikleri elde edildi, standart ekleme yénteminin uygulanmasiyla % verim
degerleri ve 100 gram giil yapraginda saptanan antosiyanin miktarlari her bir yontem

icin ayri ayri hesaplandi.

Dogal boyarmaddeler, yline dogrudan veya kendiliklerinden baglanmazlar ya da
baglansalar bile iyi sonu¢ vermezler. Dolayisiyla bu ¢alismada boyarmaddenin yiine
baglanmasini saglamak ve kuvvetlendirmek icin ylin kumas ile boya arasinda baglama

gorevi Ustlenen mordanlar kullanilarak, mordanli boyama metodu tercih edildi.

Antosiyaninlerin ligand 6zelligi gostererek metallerle kompleks verme 6zellikleri vardir.

Tannik asidin, mordan tuzlarinin yinli kumasa baglanma kuvvetini arttirmasi ve



allergenlerin giderilmesinde etkili oldugunun bilinmesi, bizi tannik asitle beraber

mordanlama yontemiyle, yinli kumas boyamaya yoneltmistir.

Kirmizi taze gil yapraklarindan ekstrakte edilen antosiyaninler AI(NOs)3.9H,0,
MgCl,.6H,0, K,Cr,0;, FeCls. 6H,0, KAI(SO4,),.12H,0, CuCl,.2H,0, AgNO; ve FeSO,.7H,0
mordan tuzlariile pH 4’te hazirlanan tampon ¢ozeltisi kullanilarak on farkli yontem ayri
ayri uygulanmak suretiyle 66 adet yunli kumas, 100 °C’ de boyanarak, renk kodlari ve
reflektans degerleri tespit edildi. Ayrica isik hashigi, ter hasligli ve sirtinme hashg
testleri uygulandi ve AgNOs tuzu ile tannik asitin kullanildigi boyamalara ait yiinli

kumaslarin antibakteriyel 6zellikte olup olmadigi arastirildi.

1.3 Hipotez

Ulkemiz, dogal boyamacilik bakimindan oldukca eski bir tarihsel gelenege ve dogal
boyamacilikta kullanilan bitkiler agisindan zengin bir potansiyele sahiptir. Glinimuzde
bu zenginlik boyamacilikta kullanilan bitki sayisina yansitilamamaktadir. Ulkemizde
boya bitkilerinin kaltlird yapilamamakta, boyama igin gerekli materyal dogadan
toplamalar yolu ile saglanmaktadir. Ekonomik agidan 6nemli boya bitkilerinin tespit
edilerek, bu bitkilerin klltire alinmasi ve belirli standartlarda Gretilmesi ile unutulmaya
ylz tutmus eski bir tarimsal faaliyet alani yeniden giincellesecek, yoresel olarak yapilan
el sanatlar ve ozellikle ihra¢ degeri yliksek olan hali ve kilimlerin boyanmalari igin
hammadde temin edilmis olacaktir. insan saghgina zarar veren sentetik boyalarla
boyanan ylnler yerine, insan sagligina zarar vermeyen, dogal bitkilerden elde edilen
boyalarla boyanan yinlerin glinimiizde kullanilmasi, gerekliligini ortaya koymaktadir.
Dogal boyalarla boyanan materyaller turistik acidan dnemli bir yere sahiptir. Ayrica
uzun vyillardan beri Glkemizde ugrasilan bir ata sanatini yasatmak, silirdirmek,

genisletmek ve bir déviz kaynagi haline getirmek lilkemiz agisindan 6nemlidir.

Son vyillarda, ekolojik denge, biyolojik ayrisma ve dogal boyalarin cevreye daha iyi

uyumu dogal boyalarin gelecekteki 6Gnemini arttiracagi diislincesini olustumustur.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Antosiyaninler

Antosiyaninler, bitki aleminde suda c¢o6zlinebilen en vyaygin pigmentlerdir.
Antosiyaninler benzer olarak bitki aleminde yaygin olarak bulunan, antioksidant,
hepatoprotektant, UV-isiga karsi koruyucu, antibakteriyel ve antikanserojen gibi ¢ok

farkh biyolojik etkiye sahip bilesiklerdir.

Kimyasal agidan antosiyaninler, 2-fenilbenzopirilium’ un (flavilium katyonu)
polihidroksi ve polimetoksi tlrevlerinin glikozitleridir [10]. Sekil 2.1’ de flavilium

katyonu gosterilmistir.

T 4 '/ e s Rz

Sekil 2.1 Antosiyaninlerin genel yapisi

Antosiyaninler arasindaki farkliliklar; molekiildeki hidroksil gruplarinin sayisi, bu
hidroksil gruplarinin metilasyon derecesi, molekiile baglanmis sekerlerin tird, sayisi ve
baglanma sekli ile bu sekerlere baglanmis alifatik ve aromatik asitlerin yapi ve sayisi

gibi cesitli faktorlerden kaynaklanmaktadir. Bilinen, dogal antosiyanidinler (aglikonlar)



Cizelge 2.1 ' de verilmistir. Bunlardan bitkilerde en g¢ok bulunanlari; pelargonidin,
siyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin ve malvinidin’dir [11, 12]. Dogada yaygin
olarak bulunan bu alti antosiyanidinin, bitkilerin yenilebilir kisimlarindaki dagilimi ise su
sekilde siralanmaktadir; siyanidin (% 50), pelargonidin (% 12), peonidin (% 12),
delfinidin (% 12), petunidin (% 7) ve malvidin (% 7) . Dolayisiyla, dogada en yaygin

olarak bulunan antosiyanin; siyanidin-3-glikozittir [13].

Hidroksil gruplari, metoksil gruplari, sekerler ve acillenmis sekerler antosiyaninlerin
renk yogunlugu ve stabilitesi lzerine belirgin bir etkiye sahiptirler. Molekildeki
hidroksil grubu sayisi arttik¢a, antosiyanidinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu
biyiimekte, ayrica renk turuncudan maviye dénismektedir. Ornegin, % 0.01 HCI-
MeOH c¢ozeltisinde pelargonidinin  Amax degeri 520 nm (turuncu) dizeyindeyken,
siyanidinin 535 nm (turuncu-kirmizi) ve delfinidinin 545 nm (mavi-kirmizi)
diizeyindedir. Yani; molekiildeki hidroksil grubu sayisinin artisi, rengi daha mavi,

metoksil grubu sayisinin artisi ise daha kirmizi yapmaktadir [12].



Cizelge 2.1 Antosyaninlerin ana gruplari ve R1-R7 yan gruplari [12].

Antosiyanidin | R, R, R; R, Rs R: R; Ana E-
renk NUMarasi

Apigeninidin  |-H OH [-H -H OH  |H OH  |turuncu

Aurantinidin -~ |-H -OH |-H -OH  |-OH -OH  |-OH turuncu

Capensinidin  [-OCH; |-OH  |-0CH; |-OH |-OCH; |-H -OH mavimsi-
kirmizi
Cyanidin -OH |-OH [|H OH |-OH  [-H OH  |morumsu |E163a
kirmizi
renk

Delphinidin -OH -OH  |-OH -OH  |-OH -H -OH pembe, |E163b
mavi

Europinidin -0OCH; |[-OH  |-0OH -OH  |-OCH; [-H -OH mavimsi
kirmizi
Hirsutidin -0CH; [-OH  |-0CH; |-OH  |-OH -H OCH; [ mavimsi-
kirmiz
Luteolinidin -OH -OH |-H -H -OH -H -OH turuncu

Pelargenidin - |-H OH [-H OH |-OH |-H OH  Jturuncu, |E163d

SOMan
Malvidin -0OCH; [-OH  |-0CH; [-OH |-OH -H -OH pembe  |E163c
Peonidin -OCH; |-OH |-H -OH |-OH -H -OH morumsu | E163e

kirmizi

renk

Petunidin -OH |-OH |-OCHs; [-OH |-OH |-H OH  |pembe |E163f

Pulchellidin -OH -OH |-OH -OH |-OCH; |[-H -OH mavimsi-
kirmizi

Rosinidin -OCH; |-OH |-H OH |-OH -H OCH; [kirmuzi

Triacetidin -OH -OH  |-OH -H -OH -H -OH kirmizi

E163 kodu ile bilinen antosiyaninler, suda iyi ¢dziinebilen ve bircok meyveye, sebzeye
ve ¢icege mavi, kirmizi ve mor renklerini veren pigmentlerdir. Uziim, kirmizi ve siyah
frenk Gzimi, ahududu, cilek, elma, visne, kirmizi lahana ve nar iceren kaynak listesi
olduk¢a uzundur. Antosiyaninler, gidalarin parlak kirmizi rengini saglayan ve bircok
gidanin boyanmasinda sentetik boyalara karsi dnemli bir alternatif olarak kabul
edilmektedir. Literatir bilgileri antosiyanin ekstraktlarinin gidalara yalnizca gekici renk
ozellikleri kazandirmadigi, ayni zamanda ylksek antioksidan kapasiteleri nedeniyle
saglik acisindan ¢ok vyararh bilesikler oldugunu gostermistir. GlUnimizde dogal
renklendiriciler gosterdikleri ¢esitli antioksidan, anti-bakteriyel, anti-mikrobiyal vb.

aktivitelerden ve bazi sentetik renklendiricilerin insan saghg U(zerinde olumsuz



etkilerinin giin yuziine ¢gikmasindan bu yana ilgi odagi haline gelmislerdir. Ticari dogal

pigmentlerin en dnemlisi antosiyaninlerdir.

Antosiyaninler, gidalarda renk vermek amaciyla katki maddesi olarak kullanilirlar ve

genellikle alti antosiyanidinden sekillenirler. E163 kodu ile anilirlar. Bunlar,

e Siyanidin (E163a)

Delfinidin ( E163b)

Malvidin ( E163c)

Pelargonidin ( E163d )

Peonidin (E163e)

Petunidin ( E163f)

Dogal gida boyalari, ¢esitli bilesiklerden olusan oldukga genis bir gruptur. Bu bilesiklerin
her biri farkh ¢dzinurlik ve stabilite 6zelliklerine sahip oldugundan, gidalara uygulama
sekilleri ve ozellikleri farklihk gostermektedir. Gida boyalari lizerinde durulan 6zellikler

asagidaki gibi 6zetlenmektedir [15].

e Cozunurlik

Fiziksel form

opH

Mikrobiyel kalite

Diger bilesenler

Gida enddstrisinde kullanilan baslica dogal gida boyalari, antosiyaninler, betalainler,
kosinal (karmin), annatto ve kurkumindir. Klorofiller, karotenoidler, kirmizibiber
ekstrakti (Oleoresin paprika), safran (krosetin) ve karamel de renklendirici olarak
kullanilmaktadirlar [16]. Ticari dogal pigmentlerin en 06nemlisi antosiyaninlerdir.
Antosiyaninler, dogada bitkiler aleminde bulunan en yaygin pigment gruplarindan
birisidir. Meyve, sebze ve giceklerin kendilerine 6zgli pembe, kirmizi, viole, mavi ve mor
tonlarindaki gesitli renklerini veren, suda ¢oziinebilir nitelikteki dogal renk maddeleridir
[17]. Hemen hemen her meyvede az veya ¢ok miktarda antosiyanin bulunmaktadir.
Bazi tahil ve baklagillerde, kok ve yumru sebzeler basta olmak lzere cesitli sebzelerde

de antosiyanin bulunmaktadir. Antosiyaninler bir grup bilesigin adi olup, dogada
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400'den fazla antosiyanin bulundugu tahmin edilmektedir [13]. Antosiyaninler,
gidalarin parlak kirmizi rengini saglayan, bilinen en iyi dogal gida boyalaridir ve birgok
gidanin boyanmasinda sentetik boyalara karsi 6nemli bir alternatif olarak kabul
edilmektedirler [14, 18]. Ayrica suda ¢ozlinebilme 6zellikleri, antosiyaninlerin sulu gida
sistemlerine katilmalarini kolaylagtirmaktadir. Antosiyanin ekstraktlarinin gidalara
yalnizca c¢ekici renk ozellikleri kazandirmadigi, ayni zamanda yiksek antiradikal
kapasiteleri nedeniyle, eklendikleri gidalarin oksidatif stabilitelerini de arttirdig
belirlenmistir [19]. Antosiyaninler en iyi dogal gida renklendirici olmalarina karsin,
saflastirilmalarinin zor olmalari ve kimyasal stabilitelerinin diisiik olmasi nedeniyle renk
maddesi olarak yaygin bir sekilde kullanilamamaktadirlar [11]. Antosiyanin esasl renk
maddelerinin kaynagl meyve ve sebzelerdir. Bu amacla kullanilan baslica antosiyanin
kaynaklari arasinda siyah Gzliim posasi [20], konkord Gzimi [21], tath patates [22],
kirmizi turp [23, 24], kirmizi patates [24], kirmizi lahana [25, 26], kirmizi tath patates,
mor misir [27], aronia (Aronia melanocarpa) [28], cilek [29], elderberry [30] ve

blueberry [31] sayilabilir.

W Cy
M Pg
M Pn
o M
m Pt

mDp

Sekil 2.2 Antosiyaninlerin dogadaki dagilimi
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Avrupa Birligince listelenmis dogal gida boyalari Cizelge 2.2 * de verilmistir.

Cizelge 2.2 Avrupa Birligince listelenmis dogal gida boyalari

Numara | Renk Numara | Renk
E100 Kurkumin E160b Annatto, biksin,
norbiksin
E101 Riboflavin, E160c Kirmizibiber ekstrakti,
Riboflavin-5’ fosfat kapsantin, kapsorubin

E120 Karminik asit ve | E160c Likopen

karminler
E140 Klorofiller ve | E160e Beta-Apo-8’-
klorofilinler karotenal(C30)
E141 Klorofiller ve | E161b Lutein

klorofilinlerin bakir

kompleksleri
E150a Saf Karamel El6lg Kanthaksantin
E153 Sebze karbonu E162 Kirmizi pancar,
betanin
E160a Beta-karoten  ve | E163 Antosyaninler

karisik karotenler

Antosiyaninler, neredeyse tim bitki familyalarinda bulunur. Esas rengi veren baslica
antosiyaninler; Siyanidin, seftali, kiraz, incir, erik, ahududu, frenkizimdi, kirmizi
lahanada, Malvidin bazi Gzimlerde, Pelargonidin cilek, kirmizi turp, dut, Peonidin

bataklik kizilciginda, Petunidin Amerikan tziimlerinde bulunur.
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Cizelge 2.3 Bazi yenilebilir bitkilerin antosiyanin igerigi

Gida maddesi 100 g gidadaki antosiyaninin
mg cinsinden degeri

patlican 750

black currant 130-400

Bogurtlen 83-326

Caylzumaua 25-497

Kiraz 350-400

Chokeberry 200-1000

Yabanmersini 60-200

Elderberry 450

Portakal ~200

Turp 11-60

Ahududu 10-60

frenk zimu 80-420

kirmizi Gziim 30-750

kirmizi sogan 7-21

kirmizi sarap 24-35

Cilek 15-35
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Bu grup icinde 6nemli bir yer tutan antosiyanin pigmentleri suda ¢6zinilr olmasi
sebebiyle gidalarda kullanima uygundur. Antosiyaninlerin kullanimlari igin pH’'in disik
olmasi ve bulanikligin olmamasi gerekir. Belli oranlarda antosiyanin iceren gida

maddelerini soyle gruplandirabiliriz [32];

1.Alkolsuiz igecekler: Antosiyanin renk maddelerinin temel kullanim alanlari alkolslz
ickilerdir.

2.Meyve konserveleri: Antosiyaninler, meyve preparatlarinda, marmelatlarda kullanilir.
Meyvenin kalitesi ve 6zelligi dnemlidir

3.Sekerlemeler: Asit kullanilarak yiksek sicakliklarda kaynatilan sekerlemeler ve pektin
jelleri, kirmizi rengin gozlendigi antosiyaninler igin ideal uygulamalardir.

4.Gunlak trtnler” meyveli st ve yogurtlar gibi"

5.Dondurulmus gidalar

6.Toz karisimlar” suyla seyreltilen toz icecekler gibi"

7.AlkollU icecekler " 6zellikle sarap Uretimi": Alkollu icecek ve sirke iceren trlnlerin de
antosiyaninlerle renklendirilmesi mimkuinddir.

8.Kuru karisimlar: Asidik tath karisim gesitlerinde ve puskirtmeli kurutucuyla
kurutulmus toz iceceklerin renklendirilmesinde antosiyaninler kullanilir.

9.Kozmetik sektoriinde: Cilt bakim ve sag¢ bakim Urinleri.

2.2 Antosiyaninlerin Renklerini ve Kararhliklarini Etkileyen Faktorler

Bircok gida bileseninde gozlendigi gibi antosiyaninler cesitli faktorlerin etkisiyle
parcalanarak Sekil 2.6’ da kendilerine 6zgi renklerini kaybetmekte ve hatta bazen
istenmeyen renkler olusturmaktadirlar. Gida maddesi cekiciligini dolayisi ile ticari
degerini onemli 6lclide kaybetmektedir. Antosiyaninlerin parcalanmasina neden olan
en onemli faktor sicaklik-sure iliskilisidir. Bu nedenle hangi siire ile olursa olsun
uygulanan her 1sitma, antosiyaninlerde mutlaka parcalanmaya neden olmaktadir. Bu

tahribat depolamada da sicaklik-siire etkisiyle devam etmektedir [15].
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Sekil 2.3 Antosiyanidin degradasyon mekanizmasi [33]
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Antosiyaninlerin kararhliklari ve renkleri pH, sicaklik, oksijen ve hidrojen peroksit, isik,

enzimler, sekerler ve sekerlerin bozunma Grlinleri ve SO, gibi faktorlerden etkilenir.

2.2.1 pH

Antosiyaninler kimyasal yapilarinda yer alan gruplardan dolayi pH’ya karsi oldukga
duyarh bilesikler oldugu ve buna bagl olarak pH’nin antosiyaninlerin rengi, siddeti,
stabilitesi ve yapisi Uzerinde etkili oldugu bildirilmektedir. Nitekim antosiyaninlerin
¢ogu, sulu ortamlarda pH indikatori gibi davranmaktadirlar. Ortam pH 2’nin altina
dislince, antosiyanin kirmizi renkli flavilium katyonu formunda bulunmaktadir. Buna
karsin pH yukseldikge, hizli bir proton kaybi meydana gelerek kirmizi veya mavi renkli
kuinidal formu olusmaktadir. pH sirasiyla 1'den 14’e dogru yikselirken,
antosiyaninlerin rengi kirmizidan mavi — kirmiziya, mora, maviye, yesilden sariya dogru
degisim gosterir. Bunun dogal sonucu olarak antosiyaninler yalnizca asidik yani pH'in
4’in altinda oldugu sartlarda kullanilabilirler. Renk tonu sadece pH’in etkisiyle
degismez ancak renk siddeti pHIn 1 civarinda oldugu durumlarda en vyiksek

seviyededir ve siddet pH ylkselmesiyle diser [32].
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Cizelge 2.4 Antosiyaninlerin renklerinin pH’a gore degisimi

pH Renk

1 Kirmizi

2 Pembe — Kirmizi

3 Pembe

4 Koyu pembe — Mor
5 Mor

6 Mor — Mavi

7 Mavi

8 Mavi — Yesil

9 Yesil

10 Koyu yesil — Sarimsi
11 Acik yesil — Sari

12 Sari

Cizelge 2.5 Antosiyaninlerin pH’ a gore renk degisimleri
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Ortamin fizikokimyasal 6zelliklerinden antosiyaninlerin renk tonu ve yogunlugu lzerine
en etkili olani pH’dir [34]. Bir antosiyaninin renginin ortam pH’ina gore degisimi Sekil

2.7’ de gorilmektedir.

o 1T

o ST L -..,_‘__c' £

pH<1 K Komin( 1)

il
[ = T = A =

-

= T i T osF

I

-‘.‘-_ET_,: -1__‘_45_':-'- -.._“nn
Hor

W

pH 6-7 _ Mor ( III)

1k

1

pHE-9 San (V)

Sekil 2.4 Antosiyaninlerin yapisinin pH’a gore degisimi

18



Flavilium katyonu (I) c¢ok diisik pH’larda stabildir. pH artisiyla renksiz karbinol
(chromenol) yapisina (ll) dontismektedir. Kuinoidal yapisi (lll) ve anhidro bazi (IV) pH 6-
8’de rengi yogunlasmaktadir. pH 8 9’da, IV’ de gorilen yapi halka acillmasiyla sari
kalkon’a donltismektedir. Daha ylksek pH derecelerinde renk, multivalent metal
iyonlari ( AP**, Fe*" ) varliginda kararli olmaktadir. Bu kompleksler (VI) koyu mavi

renktedir [32, 34].

Sekil 2.5 Antosiyanidinin yiiksek pH‘da metal iyonlariyla (A**, Fe**) olusturduklari
kompleks yapi

2.2.2 Sicakhk

Antosiyaninlerin kimyasal reaksiyonlardaki kararliliklari ve bozunma oranlari sicakliktan
bir miktar etkilenmektedir. Genel olarak yapisal 6zellikler, pH kararlihginda ve termal
(1s1l) kararhhkta artisa yol agar [35]. Antosiyaninlerin bozunmasi anaerobik kosullarda
pH’tan bagimsizdir [36]. Yapilan c¢alismalar sonucunda, antosiyanin iceren gidalarin
Uretiminde yliksek sicakhkta kisa zamanli prosesler tavsiye edilmektedir ¢linkii bu yolla
en yiksek seviyede pigment tutumunu saglanabilir. Kisa zaman antosiyaninlerde kayda
deger bir bozunmayi onledigi gibi, antosiyaninlerin renksiz tiirlere donisiimiine de

engel olur [37, 38].

Genelde antosiyaninler, isiga ve 120°C sicakhga kadar dayaniklidirlar. Yiksek
sicakliklarda depolanan érneklerde, kisa stirede ¢ok hizl bir antosiyanin kaybi meydana
gelirken, depolama sicakhgl diistiikce antosiyaninlerin stabilitesi artmaktadir. Nitekim
kan portakali sularinin 15 °C, 24 °C ve 35 °C 'de depolanmasi boyunca 10 °C ’lik sicaklik

artisinin, antosiyanin bozunma hizini 2 kat arttirdig1 saptanmistir.
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Withy ve ark., kirmizi ahududu suyu konsantrelerinde antosiyanin kaybinin depolama
sicakligina bagh oldugunu goéstermislerdir. 20 °C ’de 3 ay sireyle depolanan
konsantrelerin antosiyanin iceriginde % 80,4 kayip oldugu saptanirken, -20°C’de

depolamada kayip orani yalnizca % 3,1 diizeyinde kalmistir [39].

Farkh sicakhklarda depolanan nar suyunda antosiyaninlerin bozunmasini inceleyen
Marti ve ark. ise, 25 °C’de 2 aylik depolama sonunda nar suyundaki antosiyaninlerin %
99’unun parcalandigini, buna karsin 50 °C’de 5 aylik depolama sonunda antosiyanin

iceriginde % 80’ lik bir kayip oldugunu saptamislardir.

Genel olarak sicakhk distiikce antosiyaninlerin stabilitesi artmasina ragmen, yapilan
bazi arastirmalar sonucunda dondurma ve dondurarak depolama sirasinda da

antosiyanin kaybinin oldugu saptanmistir [40].

Bing kirazlarinin -23 °C’de 3 aylik depolanmasi sonunda toplam antosiyanin iceriginin %
66’sinin, 6 ay sonunda ise % 87 ’sinin pargalandigl saptanmistir. Diger yandan, ayni
arastirmada -70°C’de depolanan érneklerde, 6 ay sonunda ise % 12 ‘sinin parcalandig

belirlenmistir.

Dondurularak saklanan érneklerde gergeklesen antosiyanin kaybinin, meyvenin hem et
hem de kabuk kisminda aktif halde bulunan enzimlerle, 6zellikle polifenol oksidazlarla

iliskili oldugu saptanmistir [41].

2.2.3 Oksijen ve Hidrojen Peroksit

Oksijen, antosiyaninlerin dogrudan oksidasyon mekanizmalariyla bozunmalarina veya
dolayli oksidasyonla yani reaksiyon ortaminda yikseltgenmis Griinlerle birleserek
bozunmalarina neden olur. Askorbik asit ve oksijen antosiyaninlerin bozunmasinda
benzer sekilde hareket ederler [42]. En yiksek derecede pigment kaybi yiksek
konsantrasyonlarda oksijen ve askorbik asit varliginda gerceklesir. Askorbik asit,
antosiyaninlerde H,0, ile dolayli oksidasyon sonucu yikima neden olur. H,0, ilavesi ile
antosiyanin iceren meyve sularinda yogun olarak renk azalmasi gozlenir. Yiikseltgenme
drdnleri, bozunma ve/veya polimerizasyon reaksiyonlarina katilabilir. Meyve sularinda
yari asetaller veya kalkon tiirlerinin dogrudan oksidasyonu sonucu ¢okme ve bulaniklik

gozlenebilir [43].
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2.24 Isik

Antosiyaninler genel olarak UV ve goriinir bolge isinlarina ya da diger iyonizasyon
kaynaklarina maruz kaldiklarinda kararliliklarini koruyamazlar. Isik termal bozunma
altindaki antosiyanin seviyesinde bir artisa neden olur. Foto-oksidasyon ile

antosiyaninler 1sil bozunma ile olusan urilinlerin benzerlerini verirler [44, 45].

2.2.5 SO,

SO,, antosiyaninlerle reaksiyona girerek renksiz bir katilma Grin{ verir. Bu reaksiyon
geri donudsimli bir reaksiyondur. Isi altinda SO, a¢iga c¢ikarak Urin olarak
antosiyaninler kalir ve renk yeniden sekillenir. Silfide olmus meyvenin kaynatilarak

konservelenmesinde bu yontem esas alinmistir [32].

2.2.6 Enzimler

Bitki dokularinda bulunan bazi enzimler, antosiyaninlerin bozunmasina ve renk

kayiplarina neden olabilirler [46].

2.2.7 Sekerler ve Sekerlerin Bozunma Uriinleri

Meyve iceren Urilnlerin Uretimi esnasinda ylksek konsantrasyonlu seker kullanimi
(6rnegin > % 20), azalan su aktivitesiyle antosiyanin kromoforlari tGizerinde kapsamli bir
koruma etkisi saglar. Su aktivitesinin azalmasi, antosiyanin molekdillerinin bozunma
oranini dislrir. Antosiyanin kromoforlarinin hidratasyonu istenmeyen renksiz tiirlerin
meydana gelmesine sebep olur. Bu sebeple kurutulmus antosiyaninler toz halinde, oda

sicakliginda birkag yil saklanabilirler [47, 48].

Bir esik seviyesinin Ustiinde (100 ppm gibi) seker ve sekerin bozunma (Urlnleri
antosiyaninlerdeki bozunmayi hizlandirirlar; fruktoz, laktoz ve sorboz; glukoz, siikroz

veya maltoz ‘dan daha yiksek oranda bozunmaya neden olurlar [49].

2.3 Antosiyaninlerin Spektroskopik Ozelikleri

Antosiyaninler, UV isikta flouresans oOzellik gdstermektedirler. Ayrica fenolik yapilari

nedeniyle de NHs ile renk degistirirler. Bu o6zelliklerinden dolayi, ince tabaka ve kagit
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kromatografisinde UV 1sik (254 ve 366) ile incelenmektedirler. Hidroksil gruplarinin
bagh olduklari yerlere goére UV isikta, NHs; buharinda ve difenil borik asit-fB-
aminoetilester (NA) belirteciyle verdikleri renkler degismektedir. UV spektroskopisi,

antosiyanin bilesiklerin yapisi hakkinda 6nemli bilgiler veren bir yontemdir.

Bilesigin metanoldeki ¢ozeltisine ayri ayri NaOMe, susuz AlCls, AICI3/HCI, susuz NaOAc
ve NaOAc/H3BO3 in metanoldeki ¢ozeltilerinden az miktarda ilave edilerek alinan
spektrumlarda goézlenen kaymalar, piklerin siddeti ve sekilleri arasindaki farklar
flavonoid bilesiginin ana iskeleti ve molekiildeki hidroksil gruplarinin yerleri hakkinda

fikir vermektedir.

UV spektrumunda flavonoid bilesikleri biri uzun digeri kisa dalga boyunda olmak tzere
iki absorpsiyon banti vermektedir. Uzun dalga boyunda olan, flavonoidin B halkasinin
(Sinnamoil) absorpsiyonu ile ilgilidir ve Bant | adini almaktadir. Kisa dalga boyunda olan

ise A halkasinin (Benzoil grubu) absorpsiyonu ile iliskilidir ve Bant 1l adini almaktadir.

Cizelge 2.6 Flavonoidlerin UV spektroskopisindeki absorpsiyon bantlari

Bant|(nm) Bant Il (nm )
Flavon 304 -350 250 - 270
Flavonol 352-385 250 - 270
Flavonon 310-330 275-290
Kalkon 360 -390 240 - 260
Auron 390-430 240 - 260
Antosiyanidin | 475 —560 275-280
izoflavon 300-340 245-270
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2.4 Antosiyaninlerin Ekstraksiyonu

Antosiyaninlerin cesitli bitkisel kaynaklardan ekstraksiyonunda kullanilacak yéntemler,
cogunlukla ekstraksiyonun amacina ve antosiyaninlerin yapisina bagl olmaktadir.
Ekstraksiyon islemleri icin antosiyaninlerin yapisini ve stabilitesini etkileyen faktorlerin

bilinmesi gerekmektedir.

Ekstrakte edilen pigmentler kalitatif veya kantitatif olarak hemen analiz edilecekse
yontem, pigmentleri mimkin oldugunca dogal durumlarina yakin tutacak sekilde
secilmelidir. Ekstrakte edilen pigmentlerin renklendirici veya gida bileseni olarak
kullanilmasi durumunda maksimum pigment verimi, boyama kuvveti ve stabilite gibi
faktorler de 6nem kazanmaktadir. Ayrica ekstraksiyon ve temizleme islemlerinin gok

kompleks olmamasi, zaman alici ve pahali olmamasi gerekmektedir [50].

Antosiyaninleri dogala yakin elde etmek igin pek ¢ok arastirmaci tarafindan baslangig
pigment ekstraksiyonunda noétral ¢ozicilerin kullanimi Onerilmistir. Ayrica zayif

organik asitlerinde ekstraksiyon ¢ozlicllerinde kullanildigi bildirilmektedir [50].

Antosiyaninlerin gesitli bitkisel materyallerden ekstraksiyonu lzerine gliniimize kadar

pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.

Kizilciga benzer bir meyveden (Vaccinium oxycoccus) antosiyaninleri ekstrakte etmek
amaciyla yapilan bir calismada metanol, su, aseton, etilen, glikol, metil etil keton ve
izopropanol kullanilmis ve maksimum renk maddesi ekstraksiyonunun % 0.03 oraninda
HCl iceren metanol ile saglandigi ve HCI'nin asetik asitten daha iyi sonug¢ verdigi
bildirilmistir. Elde edilen ekstrakti saflastirmak amaciyla da iyon degistirici recine

kullanilmistir [51].

Bir cesit erik meyvesinin (Prunus cerasifera) kabugu ve yapraklarinin antosiyanin
kaynagi olarak kullanilabilme durumunun arastirildigi bir calismada, siyanidin ve
peonidin-3-glikozit ve peonidin-3-rutinozitleri igeren erik antosiyaninleri, asitlendirilmis
etanol kullanilarak ekstrakte edilmis ve elde edilen ekstraktin organoleptik acidan

kabul edilebilir 6zelliklere sahip oldugu ifade edilmistir [52].

Metiever ve ark. (1980) antosiyaninlerin tiziim posasindan ekstraksiyonunda kullanilan

¢Ozlici ve asidin ekstraksiyon derecesi ve orani lzerine etkisini incelemis, ¢ozici
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olarak etanol, metanol ve su karisimi; asit olarak HCI, sitrik asit, tartarik asit, fumarik
asit ve propiyonik asit kullanmis ve kullanilan ekstraksiyon ¢éziiclileri arasinda en iyi
ekstraktin metanol oldugu bildirmistir. % 10 HCl iceren metanoliin etanolden % 20 ve
sudan % 73 oraninda daha etkili oldugu saptanmistir. Metanol ekstraktindaki en yliksek
pigment konsantrasyonuna 48 saat sonunda ulasildigi bildirilmistir. HCl'in oldukca
korozif bir etkiye sahip olmasindan dolayl ¢alismada ekstraksiyon ¢oziiclslinde asit
olarak organik asitlerde denenmistir. Organik asitle yapilan denemelerden elde edilen
bulgulara gore sitrik asidin metanol ile ve asetik asidin su ile birlikte kullanildiginda
daha etkili oldugu rapor edilmistir. Pigment analizi Fuleki ve Francis (1968)’in
uyguladigl yonteme gore pH:1 ve pH: 4.5'de, pH diferansiyel yontem kullanilarak
yapilmis ve bu ¢alismada 100 g tGiziim posasinda 85 mg antosiyanin icerigi saptanmistir

[53].

Antosiyaninlerin 6zelliklerinin arastiriimasi izerine yapilan bir ¢alisma da Takeoka ve
ark. (2007) tarafindan siyah fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ile vyapilmistir.
Antosiyaninler % 0.5 HCl igceren metanol ile ekstrakte edilmis, toplam antosiyanin
icerigi 537 nm’deki maksimum absorbans degerlerinden hesaplanmistir. Siyah
fasulyenin pigment icerigi delfinidin-3-glikozit cinsinden 213 mg/100 g olarak
saptanmistir. Antosiyaninlerin 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yuksek basing sivi
kromatografisi, kiitle spektrofotometrisi ve spektrofotometrik analizler kullaniimis ve
siyah fasulyede baslica antosiyaninler; delfinidin-3-glikozit (%56), petunidin-3-glikozit
(%26) ve malvidin-3-glikozit (%18) olarak tanimlanmistir [54].

Antosiyaninler, nétral veya alkali ortamda kararli olmadiklarindan asidik c¢ozeltiler
kullanilarak ekstrakste edilirler. Antosiyaninlerin ekstraksiyonunda gogunlukla disik
kaynama noktali alkollerin seyreltik mineral asitli (< % 1 HCI gibi) ¢ozeltileri kullanilir
[55]. Bu amacla genellikle metanol tercih edilir ancak gidalarda toksititesinden dolayi
metanol yerine etanol kullanilir [56]. HCl ile asitlendirme sonucu, disutk pH’in yani sira
basit antosiyaninlerden flavylium klorir tuzlari olusacak bir aralik saglanmis olur. HCI
gibi mineral bir asidin kullanimi kompleks pigmentlerin ve ko-pigmentlerin dogal
formlarinin degisimine, sonraki konsantrasyonlarda ise kararsiz acil ve seker
kalintilarinin kaybina sebep olur [57]. Baslangic pigment ekstraksiyonu icin, %60
metanol, n-bltanol, etilen glikol, propilen glikol, soguk aseton, aseton/metanol/su
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karisimi kullanilabilir [58]. Buna ek olarak kompleks poliagillenmis antosiyaninler igin,
zayif organik asitler; 6zellikle formik asit, ayrica asetik asit, sitrik asit ve tartarik asit
veya daha glcli ve daha ucucu asitler; trifloroasetik asit ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak
kullanilmaktadir. Ekstraksiyon sirasinda pigment bozunumunu en disik seviyede

tutmak icin 30 °C’nin altinda calisiimalidir [56].

Antosiyaninler icin en iyi kaynaklardan biri olan Uziim kispesi'nin kullanildig
Timberlake ve Bridle ‘in calismalarinda, ekstrakte edici ¢ozlcli olarak % 0,1-1,0
oraninda tartarik asit iceren metanol kullanilmis, sonra tartarik asidin fazlasi %40’ hk
KOH cozeltisi kullanilarak ¢oktiirGlmustir. Genellikle fenolik madde iceren birgok
bilesenin metanol ve etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin diger ¢ozlici

sistemlerine gore daha yiksek oldugu gorilmustir [51].

Antosiyaninlerin ekstraksiyonunda Lee ve Wrolstad, Chaovanalikit ve Wrolstad ve
Skrede, Wrolstad ve Durst ¢alismalari baz alinmis ve bir ekstraksiyon yontemi ortaya
konmustur. Bu amagla 10 g incir ornegi plastik 6rnek kabina £ 0,0001 hassasiyetle
tartilmig ve Gzerine 20 mL % 100 aseton eklenmistir. 2 dakika boyunca Warring Blender
ile orta hizda (3. kademede) homojenize edilmistir. Parcalanmis meyve kitlesi buchner
hunisi kullanilarak whatman 1 nolu filtre kullanilarak vakum altinda filtre edilmistir.
Filtre keki tekrardan bu sefer 2. kez 20 mL % 70 aseton ile yine waring blender ile 2
dakika homojenize edilmis ve yine 10 mL yeni % 70 aseton ile yikanarak huniye
aktarilmistir. Boylece 2. ekstraksiyon ile filtre lzerindeki kalinti tamamen renksiz
kihnmis tiim antosiyanin igerigi ¢ozlicliye gegirilmistir. Toplanan filtratlar ayirma
hunisine aktarilmis ve Uzerine 100 mL kloroform eklenip, 1 dakika boyunca
karistinlmistir. Bu karisim 1 gece +4 °C’de bekletilmis ve keskin bir faz ayrimi
saglanmistir. Antosiyaninleri iceren renkli Gst faz rotary balonuna alinmis, rotary
evaporator (Heidolph, Laborota, Schwabach,2003) yardimiyla 40 °C’de vakum altinda
aseton ugurulmus ve asitlendirilmis su (% 0,01 HCI) 10 mL'ye tamamlanmigtir [59].

Antosiyaninlerin ekstraksiyon isleminin asamalari Sekil 2.11 ’ de gdsterilmistir [47].
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10 g incir meyvesi

iy

20 mL aseton (%100) ekstraksiyon

Filtrasyon (whatman 1)

iy

Kalinti % 70 aseton (20 mL) 2. ekstraksiyon

iy

Filtrat toplama (ayirma hunisi)

U

100 mL kloroform ekleme

karistirma

iy

+4°C de 1 gece bekletme

iy

renkli faz ayrimi

iy

evaporasyon

U

hacime tamamlama (10 mL, % 0,01 HCI)

Sekil 2.6 Antosiyaninlerin ekstraksyionu
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2.5 Antosiyaninlerin Saflastiriimasi

Antosiyanin iceren ekstraktlarin saflastiriimasinda, ¢oziici sistemlerin genel olarak
hicbiri antosiyaninlere 6zgl bir ekstraksiyon saglamaz. Bu ¢ozeltiler, antosiyaninlerin
yani sira pigment stabilitesi ve analizini etkileyebilen baska maddeleri de ‘polifenolik
maddeler, pektin,... gibi’ ekstrakte ederler. Boyle maddeler genellikle kromatografik
yontemlerle sistemden uzaklastirilirlar. Saflastirma amaciyla ayrica Sephadex G-25
veya LH-20, oktadesilsilan, zayif anyon degistirici recine (6rnegin Amberlite CG-50),
polietilen glikol, dimetilakrilat ve seliiloz tipi recineler kullanilabilir [60, 61, 62, 63].
Ekstrakt icinde onemli oranda lipid, klorofil veya istenmeyen polifenoller varsa bu
materyeller petrol eteri, etil eter veya etil asetat ile yikanarak giderilir. Analitik
amagclarla antosiyaninlerin saflastirlmalarinda ¢ogunlukla kagit ve ince tabaka
kromatografisi yontemleri kullanilirdi [56]. Ancak daha hizli ve etkili bir ayrisim i¢in bu
yontemlerin yerini yakin zamanda ters faz HPLC yontemi almistir. Bu teknik herhangi
bir bozunmaya sebep olmadigi icin elde edilen pikler kolaylikla diger analizler igin

saklanabilmektedir [64].

HPLC'de analizi interfere edecek diger unsurlari elimine etmek icin bir saflastirma
basamagina ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu amacla tek kullanimli Cig Sep-Pak (Waters, Vac
1cc-100 mg) kati faz ekstraksiyon (SPE) kartuslari kullaniimistir. Saflastirma islemi 5

temel basamaktan olusmaktadir.
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Burada birinci basamak uygun Sep-Pak kartusun segimi olmakla beraber ters faz kati
faz ekstraksiyonu yapilacagindan nonpolar sorbent ile doldurulmus Waters marka Cig
Vac-100 mg tek kullanimh kartuslar tercih edilmistir. Daha sonra ikinci basamakta
kartus sirasiyla 5 mL etil asetat, 5 mL MeOH (%0,01 HCI) ve 2 mL su (%0,01 HCI) ile
sartlandirilmistir. Ornegi yiiklemeye hazir hale gelen kartusa 1 mL ekstrakt yiiklenmis
ve 4. basamakta 2 mL su (%0,01 HCI) ile istenmeyen bilesikler (organik asitler ve
sekerler) uzaklastirilirken, antosiyaninler, polifenoller ve flavonoidler kartus lzerinde
tutulmustur. Arzu edilen bilesikler tutunmus halde iken kartus azot altinda 3 dakika
kurutulmus ve daha sonra son asamada 5 mL etil asetat ile polifenoller ve 2 mL MeOH
(%0,01 HCI) ile antosiyaninler ayri ayri kartustan alinmistir. Saflastirilan polifenol ve
antosiyanin ekstraktlari azot altinda kutulmus ve % 0,01 su (%0,01 HCL) ile
¢Ozlindurldlmistir. Bu ekstraktlar HPLC'ye enjekte edilmeden 6nce 0,45 um (Millipore,

MA, A.B.D.) filtreden filtre edilmis ve analiz anina kadar -25°C’de depolanmistir.

2.6 Antosiyaninlerin Kalitatif ve Kantitatif Analizleri

2.6.1 Antosiyaninlerin Kalitatif Analizi

Gelismis kromatografik ve spektroskopik yontemlerle antosiyaninlerin hizli ve dogru bir
sekilde tanimlanmalari mimkiindir. Bununla birlikte, kromatografik ve spektroskopik
yontemler kesin tanimlama icin tek baslarina yeterli degildirler. Yapisal karakterizasyon
icin genellikle aglikonlarin, seker kisimlarinin ve agil gruplarinin tanimlanmasi ile seker
ve acil gruplarinin baglanma pozisyonlarinin bilinmesi gerekir. Glinliimizde bu amagla
infra-red (IR) [66], Raman Rezonansi, Ultraviolet/Visible (UV/VIS) [67], Nikleer
Manyetik Rezonans (NMR) [68] ve Kitle Spektrometresi (MS) [69] gibi farkli
spektroskopik yontemlerin kombinasyonlari kullaniilmaktadir. Kullanilabilir az miktarda
materyal mevcut ise antosiyanin yapilarinin aydinlanmasi icin MS teknikleri tercih
edilebilir. Antosiyaninlerin yapisal 6zelliklerinin tanimlanmasinda hidroliz teknikleri
halen 6nemini korumaktadir. Bu yontem, HPLC ve gaz-sivi kromatografisi (GLC) ile

birlikte kullanildiginda ¢abuk ve kesin sonug verebilmektedir [70].

Antosiyanin ve aglikonlarin tanimlanmasinda daha genis bilgi edinmek icin sulu

¢Ozeltide veya kagit da tilretiriz. Renk turuncudan kirmiziya ve maviden kirmiziya
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donerken yapl ise pelargonidin, siyanidin, peonidin, malvidin, petunidin ve delfinidine
dogru sekillenir. Ayrica UV stk altinda C-5 pozisyonundan sibstitue olmus
antosiyaninler floresans oOzellik gosterirler [71]. Asidik c¢ozeltide antosiyaninler ve
aglikonlari iki karakteristik maksimum absorbsiyon sergilerler, 450-550 nm arasinda
gorinir bolgede blyik bir pik ve 275 nm’de UV bdlgede kigik bir pik verirler. En
bilinen antosiyanidinlerin ve pek ¢ok antosiyaninin, %0,1’lik HCl-metanol’deki spektral
karakteristikleri Harbone tarafindan yayinlanmistir, bunlar diger yontemlerle birlikte

kullanilarak taninmaya yardimci olurlar [67].

2.6.2 Antosiyaninlerin Kantitatif Analizleri

Antosiyaninlerin kantitatif analizleri asagida belirtildigi gibi yapilmaktadir:

1.Toplam antosiyanin konsantrasyonunun, ¢cok az miktarda girisim yapan madde iceren
ya da girisim yapan bu maddeleri hig icermeyen sistemlerde tanimlanmasi.

2. Toplam antosiyanin konsantrasyonunun girisim yapan maddeler iceren sistemlerde
tanimlanmasi.

3. Tekil pigmentlerin kantitatif tayini.

2.7 Antosiyaninlerle ilgili Literatiir Ozetleri

2.7.1 Antosiyaninlerin Tayini ile ilgili Literatiir Ozetleri

Taze bitki ekstraktlarinda ya da meyve sularinda genellikle, antosiyaninlerin maksimum
absorbsiyon yaptiklari boélgede ‘465-550 nm’ girisim yapan bilesikler az miktarda
bulunur. Toplam antosiyanin konsantrasyonu, asitlendirilmis alkolle seyreltilen 6rnegin
uygun dalga boyunda absorbansinin 6l¢ctilmesiyle ifade edilebilir. Adams; absorbans
Olclimlerinin en yliksek diizeyde renk olusumunu saglayacak, mimkin olan en duslik
pH’ta yapilmasini dnermistir. Toplam antosyanin miktarinin karsilastirmali dlglimleri,
pH 1’de 6rnek agirhkli olarak 3-glikozitler icerirken, pH 1’in altindaki degerlerde agirlikli

olarak 3,5-diglikozit varliginda yapilabilecegini 6nermistir [36].

Karisik antosiyanin iceren orneklerde, disik pH degerindeki absorbans olcimleri
toplam antosiyanin konsantrasyonu ile orantilidir. Karisim icindeki antosiyaninlerin her

birinin konsantrasyonu, ornekteki her bir pigmentin oraninin énceden bilinmesi ile

30



hesaplanabilir. Mutlak konsantrasyonlarin,  absorptivitelerin agirlikh ortalamasi
kullanilarak ve belli dalga boylarindaki absorbans olgiimlerinin agirlikli ortalamalari
kullanilarak hesaplanabilecegini 6ne sirmuslerdir [72]. Daha dogru hesaplamalar,
icerisinde tek bir pigment iceren 6rneklerden elde edilir. Cok sayida antosiyaninin
molar ekstinksiyon katsayilari ‘absorptiviteleri’ yayinlanmistir [56]. Tanimlama igin
molar absorptivitelerden yararlanilacaksa, absorbans 6l¢imlerinde ayni solventle ve
ayni pH’ta calismak gerekmektedir. Saflastirilmamis pigment ekstraktlari, distk pH’ta
antosiyaninlerin maksimum absorpsiyon vyaptiklari bdlgede absorpsiyon yapan
bilesikler icerebilirler. Girisim yapan maddeler iceren bdyle orneklerde toplam
antosiyanin konsantrasyonunu tanimlamak igin diferansiyel veya subtraktif ‘cikarma’

absorbsiyon yontemleri kullanilacagi 6ne strtlmustir [73].

Substraktif  ‘cikarma’ yonteminde, 0©rnegin gorlnir bdlgedeki maksimum
absorpsiyonuna gereksinim duyulur. Daha sonra agartma vyapilarak sahit okuma
gerceklestirilir. Bu degerden antosiyanin absorbansi cikarilarak antosiyanin miktarina
orantili bir absorbans degeri elde edilir. Bu absorbans degeri, standart pigmentler
kullanilarak hazirlanmig kalibrasyon egrisi kullanilarak antosiyanin konsantrasyonuna
cevrilebilir. En ¢ok kullanilan agartici ajanlar sodyum siilfit ve hidrojen peroksittir.
Substraktif yontemde kullanilan agartici ajanlar, bazi girisim yapan maddelerin
absorbanslarini  dlsurebilirler ve toplam pigment konsantrasyonunun yanhs
hesaplanmasina neden olabilirler. Bu nedenle substraktif yéntem pek ¢ok bilim adami

tarafindan elestirilmektedir [56, 73].

Diferansiyel yontem, antosiyanin kromoforlarinin yapisal degerlerinin pH’in fonksiyonu
olarak tanimlanmasi esasina dayanir. Yontem ayrica, girisim yapan kahverengi
‘bozunma’ Urlinlerinin spektral davranislarinin incelenmesine dayanir [74]. Bozunma
drdnleri genellikle pH’taki degisimden etkilenmez. Ayni dalga boyunda, iki pH
degerinde olc¢lilen absorbanslar arasindaki fark, antosiyanin konsantrasyonuna esit
kabul edilir. Aradaki farkin alinmasi, girisim yapan maddelerden kaynaklanan
absorbansin ihmal edilmesi anlamina gelir. pH 1 ve pH 4,5 diferansiyel yontemde en
cok tercih edilen pH’lardir. Dikkat edilmesi gereken bir nokta ise, pH’In ayarlanmasi
sirasinda farkli antosiyanin tirleri arasinda denge olusmasi icin yeterli zamanin
olmayisinin yanlis sonuglar dogurabilmesidir [75].
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Her bir antosiyaninin kantitatif analizi, bunlarin 6ncelikle karisimdan ayrilmalari veya
saflastirilmalari ile mimkin olur. Bu amagla genellikle kagit veya ince tabaka
kromatografisi yontemlerine basvurulur. Pek ¢ok antosiyaninin molar absorptiviteleri
miktar tayininde kullanilmaktadir. Antosiyaninler icin en kesin kantitatif analiz

yonteminin ters faz HPLC oldugu 6ne slrilmustir [67].

Kirmizi sarapta yapilan bir ¢alismada antosiyanin miktar tayininde HPLC metodu ile
spektrofotometrik yontem karsilastiriimistir. HPLC metodu yalnizca serbest antosiyanin
miktarini 6lgmektedir, ancak spektrofotometrik yontem pH etkilerine ve bisilfitin
meydana getirdigi beyazlasmaya karsi duyarlidir. Buna bagh olarak HPLC yontemi ile
bulunan sonuclarin spektrofotometrik yontemle bulunan sonucglara gore her zaman
daha dusuk oldugu gorilmustir. Bir polyclar AT kolonundan gegirilen sarap 6rneginin
icerdigi antosiyaninler tek tek ayrilmis, kantitatif analiz sonuclar spektrofotometrik
yontemle karsilastiriimistir. Bu sonuglara gore, iki yontem arasinda anlamli bir farklihk

gozlenmemistir [76].

Kirmizi lahana, sumak, bogurtlen, visne ve izim Uzerinde yapilan bir ¢calismada ise
antosiyanin tayini icin tlrev spektroskopisi yontemi (pik-pik metodu) kullaniimistir.
Numunelerin absorpsiyon ve 1. tirev absorpsiyon spektrumlariyla galisiimigtir.
Ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak ise % 5’lik perklorik asit ¢ozeltisinin en uygun oldugu
saptanmistir. 1. tlirev spektrumlarinda 490.5 nm de bir maksimum, 550.2 nm de ise
1

minimum noktalari kantitatif analizde kullanilmistir. Olgii egrisi ise 100-500 pg.mL

araliginda hazirlanmistir [77].

Kirmizi turp Gzerinde yapilan bir calismada ise fark tiirev spektroskopisi yontemi ile pH
1 ve pH 4,5 tampon c¢ozeltileri kullanilarak total antosiyanin tayini yapiimistir. pH 1 ve
pH 4,5 da antosiyaninler farkli yapilardadir ve buna bagli olarak da absorbans
spektrumlari da farkhdir. Calismada pH 1 de antosiyanin renkli flavonyum yapisinda
iken, pH 4,5 da ise renksiz hemiketal yapidadir. Bu iki yapi fark tlrev yontemi ile

Olclilmiis, maximum dalga boyu 510 nm olarak bulunmustur [78].
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Sekil 2.8 Antosiyaninlerin pH 1,0 ve pH 4,5 tampon sistemlerinde absorpsiyon
spektrumlar

Baska bir arastirmada ise fark tlirev spektroskopisi ile HPLC yontemi karsilastiriimistir.
Antosiyanin iceren c¢esitli gidalara pH 1 ve pH 4,5 tamponu kullanilarak fark tiirev
spektroskopisi yontemi uygulanmistir. Ayrica ayni gidalara HPLC yontemi de
uygulanarak bu iki yontemin tutarliliklari incelenmistir. HPLC yonteminde 2 farkh kolon
ve mobil faz kullanilmistir. Arastirma sonucunda ise bu iki yontemin sonuglarinin

tutarhlik gosterdigi tespit edilmistir [79].

Yaban mersininin yapisinda bir¢ok antosiyanin ¢esidi bulunmaktadir ve bu sebeple
arastirmalar igin oldukg¢a uygun bir meyvedir. HPLC ydontemi yaban mersinindeki

antosiyaninlerin tayininde cok kullanilan bir tayin yontemidir [80].

Bir diger HPLC ile antosiyanin tayininde, asit hidroliz HPLC yontemi gelistirilerek yaban
mersininde antosiyanin analizi icin uygulanmistir. Bu yontemle yaban mersinindeki 11
antosiyanin gesidi tespit edilmistir. Yontem, bitkilerde antosiyanin c¢esidinin tespitinde
ve antosiyaninlerin kantitatif analizinde tutarlilik géstermistir. Asit hidroliz yontemi,
yaban mersinindeki antosiyanin profillerini basitlestirerek olgcimde kolaylik saglar.
Antosiyanin profillerini 5 ana antosiyanin gesidi olan delphinidin, cyanidin, petunidin,
peonidin ve malvidin’e doénistirir. Bu antosiyanin ¢esitlerinin daha diizgiin ayrilarak,

dis standartlarla kantitatif olarak olclilebilecegi saptanmistir [81].

Baska bir calismada ise antosiyanin tayininde, analiz siiresini kisaltmak amaclanmistir

ve bunun icin bir yontem gelistirilmistir. Antosiyanin acisindan ¢ok zengin olan yaban

mersinindeki antosiyaninlerin tayini icin duyarli, hizli ve etkin bir ydontem gelistirilmistir

ve bu yontem diger calismalarda da tutarhlik gostermistir. Gelistirilen UHPLC
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yonteminde yaban mersinindeki 15 antosiyanin g¢esidi 30 dakikanin altinda bir sirede

tayin edilebilecegi saptanmistir [80].

Analiz slresini kisaltmak igin yapilan baska bir galismada ise antosiyanin iceren
numuneler basit bir seyreltme isleminden sonra HPLC yéntemi kullanilarak bir Cqg
kolonundan gegirilmis ve 5 ana antosiyanin grubuna ayrilmigtir ve 540 nm de 6l¢im

yapilmistir. 8 dakikadan daha kisa bir slre igerisinde analiz tamamlanmistir [80].

Mor misir koganinda antosiyanin tayini icin yapilan bir diger ¢alisma ise yuksek
sicaklikta gerceklestirilmistir. Artan sicaklikla (85°C’ de) birlikte antosiyanin veriminin
de arttig1 gortlmiustir. Ancak misir koganindaki nisasta nedeniyle analiz sirasinda
filtrasyon isleminde gliglik yasanmistir. Kolon olarak ise Cig kullaniimistir. HPLC ile
analiz sirasinda gradient ellisyon teknigi kullanilarak ayirma islemi verimi artirilmistir. 1.
mobil faz (%100 su), 2. mobil faz (%60 metanol ve %40 su) olarak kullanilmistir. UV-VIS

dedektor ile 520 nm de okuma yapilmistir [82].

Kiraz antosiyaninleri igin insan saghgina faydali cevre dostu ekstraksiyon ve saflastirma
metodu Uzerine ¢alisan Claire Elfakir ve ark. (2012), bazi yesil kimya ilkelerini takiben,
¢Ozlicl kullanimini azaltarak, givenli ¢c6zlicl ve reaktifleri kullanilarak ve atik iretimi ve
enerji tiketiminin midmkin oldugunca sinirh kaldigini belirtmislerdir. Bu amagla
¢Ozliclisliz bir mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Cozlcl etkisi
olmadan 1000 W giiciinde her 45 saniyede bir 4 1sinlama donglisi ile antosiyaninler
ekstrakte edilmistir. Daha sonra, antosiyaninler su/etanol/formik asit iceren mobil faz
yardimiyla izokratik sivi kromatografisi kullanilarak saflastiriimistir. Geri kazanim, 200

mg ham kiraz ekstresinde 1,0% 0,3 mg siyanidin-3-0-glikozit olarak bulunmustur [83].

A.LS. Dias ve ark. (2012), ornekler hazirlandiktan sonra Euterpe oleracea
meyvelerindeki baslica antosiyaninlerin miktar tayini ve hizli ekstraksiyon prosedirleri
icin ilk kez UHPLC-PDA metodunu gelistirmislerdir. Ayirma islemi, toplamda sadece 17
dakika ¢alisma suresi icinde, asetonitril ve % 5’lik formik asit kullanilan gradient
elisyon ile Cyg kolonu lizerinde gergeklestirilmistir. Calisilan konsantrasyon araligi, her

bilesik icin 1-48 g/mL olarak saptanmistir [84].

Cevdet Demir ve ark.(2013), vylzey vyanit yodntemini kullanarak bogirtlen

yapraklarindan antioksidan bilesenlerinin ultrasonik ekstraksiyonunun optimizasyonu
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Uzerine ¢alismislardir. Bu amagla, Box-Behnken tasarimini, toplam fenolik
bilesenlerinin ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu igin kullanmislardir. ABST
ve CUPRAC yontemleri icin ideal HCl konsantrasyonu 0,41 ve 0,45 M, metanol
konsantrasyonu 61 ve 64 % (v/v), ekstraksiyon sicakhgl 66 ve 68 °C ve ekstraksiyon
zamani 105 ve 117 dakika olarak tespit edilmistir. Deneysel degerler % 95 gliven
araliginda tahmin edilen degerler ile uyusmustur. Bu ylizden uygulanan tasariminin
bogirtlen yapraklarindan  fenolik  bilesenlerin  ultrasonik  ekstraksiyonunun
optimizasyonunda ylizey yanit yonteminin uygun oldugu sonucuna varilmistir. Sonug
olarak bogirtlen yapraklarinda bulunan fenolik bilesenlerin 6nemli 6l¢lide antioksidan
Ozellik gosterdigi gortlmistir. Optimum kosullarda ekstraksiyondan sonra bogtrtlen
yapraklarindaki ellayik asit, kafeik asit, klorojenik asit, quersetin, myrisetin, kaemferol
ve kaemferol 3—d-glikoprinozit gibi yedi fenolik bilesen HPLC-DAD yardimiyla tayin
edilmistir [85].

Rong Tsao ve ark. (2007), Gzlimlerdeki antosiyaninlerin analizini kolaylastirmak igin
iyon degisimi ve ters faz ayirma mekanizmalarini bir arada kullanarak yeni bir HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik performans, antosiyanidin diglikozitlerinin ve
acillenmis bilesenlerinin analizleri, bilinen Cig ters faz yontemleri ile karsilastiriimis ve
gelistirilen yontemin o6nemli oOlglide avantaj sagladigi gorilmustir. Gelistirilmis
kromatografik ¢ozindirlik ile 37 antosiyanin tliriniin neredeyse tamaminin ayriminin
sagladigi ve Concord Uzlmleri derilerinin ilk kez ekstraksiyonu igin delfinidin 3-O-d-

glikozitin saptandigi belirtilmistir [86].

M.K. Rotich ve ark. (2012), siyah ve yesil cay orneklerinde, antosiyaninlerin
karakterizasyonu ve miktar tayini lizerine galismislardir. Antosiyaninler, asitlendirilmis
metanol / HCI ( 99:1 v/v) kullanilarak yeni yetistirilen mor yaprakl Kenyan cayi
cesitlerinden ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen antosiyaninler Cigs kati faz
ekstraksiyon kartuslariyla saflastiriimis ve HPLC-UV-gorinir bolge spektroskopisi ile
karakterize edilmistir. Antosiyaninler, HPLC alikonma zamanlari, ellisyon sirasi ve 6zgiin
standartlarin kullanimi ile karsilastirilarak tanimlanmistir. Total monomerik antosiyanin
miktari pH diferansiyel yontemi kullanilarak tespit edilmistir. pH 6,0’da yesil caylarin
antosiyanin bilesenlerinin verimi siyah caylara gore onemli ol¢lide yiksek ¢cikmistir. Bu,
siyah cayin Uretimi ve oto-fermantasyon islemi sirasinda olusan polifenol oksidaz
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drdnleri nedeniyle antosiyaninlerin bozulmasinin bir sonucudur. Hem siyah hem de
yesil caylarda en sik kullanilan antosiyaninler (delphinidin, siyanidin, pelargonidin,
peonidin ve malvidin) mor vyaprakh renkli ¢ay ozlerinden saflagtiriimis ve
tanimlanmistir. Her iki ¢ay Urinlinde de malvidin en baskin antosiyanin olarak
saptanmistir.  Yapilan ¢alismada buna ek olarak iki antosiyanin (siyanidin-3-O-

galaktozid ve siyanidin-3-O-glukozid) de tanimlanmistir [87].

Celestino Santos-Buelga ve ark. (2007), bes farkli gilek ¢esidinde antosiyanin bilesimini
analiz etmislerdir. Aglikon olarak bulunan cogu pelargonidin iceren ve ayrica bazi
siyanidin tdrevleri bulunan 25 adet bilinen antosiyanin pigmentini tespit etmislerdir.
Bazi antosiyaninlerin alifatik asitler ile acilleme gosterdigi saptanmistir. Glukoz ve
rutinoz sekerlerinin yani sira arabinoz ve ramnoz sekerlerine de rastlanmistir. 5
karboksipyranopelargonidin-3-glikozit ve 4 bagh antosiyanin pigmentlerini ve flavanol

kalintilarini iceren antosiyanin tiirevi pigmentlerin tayini yapiimistir. [88].

Ronald E. Wrolstad ve ark. (1999), yaptiklari calismada; spektral 6zellikler izerine
glikozillenme ve acillenmenin etkilerini, saf acillenmis ve acillenmemis pelargonidin
tlrevlerinin molar absorptivite ve renk o6zelliklerini karsilastirmislardir. Pigmentler;
cilek, turp, kirmizi etli patetes ve kismen hidroliz edilen turptan elde edilen pigmentler
HPLC kullanilarak izole edilmistir. Saf pigmentlerin spektral ve renk o6zellikleri
Olclilmustiir. Molar absorptivite degerleri, pumarik asit ile acillenmis pelargonidin-3-
glukosit (pg-3-glu) ve pg-3-rutinosit-5-glukosit icin 15600’den 39590’a kadar nispeten
degistigi belirtilmistir. Sinnamik asit acillenmesinin, batokromik kayma nedeniyle
spektral ve renk ozellikleri Uzerine 6nemli etkisi oldugu gorilmustiir. Ayrica
glikozitlenmenin olusumunda, hipsokromik kayma ile seker yer degistirmesi dnemli bir
rol oynamistir. pg-3,5-diglu ve pg-3,5-triglu pH 1,0’de sari katinin sari-turuncu bélgeye
karsihk gelen diger pg tlirevlerinden daha iyi renk tonu agisina sahip oldugu

gorilmustir [89].

Roma Tauler ve ark. (2011), yaptiklari calismada Hibiscus acetosella ciceginden
ekstrakste edilen O6nemli antosiyanin pigmentlerini Uv-vis spektroskopisi ve c¢ok
degiskenli kalibrasyon-en kiiglik kareler yontemiyle incelemislerdir. Saf spektrumlari,

farkl pH degerlerinde mevcut tiirlerin kinetiginin antosiyanin donistiimleri ve bozunma
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drdnlerinin donisimi elde edilmis ve bu degerler UV 1simaya maruz birakilmadan
bulunmustur. UV 1simanin yoklugunda, yedi farkh tiir tespit edilmis ve UV isimaya
maruz kalma sonucu bu sayinin dokuza kadar yikseltilebilecegi saptanmistir. Pigment
ornekleri UV 1simaya maruz kaldiginda daha hizli bozunmanin meydana geldigi yerde
iki yeni tlrin bulundugu saptanmistir. Farklh pH degerlerinde elde edilen kinetik

profiller, bir reaksiyon mekanizmasi ve yolunun 6nerilebilecegini gostermistir [90].

Ronald E. Wrolstad ve ark. (2008), pH diferansiyel ve HPLC ydntemlerinin,
arastirmacilar ve gida endustrisi tarafindan, orneklerdeki antosiyaninlerin miktar
tayininde birarada kullanilmasi nedeniyle yaptiklari ¢alismada; bu iki analitik yontem
arasinda iliski kurmuslardir. Bu galismada, farkli yedi meyve suyu Orneginin icerdigi
antosiyaninleri, pH diferansiyel ve HPLC (iki farkli kolon ve mobil faz sartlari) analizleri
ile belirlemislerdir. Kullanilan ydnteme ragmen, antosiyanin miktari toplam
antosiyanin olarak ifade edildiginde genel olarak, malvidin-glikozit degerinin siyanidin-
glikozit degerinden daha bliyik oldugu gorilmistir. Bu calismada 6rneklerde bulunan
antosiyaninlerin miktar tayininde pH diferansiyel ve HPLC ydntemlerinin her ikisinin
sonuglari arasindaki farkin anlamsiz oldugu gozlenmistir. pH diferansiyel yontemin,
HPLC kapasitesi bulunmayan laboratuvarlarda toplam antosiyanin miktarini belirlemek

icin ekonomik ve basit bir yontem oldugu belirtilmistir [91].

Tian Tang ve ark. (2010), vyaptiklari calismada Portulaca oleracea L. icindeki
flavonoidlerin farkl ekstraksiyon teknolojilerinde karsilastirmali ¢alismayla Uv-Vis
spektrofotometri ile analizleri Uzerinde durmuslardir. L. Portulaca oleracea’den
flavonoidlerin ekstraksiyonu icin bes ekstraksiyon teknoljisi (mikrodalga destekli
ekstraksiyon, ultrasonik ekstraksiyon, refluks ekstraksiyonu, sokslet ekstraksiyonu ve
marine ekstraksiyonlar1) arastirilmis ve karsilastirilmistir. Sonuglar, L. Portulaca
oleracea’den flavonoidlerin ekstraksiyonu igin mikrodalga destekli ekstraksiyonun, kisa
ekstraksiyon zamani ve ylksek ekstraksiyon etkisi nedeniyle en kullanish yéntem
oldugunu gostermistir. Bulunan optimum ekstraksiyon sartlari, etanol konsantrasyonu
%70 (v/v) ve kati-sivi orani 1:50, ekstraksiyon sicakligi 50 °C ve 1sinlama siiresi 9 dakika
olarak saptanmistir. Miktar tayini, NaNO,-Al (NOz);-NaOH’nin kromojenik sistemi ile
Uv-Vis spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Optimum kosullar altinda, analit icin
kalibrasyon egrisi 0,9999’dan daha yiksek korelasyon katsayisi olarak bulunmustur.
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Ortalama geri kazanim %102,6 ve RSD % 1,13’tir (n:5). P. oleracea L.'nin sekiz turi
incelenmistir. Flavonoidlerin toplam igerigi sirasiyla 7.16, 7.10, 9.38, 6.82, 6.78, 11.36,
5.12, ve 1.76 mg /g olarak bulunmustur [92].

Luigi Mondello ve ark. (2000) yaptiklari ¢alismada; kirmizi portakal meyve sularindaki
antosiyaninlerin miktar tayini igin HPLC/UV-Vis metodunu gelistirmislerdir. Farkh
agaclarin meyvelerinden elde edilen 6rnekler, 1998 (iretim sezonu boyunca her 15
ginde bir analiz edilmistir. Mevsimsel degisiklikler de ¢alismada degerlendirilmistir.
Siyanidin 3-glikozit c¢o6zeltisi icin elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak, HPLC
sonuclar spektrofotometrik dlglimlerle karsilastirilmistir. iki yontem ile elde edilen
sonuclar uyum gostermis, ancak elde edilen sonuglar literatirden ¢ok farkh ¢ikmistir

[93].

Lin Peng ve ark. (2010), yaptiklari calismada; Artemisia selengensis Turcz'daki Rutin’in
ultrasonik destekli ve bilinen ektraksiyon teknikleri ile ekstraksiyonu (zerinde
durmuglardir. Artemisia selengensis Turcz’daki Rutin’in daha hizli ektraksiyonu ve tayini
icin ultrasonik ekstraksiyonu takiben HPLC yontemi kullaniimistir. Cozlcl olarak 90:10
(v/v) metanol/etonol kullaniimis, kati —sivi orani 30:1 ve 40 dakikalik ektraksiyon
zamani olan standart ekstraksiyon kosullari saptanmistir. Ultrasonik ekstraksiyonun
Ustlnligunid gostermek amaciyla mikrodalga destekli  ekstraksiyon, refluks
ekstraksiyon ve marine (c¢oziiclide bekletmek) ektraksiyonunu yontemleri de
incelenmistir. Sonuglar; ultrasonik ekstraksiyonun Artemisia selengensis Turcz'da
bulunan Rutin’in ektraksiyonunda, yliksek ekstraksiyon verimleri nedeniyle en kullanisl
yontem oldugunu gostermistir. Rutinin analizi i¢in ultraviyole dedektor ile ters faz HPLC
kullanilmistir. Optmum kosullar altinda, analit igin kalibrasyon egrisi 0,34-20,7 ug mL™
araliginda bulunmustur. Rutinin ortalama verimi %100,77 ve bagil standart sapmasi
%0,37 olarak bulunmustur. Farkh habitatlardaki Artemisia selengensis Turcz’'un (¢
cesidi incelenmis ve Rutin’in toplam igerigi sirasiyla 9, 90,6, 23,5, 56 mg g'1 olarak

saptanmistir [94].

Cigdem Uysal Pala ve Aysegiil Kirca Toklucu (2011) yaptiklari calismada; nar suyunun
antosiyanin bilesenleri ve diger kalite parametreleri lizerinde UV-C isiginin etkilerini

incelemislerdir. Nar suyu, UV-C radyasyonuna maruz birakilmis ve bu meyve suyundaki
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antosiyaninlerin polimerik rengi, antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik bilesenleri
tayin edilmistir. Sonugclar isiyla muamele edilen ve edilmeyen meyve suyu ornekleriyle
karsilastirilmistir. UV-C i1simaya maruz birakilan nar suyunun 6nemli kalite 6zellikleri 1sil
isleme gore daha iyi korunmustur. UV-C 1sini muamelesi sonrasi, nar suyunun toplam
monomerik antosiyanin igeriginin énemli 6lglide degismedigi ve pigmentlerde tek tek
bulunan antosiyaninlerde % 8,1 ile % 16 arasinda bir azalma oldugu saptanmistir.
Ancak nar suyunun antosiyanin igerigi, 1sil islemden 6nemli Olgliide etkilendigi ve
pigmentlerde tek tek bulunan antosiyaninlerin % 15 ile % 28 ‘inin bu sliregten sonra
kaybedildigi saptanmistir. Ayrica, i1siyla muamele edilen nar suyunun polimerik rengi
onemli dlcide degisirken UV-C i1sini ile muamele edilen nar suyu 6rneklerinde, rengin
cok fazla degismedigi saptanmistir. Nar suyunun isil islem ve UV-C isini ile muamele

edildikten sonraki antioksidan kapasitesinde 6nemli bir degisiklik g6zlenmemistir [95].

Luigia Longo ve ark. (2007) yaptiklari ¢alismada; (¢ yabani ¢al tiri olan ve genellikle
Akdeniz bolgesinde yetisen Pistacia lentiscus L., Phillyrea latifolia L. ve Rubia peregrina
L ‘nin meyvelerindeki antosiyanin bilesimini ilk kez tespit etmislerdir. Pigmentler,
meyvelerden 0,1 N HCl-metanol c¢oOzeltisi ile ekstrakte edilmis, C-1g kati faz kartusu
kullanilarak saflastirilmig, HPLC-diyot dizisi ve kitle spektroskopisi vasitasiyla
karakterize edilmistir. P. Lentiscus meyvelerinin baslica antosiyanini, siyanidin 3-O-
glikozit olarak tespit edilmistir. Delphinidin 3-O-glukozit ve siyanidin 3-O-arabinosit de
kiicik bir miktarda bulunmustur. P. latifolia and R. Peregrina meyvelerinin
ekstrelerinde de baslica antosiyaninin, siyanidin 3-O-rutinozit oldugu bulunmustur.
Ayrica, siyanidin 3-O-glikozitin distuk miktarlari da saptanmistir. Akdeniz boélgesinde
yetisen bu bitkilerin bollugu ve cekici rengi nedeniyle; bu bitkilerin, yeni dogal pigment

kaynagi ve antioksidan ajani olabilecegi vurgulanmistir [96].

Leonardo Rescio ve ark. (2005), yaptiklari calismada; Akdeniz bélgesinin tipik yillik
yabani ¢alisi olan Rhamnus alaternus L'nin meyvelerindeki antosiyanin bilesimini ilk kez
belirlemislerdir. Meyvelerdeki pigmentler metanol-0,1 N HCI ile ekstrakte edilmis ve
saflastirma icin C-1g kati faz kartus kullanilmistir. HPLC-DAD-MS analizleri, delpinidin 3-
O-rutinozit’in toplam pigment igeriginin, yaklasik %62,4’Unl  temsil ettigini
gostermistir. Diger antosiyaninler siyanidin (8.4%), petunidin (15.8%), pelargonidin
(4.7%), peonidin ve malvidin 3-O-rutinozit (8.7%) tlrevleridir. En yaygin 6
39



antosiyanidinin bir aradaki varligi, R. Alaternus meyvelerinin iyi bir pigment kaynagi

olabilecegini gostermistir [97].

Giuseppe Vasapollo ve Luigia Longo (2006) ‘nin yaptiklari calismada; Akdeniz bdlgesinin
tipik slirlinen ¢ali tlrli Smilax aspera L.’nin tanelerinde bulunan antosiyaninler, ilk kez
ektrakte edilmis ve tanimlanmistir. Pigmentler, gilegin ylizeyinden metanol ¢ozeltisinde
% 0,1 ‘lik HCl ile ekstrakte edilmistir. C-15 kati faz kartus kullanilarak saflastiriimis ve
HPLC-DAD-MS analizi ile karakterize edilmistir. Spektral analizden 6nce ve sonra; asit
ve alkali hidrolizi sonucunda, Smilax aspera gileklerinin ylzeylerindeki toplam
antosiyanin bilesiminin yaklasik % 83’Unl pelargonidin 3- rutinozitin temsil ettigi
saptanmistir. Siyanidin 3-O-rutinozit’in duisiik miktari da bulunmustur. italya’nin
glneyindeki bitkinin c¢ekici rengi ve bollugu Smilax aspera cgileklerininin, dogal

pigmentlerin yeni kaynagi haline gelmesini saglamistir [98].

Lucie Hartmanova ve ark. (2010) yaptiklari calismada; saraptaki antosiyaninlerin,
desorpsiyon nano elektrospray iyonizasyon kitle spektroskopisi ile hizli bir sekilde
tanimlanabilmesi Gzerinde durmuslardir. Desorpsiyon elektrospray iyonizasyon kitle
spektroskopisinin, farkli alanlarda (6rnegin, ilaclarin analizi ve dokulardaki biyolojik
olarak aktif bilesenlerin aydinlatiimasi) uygulanabilir ve kullanish bir yontem oldugu
gorilmastir. Desorpsiyon elektrospray olarak adlandirilan (nano-DESI) yodntem,
antosiyaninlerin analizi icin test edilmistir. Ornekleri asitlendirme ve asidik sivi sprayi,
(metanol/ su 75:25, v/v ile % 0.2 HCOOH) belirgin spekturumlari elde etmek igin gerekli
olmustur. Sarap orneklerindeki baslica antosiyaninlerin profilleri, ¢ ¢esidinin
(Alibernet, Neronet ve Rubinet), iki mahsuliinde (2005 ve 2007) basarili sekilde elde
edilmistir. Elde edilen sonuglarin, LC/MS deneylerinin sonuglariyla uyumlu oldugu
gorilmustir. Nano-DESI-MS verileri de karisimlardaki iki tirin oranin tayinine ve

tenturier veya mirver 6zU ile sarabin boyanmasini belirlemeye izin vermistir [99].

Mahmure Ozgiir ve ark. (2008), yaptiklari calismada; tiirev spektrofotometrik ydntem
ile bazi meyve ve sebzelerdeki antosiyaninlerin tayini Uzerinde durmuslardir.
Antosiyaninler (E163) kirmizi lahana, bogirtlen, visne, Gzim ve sumak meyvelerinde
herhangi bir ayirma, saflastirma teknikleri ve reaktifleri kullanilmadan birinci

dereceden tiirev spektrofotometresi ile tayin edilmistir. Bu yontem ekstraktlarin birinci
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derece tirev spektrumunda iki tepe degeri arasindaki mesafenin 6l¢ciimiine dayanir.
Gelistirilen yontemde, en kullanisl ekstraksiyon ¢oziiclisi olarak perklorik asit (%5’lik
v/v) bulunmustur. Ekstraksiyon zamani taze meyve ve sebzelerde 10 dakika, kuru
olanlarda ise 20 dakika olarak belirlenmistir. 1. tirev spektrumunda, kirmizi lahana,
sumak meyvesi, béglrtlen, visne ve tGzimdeki antosiyaninlerin miktar tayini igin 490,5
ve 550,2 nm dalga boyundan yararlanilmistir. Kalibrasyon egrisi 100-500 ug mL™
konsantrasyon araliginda elde edilmistir. 1. tirev spektrumundan elde edilen
kalibrasyon denklemi ve regresyon katsayisi D;: 0,0543+0,926, r: 0,9999 olarak elde
edilmistir [77].

C.S. Pappas ve ark. (2011), yaptiklari calismada; daginik yansiticili FT-IR spektroskopisi
kullanilarak 3 tlriin hammaddelerinde kiraz antosiyaninlerinin miktar tayinini ve egri
ters evrisim yontemini agiklamiglardir. Kiraz antosiyaninlerinin bilesimi ve pik alani
arasinda dogrusal bir iliski, 1640-1630 cm™de yuksek korelasyon katsayisi ile
kurulmustur. Kullanilan egri ters evrisim yontemi analizlerinin, diger hicre duvari
bilesenlerinden spektral engellemelerin kaldirilmasina izin verdigi belirtilmistir.
Onerilen yéntem; bir referans Uv-Vis spektrofotometrik yéntem ile karsilastiriimis,
tekrarlanabilirlik ve dogruluk degerleri (F testi, T testi) esdeger bulunmustur. Onerilen
yontemin basit, hizli, analitik 6rnekler icin zararsiz ve her kiraz 6rnegi icin uygulanabilir

olabilecegi belirtilmistir [100].

Jin Hwan Lee ve ark. (2011), yaptiklari ¢calismada; yenilebilir Kore gilinin kirmizi
yapraklarindan elde edilen antosiyaninlerin antikanser, antioksidan ve antialerjik gibi
biyolojik aktivitelerini ve profillerini arastirmislardir. Bu tir, asidik-metanol ekstraktinin
50 pg/mL konsantrasyonunda gucli biyolojik aktivite gostermistir. Bu antosiyaninler;
ters faz Ci3 kolon kromatografisi, NMR spektroskopisi ve HPLC-DAD-ESI-MS analizleri
kullanilarak siyanidin-3,5-di-O-glikozit ve pelargonidin 3,5-di-O-glikozit olarak
karakterize edilmistir. Siyanidin 3,5-di-O-glikozit’in, toplam bilesimin % 85’ini temsil

ettigi bulunmustur. Antialerjik aktivitelerinin orta dizeyde oldugu saptanmistir [101].

S. Oanceaa ve ark. (2012), yaptiklari calismada; gida uygulamalari cercevesinden
bakildiginda Vaccinium’un bioaktif antosiyanin bilesimi ve ekstraksiyon kosullarinin

etkisi tzerinde durmustur. Highbush yabanmersinlerinden, zenginlestirilmis ham bir

41



ekstrakt izole etmek igin bilinen ekstraksiyon islemleri uygulanmistir. Stirekli olmayan
bir islem ile antosiyaninlerin ekstraksiyonu igin su ve asitlendirilmis alkol ¢dzlculsu
kullanilmistir. Ekstraksiyon siiresinin 2 saat oldugu belirtilmis ve 4 °C, 30 °C, 50 °C ve 18
°C’'deki depolanmalari da test edilmistir. Monomerik antosiyaninlerin miktar tayini

spektrofotometrik diferansiyel yontem ile yapilmistir [102].

Diego T. Santos ve ark. (2011), yaptiklari ¢calismada; ¢ozlici olarak stperkritik CO;
kullanilarak kapstlleme ile Jabuticaba derilerinden antosiyanin ekstraktlarinin
karakterizasyonu lizerinde durmuslardir. Bu calismada slperkritik ¢ozlicli olarak CO, ve
yardimci ¢6zicu olarak etanol kullanilmis ve polietilen glikolde Jabuticaba derilerinden
elde edilen antosiyanin ekstraktinin kapsillenmesini degerlendirmislerdir. Bilinen bir

yontem ile iyonik jellesme karsilastiriimistir [103].

2.7.2 Antosiyaninlerin Stabilitesi ile ilgili Literatiir Ozetleri

Memnune Sengll ve ark. (2012)'nin, yogurda visne posasi eklenmesinin depolama
sirasinda; fizikokimyasal o©zellikleri, fenolik icerigi, sensor Ozellikleri ve antioksidan
aktivitesine etkisi hakkinda yaptigi ¢calismada; yogurt icine %0, %8, %12 ve %16 visne
posasi eklenmis ve 14 ginliik soguk depolama sonrasinda 6lciimler kontrol edilmistir.
Yogurt igindeki artan visne posasi konsantrasyonu ile pH ve serum ayrilmasinda artis
gozlemlenmis, fakat toplam kati madde, yag, protein, kil, titrasyon asitligi ve vizkozite

gibi diger parametrelerin degerlerinin azaldigi goriilmustiir [104].

Bekir Cemeroglu ve ark. (2007), kati madde icerigi, pH ve sicakligin; siyah havug
antosiyaninlerinin kararliigi Uzerine etkisi hakkinda yaptiklari ¢alismada; monomerik
antosiyanin bozulmasi 1.dereceden reaksiyon modeli olarak tasarlanmistir. Monomerik
antosiyaninlerin bozulmasinin, isitma sirasinda artan kati bilesen miktariyla dogru
orantili olarak arttigini, buna karsin depolama sirasinda azaldigini belirtmislerdir.
Antosiyaninlerin isil kararliliklari Gzerine, sitrat-fosfat tampon ¢ozeltisinde 6 degisik pH
araliginda calisiimis ve antosiyanin kararhligindaki dikkate deger azalmanin pH 5,0’in
Uzerindeki pH degerlerinde oldugu go6zlenmistir. Artan kati bilesenlerde, isitma

sirasinda depolamaya gore daha yiiksek aktivasyon enerijisi gézlenmistir. [105].
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Rodrigo N. Cavalcanti ve ark. (2011)'nin yaptiklari ¢calismada; antosiyaninlerin renk ve
kararlihklarinin; pH, sicakhk, 151k, kopigment varligi, kendi kendine birlesme ozelligi,
metalik iyonlar, enzimler, oksijen, askorbik asit ve seker iceren degisik faktorler ile

etkilendiklerini vurgulamislardir [106].

Dietmar R. Kammerer ve ark. (2012), cilekteki polifenol, askorbik asit ve renk
tutunmasi  Gzerine, farkli donma ve ¢06zilme yontemlerinin etkilerinin
degerlendirilmesine yonelik yaptiklari calismada; cilek numunesi sivi azot kullanilarak
mikrodalga firinda ¢ozilmis ve degisik sicakliklarda (sirasiyla +4, +20 ve +37 °C'de)
dondurulmustur. Damla kaybi belirlenmis ve renk olgiimleri CIE L a,b sistemi
uygulanarak gerceklestirilmistir. Askorbik asit, spektrofotometrik olarak izlenmis ve tek
tek bulunan antosiyaninler ve antosiyanin olmayan fenolik bilesenler HPLC-DAD-MS ile
analiz edilmistir. Antosiyanin ve askorbik asit tutulumunun, numune eridikten sonra
uygulanan farkli ¢6zme islemlerine bagh olarak meyve kalitesini 6nemli olglde
etkiledigi vurgulanmistir. Cilek, 20 °C’ de mikrodalga firinda ¢6ziindiginde
antosiyaninlerin en iyi sekilde tutuldugu gorilmustir. Maksimum askorbik asit
tutulmasi, cilegin mikrodalga firinda (10 dakika) ¢6zlindigiinde gozlenmistir. 4 °C'de
(24 saat) olagan ¢ozme isleminin belirgin pigment ve askorbik asit kaybina neden
oldugu gorilmustir. Elde edilen sonuglara gore uygun ¢ézme isleminin se¢iminin, ¢ilek
Urlnlerinindeki vitamin C ve renk tutulmalari icin anahtar parametre oldugu

kanitlanmistir [107].

Carlos Andres Galan-Vidal ve ark. (2009), yaptiklari ¢galismada antosiyaninlerin kimyasal
arastirmalarindaki, pH’in etkisi, yardimci pigmentasyon, metal-iyon komplekslesmesi
ve antosiyaninlerin kararliliklari Gzerindeki antioksidan aktivitesini vurgulayan son

gelismeleri 6zetlemislerdir. [108].

Virachnee Lohachoompol ve ark. (2004)'nin vyaptiklari c¢alismada; kurutma ve
dondurma sonrasinda yabanmersinindeki toplam antosiyaninlerin degisimi ve
antioksidan etkileri Gizerinde durulmustur. Taze 6rnekler 5 °C ‘de 2 hafta, donmus
ornekler ise; -20 °C ‘de 3 ay sireyle bekletilmistir. Burada kabin kurutmayi takiben
osmotik 6n uygulama ve sadece kabin kurutma olan iki kurutma uygulamasi

denenmistir. Taze yabanmersinlerinde bulunan toplam antosiyaninler siyanidin-3-

43



rutinozit yapisinda ve kuru madde halinde 7,2 + 0,5 mg/g olarak saptanmistir. Termal
islemi takiben osmotik islem uygulanmis ve termal islemin tek basina daha fazla
antosiyanin kaybina sebep oldugu goriilmustir. Buna karsilik 3 ay boyunca depolanan
dondurulmus orneklerde antosiyanin seviyesinde énemli bir azalma gortlmemistir.
Yabanmersinlerinden antosiyanin ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin olgimi ile
elde edilen sonuglar; taze, kurutulmus ve dondurulmus yabanmersinleri arasinda

onemli bir fark olmadigini géstermistir [109].

E. Margitanova ve ark. (2009), yabanmersinlerinde donma siiresi ile ilgili olarak
antosiyaninlerin bilesimi tzerine ¢alismislardir. Arastirmasi yapilan tirden elde edilen
orneklerden 21 tanesi secilmis ve -18 °C’de donma kutusunda, polietilen torbalarda
muhafaza edilmistir. Etanolik yabanmersini ekstraktlarinin toplam antosiyanin
bilesenleri 3 aylik periyotlar ile 6 ay boyunca spektrofotometrik yontem ile tayin
edilmistir. Toplam antosiyanin bilesenlerinin degisiklikleri, gozlemlenen ¢esitler
arasinda teyit edilmistir. 6 ay boyunca donma kutusunda depolanan yabanmersinin

toplam antosiyanin bilesiminin ortalama %16,7 azaldig| gézlenmistir [110].

Jinsong Bao ve ark. (2005)'nin yaptiklari calismada; dort farkl Cin Bayberry cesidinden
elde edilen ekstraktlardaki antosiyaninlerin ve flavanollerin radikal stpirici aktivite
testlerinin karakterizasyonu arastirilmistir. Biri baskin antosiyanin olmak Ulzere {i¢ ana
flavanol g¢esidi HPLC ile ayrilmis, siyanidin 3- O-glikozit ve 3 flavanolden ikisi (myrisetin
ve kuersetin-3-O-rutinosit) orijinal standartlar kullanilarak kromatografik yontemle
belirlenmistir. DPPH ve ABTS' katyon testleri sonucunda siyah tirlerdeki radikal
slplrlcu aktivite, pembe ve sari tirlere gore ¢cok daha yiksek bulunmustur ve bu
sonucun siyah tlrlerdeki toplam fenoliklerin, flavanollerin ve antosiyaninlerin
seviyelerinin ¢ok daha yliksek olmasindan kaynaklanabilecegini 6ne sirmuslerdir.
Pigmentin renk stabilitesinin pH’a bagimh oldugu ve pigment renginin disiik pH
degerlerinde (pH 1-1,5) daha kararli oldugu saptanmistir. pH degerinin 5’e kadar artisi
ile renk azalirken, renk acikhigl artmis; ancak daha yliksek pH degerleri, renk acikliginda

kiictk bir azalisa ve renk seviyesinde ise artisa neden olmustur [111].

Vasil Shikov ve ark. (2012)'nin yaptiklari ¢alismada; dokusu gelistirilmis konserve

cileklerinin antioksidan kapasiteleri ile gl yaprag! Urinlerinde, depolama sirasinda
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zenginlestirilmis polifenollerin ilavesine bagl olarak antioksidan aktiviteleri ve renk
kararhliklari Gzerinde durulmustur. Ayrica pigment tutma ve ylzey renk gelisimi
sirasltyla HPLC-DAD analizleri ve ClIELab o&lglimleri ile takip edilmistir. Gul yaprag
ekstresinin ilavesi konserve cileklerinin antioksidan kapasitesi i¢in onemli katki
saglamis ve depolamadan 12 hafta sonraki karsilastirma 6rneklerinden daha yiksek
degerlere sahip oldugu saptanmistir. Buna bagl olarak toplam renk farki degerleri
kontrol numunesine goére daha disik bulunmustur. Elde edilen sonuclar dokusu
gelistirilmis cilekler igin glil yapragi ekstraktlarinin ilavesi ile antioksidan kapasitesinin
gelisimini gostermis ve yeni fonksiyonel gida maddelerinin gelisimi igcin umut verici

olarak gortlmustir [112].

Puspita Sari ve ark.(2012)'nin yaptiklari ¢alismada; Jambolan antosiyaninlerinin rengi,
kararlihg ve radikal stiptrtici 6zelliklerini, icecek model sisteminde hem dogal hem de
kopigment formlari olarak arastirmiglardir. Jambolan dogal antosiyaninlerinde farkh
glikozasyon yapilari nedeniyle disik renk siddetleri gbézlenmistir. Sinapik asit, kafeik
asit, ferulik asit ve biberiye polifenolik ekstresi ile antosiyaninlerin molekdllerarasi
kopigmentasyonunun kirmiziya kaymasi ve hiperkromik etki gibi spektrofotometrik
paremetreler araciligiyla gozlenen renk yogunlugunun arttirilabilecegi belirtilmistir. Ek
olarak sinapik asit, kafeik asit ve biberiye polifenoliklerinin yani sira oda sicakliginda ve
sogutucuda depolama boyunca ve beyaz floresans isifa maruz kalma sonucunda
antosiyaninlerin renk kararliiginda artis gézlenmistir, buna karsin termal islemlerde bu
durum gozlenmemistir. Ayrica dogal ve kopigment antosiyaninleri ile icecek renginde
DPPH (2,2-difenil-1 picrylhydrazyl) radikal stpdirici aktivite ortaya c¢ikmistir. AEAC
(ascorbic acid equivalent antioxidant capacity) degerleri, kopigment antosiyanlerin
sUplricu aktivitelerinin dogal antosiyaninlere gére daha yliksek oldugunu gostermistir

[113].

Visne suyu ve konsantresinde antosiyaninlerin bozunmasini inceleyen Cemeroglu ve
ark. (1994), 50 — 80 °C’ lerde 8-48 saat isitma islemi uyguladiklari 6rneklerde,
antosiyanin bozunmasinin birinci derece reaksiyon kinetigine gore gerceklestigini

belirlemislerdir [114].
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Frenk Gzimu ile yapilan bir galismada ise antosiyaninler, 4 — 140 °C ’ler arasinda
degisen sicakliklara maruz birakilmis ve antosiyaninlerin 1sil bozunmasinin birinci
derece reaksiyon kinetigine gore gerceklestigi bulunmustur. Calismada 4 — 140 °C
arasinda; reaksiyon hiz sabiti(k)'nin sirasiyla; 0.16 (£0.01) x 10*ten 9.954 (+0.004)’

kadar arttig1 gérilmastir [115].

5-30 °C ve 60-90 °C’ler arasindaki farkl sicakliklarda isitilan boglrtlen suyu ve
konsantresi (izerine vyapilan bir calismada; bogirtlen suyu antosiyaninlerin
bozunmasinin birinci derece reaksiyon kinetigine gore gerceklestigi saptanmistir.
Bogurtlen suyu oOrneklerinde, aktivasyon enerjisi (Ea) degeri 58.95 kJ/mol iken
depolama stiresindeki bogirtlen suyu orneklerinde aktivasyon enerijisi (Ea ) degerinin

hizla 65.06 kJ/mol ‘e yiikseldigi saptanmistir [116].

Gida sisteminin yani sira gidanin depolama sicakligi da, antosiyaninlerin degradasyonu
Uzerine son derece etkili diger bir faktordur. lversen (1999), 20°C’de, karanlik veya isikli
ortamlarda depolanan frenk Gzimi sularinda antosiyanin bozunmasini birinci derece
reaksiyon kinetigiyle aciklamis ve hiz sabitlerini 1sikta ve karanlikta sirasiyla 4,2 ve 3,2 x

10 ~ giin™* olarak saptamistir [117].

Cilek suyu ve konsantresinin 25 °C’ de depolanmasi boyunca cilek antosiyaninlerinin
bozunmasini inceleyen Garzon ve Wrolstad (2002)’da, olayin birinci dereceden kinetige
uydugunu saptamislardir. Arastirmada, cilek konsantresinde antosiyaninlerin meyve
suyuna kiyasla cok daha hizli parcalandigli belirlenmistir. Nitekim antosiyaninlerin
bozunmasina iliskin t »; degeri cilek suyunda 8 glin, konsantrede ise 3,5 giin olarak

belirlenmistir [118].

Buna karsin, briks derecesi arttikca; visne (Asafi ve Cemeroglu 2000) ve kan portakal
antosiyaninlerinin (Kirca ve Cemeroglu 2003) depolanma stabilitesinin arttigi

saptanmistir [119, 120].

Yiiksek sicakliklarda depolanan érneklerde, kisa slirede ¢ok hizli bir antosiyanin kaybi
meydana gelirken, depolama sicakhig diistiikce antosiyaninlerin stabilitesi artmaktadir.
Nitekim kan portakali sularinin 15°, 25° ve 35°C’de depolanmasi boyunca, 10°C ’lik

sicaklik artisinin, antosiyaninin bozunma hizini 2 kat arttirdig1 saptanmistir [121].
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Withy ve ark. (1993) da, kirmizi ahududu suyu konsantrelerinde antosiyanin kaybinin
depolama sicakligina bagli oldugunu gostermislerdir. 20 °C ‘de 3 ay siireyle depolanan
konsantrelerin antosiyanin iceriginde % 80,4 kayip oldugu saptanirken, —20 °C ’'de

depolamada kayip orani yalnizca % 3,1 diizeyinde kalmistir [122].

Farkh sicakhklarda depolanan nar suyunda antosiyaninlerin bozunmasini inceleyen
Marti ve ark. (2001) ise, 25°C" de 2 aylik depolama sonunda nar suyundaki
antosiyaninlerin % 99’ unun parcalandigini, buna karsin 5 °C ‘de 5 aylik depolama

sonunda antosiyanin igeriginde % 80’ lik bir kayip oldugunu saptamislardir [123].

Genel olarak sicakhk distiikce antosiyaninlerin stabilitesi artmasina ragmen, yapilan
bazi arastirmalar sonucunda dondurma veya dondurarak depolama sirasinda da

antosiyanin kaybinin oldugu belirlenmistir.

Bing kirazlarinin -23°C’ de 3 aylik depolanmasi sonunda toplam antosiyanin igeriginin %
66’ sinin, 6 ay sonunda ise % 87’ sinin pargalandigl saptanmistir (Chaovanalikit ve
Wrolstad 2004). Diger yandan, ayni arastirmada —70 °C ‘de depolanan 6rneklerde, 6 ay
sonunda antosiyaninlerin sadece % 12’sinin pargalandigi belirlenmistir. Dondurarak
depolanan orneklerde gerceklesen antosiyanin kaybinin, meyvenin hem et hem de
kabuk kisminda aktif halde bulunan enzimlerle, 6zellikle polifenol oksidazlarla iliskili

oldugu aciklanmistir [124].

Diger taraftan; ortamin pH derecesinin, antosiyaninlerin bozunmasi lzerinde 6nemli
bir etkiye sahip oldugu ileri stirilmektedir. Antosiyaninler, pH’dan kaynaklanan renk
donidsimlerine ugramalari nedeniyle, genel olarak asitli gidalara (pH<3,0)
uygulanmaktadirlar. Ortam pH derecesinin antosiyaninlerin rengi (zerine etkisini
arastiran Fossen ve ark. (1998), mor patatesten (petanin) ve pirincten (siyanidin 3-O-3-
D-glikopiranozit) izole ettikleri antosiyaninlerin 13 farkl pH degerindeki (pH:1-9) renk
stabilitesini incelemisler ve pH degerindeki degisimin her iki antosiyaninin de renk
yogunlugunu etkiledigini belirlemislerdir. pH ’‘In 1’den 5’e vyikselmesi her iki
antosiyaninin renk yogunlugunda azalmaya neden olurken, 5’den 8,1’ e ylikselmesi ise
renk yogunlugunun tekrar artmasiyla sonuglanmis ve sasirtici sekilde, pH 8,1 degerinde

petanin icin maksimum renk yogunluguna ulasildigi saptanmistir. Piringten ekstrakte
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edilen antosiyaninler ise, beklenildigi gibi pH 1’de maksimum renk yogunluguna

ulasmistir [125].

Diger taraftan, pH 'in pelargonidin esasli, acillenmis farkli antosiyanin molekiillerinin
renk ozellikleri Uzerine etkisini belirlemek amaciyla, pH 1-7 arasinda degisen tampon
¢Ozeltilerine kirmizi turp ve kirmizi patates ekstraktlari eklenmis ve ekstraktlarin bu pH
araliklarinda sergiledikleri renk tonu (hue angle) ve Chroma degerleri belirlenmistir
(Giusti ve Wrolstad 2003). Buna gore pH 1-2 arasinda incelenen tiim ekstraktlarin
benzer renk tonu ve Chroma degerleri sergiledigi, buna karsin pH 3’ e yikseldiginde
renk tonu degerinin 40’dan 20’ye dlstigl saptanmistir. pH derecesinin daha fazla
artmasi ise, antosiyaninlerin kimyasal yapisina bagli olarak renk tonu ve Chroma
degerlerinin degismesine neden olmustur. Diger yandan, kirmizi patates antosiyaninleri
pH degisikliklerinden daha fazla etkilenmis ve pH degerindeki artisla beraber Chroma
degerinde daha blyik bir azalma meydana gelmistir. Sinamik asitlerle asitlenmis
kirmizi turp antosiyaninlerinin ise; pH’dan kaynaklanan renk degisikliklerine karsi daha

dayanikli oldugu saptanmistir [14].

Giusti ve Worolstad (2003), pH degeri 4,2-4,5 olan yogurt ve eksi krema gibi siit
Urinlerinde, kirmizi turp, kirmizi lahana, siyah havug ve siyah Gzim gibi agillenmis
antosiyanin iceren ekstraktlarin, boya maddesi olarak kullanilabilme olasiligini
incelemisler ve kirmizi turp ve siyah havug ekstraktlarinin tek basina veya kombine
halde uygulandiginda (5 mg monomerik antosiyanin / 100 g 6rnek) stt Urunlerinde
arzu edilen kirmizi renk tonunu sagladigini belirlemislerdir. Siyah havug ekstrakti ile
boyanan orneklerin renk yogunlugunun kirmizi turp ekstrakti ile boyananlardan daha
yiksek oldugu; kirmizi lahana ekstraktinin ise, orneklere c¢ekici bir mor renk
kazandirdigi saptanmistir. Bu Urlnlerin raf dmirlerinin sogukta depolama kosullarinda
yalnizca birkac hafta ile sinirh oldugu disliniliirse, bu kosullarda pigmentlerin stabilite

acisindan da sorun yaratmayacagi anlasilmaktadir [14].

Baska bir calismada ise siyah havuc antosiyaninlerinin isil degradasyonu lzerine pH ve
askorbik asidin etkisi incelenmis ve arastirma sonuglari, askorbik asidin siyah havucg
antosiyaninlerinin parcalanmasi lizerine dnemli bir etkisinin bulunmadigini, buna karsin

pH degeri yikseldikce antosiyaninlerin stabilitesinin azaldigini géstermektedir [15].
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Gerek siyah ahududu suyunda ve gerekse siyanidin-3-diglikozit igeren model
sistemlerde pH 4,15'den 2,15’e dislrilmesi sonucunda, antosiyanin pigmentinin

stabilitesinin arttigi belirlenmistir [126].

Tanchev ve Joncheva (1973), kiraz ve eriklerden izole edilerek saflastirilan siyanidin-3-
rutinozit ve peonidin-3-rutinozitin, pH 2,5, 3,5 ve 4,5 olan tampon c¢ozeltilerde 1sil
stabilitesini incelemisler ve pH derecesi arttikga antosiyaninlerin degradasyonuna

iliskin hiz sabitlerinin (k) arttigini saptamiglardir [127].

Fossen ve ark. (1998), 10 ve 23°C’ de depolama boyunca, mor patatesten (petanin) ve
piringten (siyanidin-3-O-B-D-glikopiranozit) ekstrakte ettikleri antosiyaninlerin 13 farkli
pH arahgindaki (pH:1-9) renk stabilitesini incelemisler ve ortam pH degerinin,
antosiyaninlerin degradasyon hizi lzerine oldukg¢a etkili oldugunu saptamislardir.
pH:1.0-1.3 arasinda, 10°C’ de 60 giinliik depolama sonunda her iki antosiyaninin de
yaklasik % 90" 1 bozunmadan kalirken; petanin’in pH:6’da 8 giin, siyanidin-3-O-B-D-
glikopiranozit’in ise pH:7'de 2 glinlik depolanma sonunda tamamen parcalandig
belirlenmistir. Diger taraftan, 23°C’ de depolama boyunca benzer sekilde; en yilksek
renk stabilitesi, dlsik pH derecelerinde saptanmis, pH:4— 9 arasinda ise

antosiyaninlerin stabiliteleri hizl bir sekilde azalmistir [125].

Shi ve ark. (1992a), telgraf cicegi (Tradescantia pallida) yapraklarindan ekstrakte
ettikleri antosiyaninlerin, farkli pH derecelerinde (3,5, 4,5 ve 5,5) hazirlanan model
icecek sistemlerde stabilitesini incelemisler ve ayni kosullarda enosiyanin ve
“blackberry” antosiyaninleri ile kiyaslamislardir. incelenen ortamlarda telgraf cicegi
antosiyaninlerinin, o¢zellikle ylksek pH derecelerinde enosiyanin ve “blackberry”

antosiyaninlerinden ¢ok daha kararli oldugu saptanmistir [128].

Diger taraftan, kirmizi tath patates ve mor misir ekstraktlarinin farkh pH, sicaklik ve isik
yogunluklarindaki stabiliteleri incelenerek, sentetik renk maddeleri FD&C Red No.40 ve
FD&C Red No.3 ile ticari siyah havug ve siyah Uziim ekstraktlari ile kiyaslanmistir
(Cevallos-Casals ve Cisneros-Zevallos 2004). Arastirmada, acillenmis antosiyaninler
acisindan zengin olan kirmizi patates ve siyah havuc antosiyaninlerinin, acillenmemis
antosiyanin icerigine sahip olan mor misir ve siyah Gzimlerden daha yliksek stabilite

gosterdigi saptanmistir. Nitekim, 98°C’ de antosiyaninlerin degradasyonuna iliskin t 5
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degerleri siyah havug, tath kirmizi patates, siyah izim ve mor misir igin sirasiyla 4.6,

4.6, 2.4 ve 2.0 saat olarak belirlenmistir [129].

Diger taraftan ortamda bulunan bazi sekerlerin ve bunlarin parcalanma Uriinlerinin de
antosiyaninlerin degradasyonunu hizlandirdigi belirlenmistir. Furfural ve HMF gibi
sekerlerin parcalanma Urinleri, antosiyaninlerin degradasyonunda o6nemli etkiye
sahiptirler [130]. Nitekim model sistemlerde (pH 3,25), farkli sekerlerin (glukoz,
fruktoz, ksiloz, sakaroz) ve bunlarin pargalanma Uriinlerinin siyanidin-3-diglikozitin
bozunmasi Uzerine etkisini inceleyen Daravingas ve Cain (1968), sekerlerin hepsinin,
antosiyaninlerin degradasyonunu yaklasik ayni oranda hizlandirdigini saptamislardir.
Ayni calismada sekerlerin pargalanma Urlnleri olan furfural ve HMF nin
antosiyaninlerin degradasyonunu sekerlerden ¢ok daha fazla hizlandirdigi sonucuna
varilmistir [126]. Benzer sekilde, Markakis ve ark (1957), model sistemlerde
pelargonidin-3-glikozitin ~ degradasyonunun  HMF  tarafindan  hizlandirildigini

saptamislardir [131].

Model sistemlerde (pH 3,2) konkord zimi antosiyaninlerinin degradasyonu Uzerine
farkli sekerlerin etkisini inceleyen Calvi ve Francis (1978), glukoz iceren sistemin
degradasyon hizini etkilemedigini, buna karsin sakaroz iceren sistemde degradasyon
hizinin arttigini saptamislardir. Kan portakali ve cilek suyu gibi seker ve askorbik asitce
zengin, asitli ortamlarda antosiyaninler ile askorbik asit ve sekerlerin parcalanma
aranleri (furfural ve HMF) arasinda gerceklesen reaksiyonlar sonucunda cesitli
polikondensasyon bilesikleri olusmakta ve meyve sularinin renginin kiremit kirmizi-

kahverenge donlstigu ileri sirlilmektedir [132].

Shi ve ark. (1992b) tarafindan yapilan bir calismada da, farkli model sistemlerde 55°C’
de ve floresan isik altinda telgraf gicegi ve kirmizi lahana antosiyaninlerinin stabilitesi
incelenmistir. Seker icermeyen icecek model sistemlerinde, kirmizi lahana
antosiyaninlerinin telgraf cicegi antosiyaninlerinden vyaklasik 29 kat daha hizh
parcalandigl saptanmistir. Protein iceren model sistemlerde ise, 24 saat icinde kirmizi

lahana antosiyaninlerinin nerdeyse tamami parcalanmistir [25].

Bazi Avrupa Ulkelerinde recel, jel ve saraplarin renklendirilmesi amaciyla, ylksek

antosiyanin icerigiyle potansiyel bir renk maddesi olan “elderberry” ekstrakti
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kullanilmaktadir [30]. “Elderberry” ekstrakti, ozellikle gilek regellerinin renginin
zenginlestiriimesi ve gilek antosiyaninlerinin esmerlesmesinden kaynaklanan rengin
maskelenmesi amaciyla ispanya’da yaygin olarak kullaniimaktadir. Zafrilla ve ark.
(1998) ise, cilek receli rengini stabilize etmek amaciyla “elderberry” ekstraktina

alternatif olarak nar suyu kullanilabilecegini gostermislerdir [133].

Kirca (2004) yaptigi calismada ise 70°-90 °C ve 4°-37 °C araliginda, siyah havug suyu ve
konsantrelerinde antosiyaninlerin 1sil stabilitesini arastirmis ve ayrica, siyah havug
antosiyaninlerinin cesitli meyve sulari ve nektarlari ile cilek marmelatlarinda 1sil
stabilitesini de incelenmistir. Kinetik veriler, siyah havug¢ antosiyaninlerinin
degradasyonunun incelenen tiim ortamlarda birinci derece reaksiyon kinetigine gore
gerceklestigini gostermektedir. Sicaklik ve brix derecesi artikga, siyah havug¢ suyu ve
konsantrelerin de antosiyaninlerin i1sil degradasyon hizlarinin arttig saptanmistir. 70°—
90 °C araliginda, t 1/, degerleri, 10,8 °briks i¢in 16,7 ile 5 saat, 30 °briks i¢in, 16,9 ile 4,5
saat, 45 °briks icin, 14,8 ile 3,2 saat ve 64 °briks icin 14,4 ile 2,3 saat arasinda degisim
gostermistir. Diger vyandan, depolama siresince briks derecesi azaldikga,
antosiyaninlerin degradasyon hizlarinin arttigi saptanmistir. 30, 45 ve 64 °briks
derecesindeki 6rnekler icin t1/2 degerleri sirasiyla, 4 °C’ de 71,7-4,1 hafta, 20 °C’ de
85,9-4,5 hafta ve 37 °C’ de 214,8-3,9 hafta arasinda degisiklik gostermistir [15].

Antosiyanin icermeyen fakat siyah havug konsantresi eklenerek renklendirilmis meyve
suyu ve nektarlarinda, antosiyaninlerin isil degradasyonuna iliskin t;/, degerlerinin 70
°C’ de 12,6 ile 16,7 saat, 80 °C’ de 7,2 ile 10,1 saat ve 90 °C’ de ise 3,9 ile 5,6 saat

arasinda degistigi saptanmistir [15].

Siyah havug¢ antosiyaninlerinin 1sil degradasyonunun portakal suyunda en vyiksek
dizeyde gerceklestigi goézlenmistir. Siyah havug¢ antosiyaninlerinin 20 °C’ deki
degradasyon hizlari ise en dislikten baslayarak yliksege dogru “lizim suyu, mandarin
suyu, elma suyu, seftali nektari, limon suyu, kayisi nektari, ananas nektari, greyfrut
suyu, portakal suyu” seklinde siralanmistir. Meyve suyunun dogal rengini gelistirmek
ve bu rengin stabilitesini arttirmak amaciyla, dogal olarak antosiyanin iceren bazi
meyve suyu (nar ve kan portakal) ve nektarlarina (visne) da siyah havuc¢ konsantresi

eklenmistir. Kinetik veriler, antosiyanin iceren meyve suyu ve nektarlarina siyah havug
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suyu konsantresi eklenmesinin, antosiyaninlerin stabilitesini arttirdigini gdstermistir

[15].

Rodriguez-Saona ve ark. (1999) tarafindan, kirmizi turp ve kirmizi patates
antosiyaninlerinin  meyve suyu model sistemlerindeki stabilitesi incelenmistir.
Arastirmada, model sistemlerin boyanmasi amaciyla kimyasal olarak saflastiriimis
antosiyanin ekstraktlari ile bizzat kirmizi turp ve patates suyu konsantreleri
kullanilmistir. 2°C ve 25°C’ lerde 65 haftalik depolama boyunca, kirmizi turp
antosiyaninlerin patates antosiyaninlerinden daha ylksek stabilite gosterdigi
saptanmistir. Nitekim 25°C’ de depolama boyunca t , degerleri kirmizi turp
antosiyaninleri icin 16—24 hafta, patates antosiyaninleri icin ise 10-11 hafta olarak
belirlenmistir. Ayrica, antosiyanin ekstraktlari ile boyanan sistemlerin renk
stabilitesinin, konsantre ile boyanan sistemlerden daha ylksek oldugu saptanmistir

[24].

Kirmizi lahana ekstraktindaki antosiyaninlerin tampon c¢ozeltilerde ve gazsiz icecek
model sistemlerinde, 25°, 40°, 60° ve 80°C’ lerdeki isil stabilitesini inceleyen Dyrby ve
ark. (2001), ulastigi sonuglar frenk Uzimi, siyah Gzim ve “elderberry”
ekstraktlarindaki antosiyaninlerin stabiliteleri ile kiyaslamislardir. incelenen ortamlarda
antosiyaninlerin degradasyonu birinci derece reaksiyon kinetigine uygun olarak
gerceklesmis ve antosiyaninlerin stabiliteleri icecek model sistemlerde kirmizi lahana >
frenklzimi > siyah Gzim > “elderberry” seklinde siralanmistir. 80°C’ deki hiz sabitleri
incelendiginde hiz sabitlerinin icecek model sistemlerde yaklasik iki kat fazla olmasi,
ortamda bulunan seker ve askorbik asidin antosiyaninler lzerindeki yikici etkisiyle

aciklanmigtir [26].

2.7.3 Antosiyaninlerin Saghk Uzerine Etkileri ile ilgili Literatiir Ozetleri

Genel olarak antosiyaninler dogal renklendirici olarak kullaniimaktadir. Uziimden elde
edilen antosiyanin ticari amacli mor ve kirmizi renklendiriciler olarak alkolsiz icecekler,
meyve suruplari, konserve meyveler, sarap, alkolll icecekler, tath, sekerlemeler ve
yogurtlarda kullanilmaktadir [134]. Antosiyaninlerin suda ¢ozilebilen dogal ve ucuz bir

pigment olmasi kullanim alanlarini da oldukga genis kilmistir.
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Antosiyaninler, gidalarin parlak kirmizi rengini saglayan, bilinen en iyi dogal gida
boyalaridir ve bir¢ok gidanin boyanmasinda sentetik boyalara karsi 6nemli bir alternatif
olarak kabul edilmektedir. Antosiyanin ekstraktlarinin gidalara yalnizca gekici renk
ozellikleri kazandirmadigl, ayni zamanda yiksek antiradikal kapasiteleri sayesinde

eklendikleri gidalarin oksidatif stabilitelerini de arttirdig1 belirlenmistir [135].

Antosiyaninlerin gidalara cekicilik kazandirma 6zellikleri yaninda, saghk acgisindan da
yararh bilesikler oldugu ve farmakolojik 6zellikleri nedeniyle ¢esitli hastaliklarda tedavi

etme amaciyla kullanildigi bilinmektedir.

Son yillarda yapilan g¢alismalarda, antosiyaninlerin yliksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu ve bu ozellikleri sayesinde serbest radikallerle iliskili olan kanser,
kardiovaskiler hastaliklar, eklem iltihabi gibi ¢esitli hastaliklara karsi olumlu yénde
etkilerinin oldugu gorilmiustir. Bu nedenle glinliik diyetimizde antosiyanince zengin

gidalarin eklenmesi saglik agisindan yararlidir [136].

Proteggente ve ark.; cilek, mor erik ve ahududu ekstraktlarinin antioksidan
kapasitelerini incelenmisler ve ekstraktlarin yiiksek antioksidan aktivitelerini, ekstraktin

icerdigi yluksek dizeydeki antosiyanin miktari ile aciklamislardir [137].

Nar suyunun delfinidin, siyanidin, pelargonidin gibi antosiyaninlerden ve pinikalin,
ellagatinler ve ellagik asitten dolayi yiksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu
bilinir. Nar; damar Uzerindeki hasari engelleme, prostat kanseri ve kireclemeyi 6nleme,
otooksidasyon zararlarina karsi hiicreleri koruma, normal oranda kan glikoz seviyesini
koruma, stokinlerin (hicrelerin birbirleriyle iletisimini saglayan protein ve peptidlerin
bir grubu) olusumunu destekleme, dogal timorleri inhibe eden hiicre kapasitelerinin
artirilmasi gibi beslenme ve terapatik ozellikleri nedeniyle popdilerdir. Ayni zamanda

AIDS ve iltihaplanmaya karsi etkili oldugu bulunmustur.

Marcin Horbowicz ve ark. (2008), meyve ve sebzelerin antosiyaninleri, onlarin
olusumlari, analizleri ve insan beslenmesindeki roll Uzerine ¢alismalar yapmislardir.
Antosiyaninlerin, bitkilerden kalitatif ve  kantitatif  tayinlerinin klasik
(spektrofotometrik) yontemle, NMR veya kiitle spektroskopisinin degisik uygulamalari
ve HPLC yontemleri gibi cagdas yontemlerle gerceklestirilebilecegini belirtmislerdir.

Antosiyaninlerin; meyve, sebze ve sarap tiiketiminden dolayi yaygin bir sekilde insanlar
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tarafindan alindigini belirtmislerdir. Beslenme aliskanliklarina bagh olarak, kisi basina
birka¢ miligramdan yuzlerce miligrama kadar bireysel olarak glinlik alimlari oldugu
tahmin edilmektedir. Meyve ve sebzelerde bulunan diger flavanoidlerin yani sira
antosiyaninlerin, 6zellikle kalp-damar hastaliklarina ve bazi kanser tirlerine karsi

koruyucu oldugu bilinmektedir [138].

Antosiyaninlerin, giinlik diyetle yiksek diizeydeki alimi beslenme agisindan da biyuk
ilgi cekmektedirler. Nitekim 1971 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri’'nde gidalarla
alinan ginlik ortalama antosiyanin miktari 180 mg/giin (kisin) ve 215 mg/glin (yazin)

olarak belirlenmistir [18].

Son yillardaki ¢alismalarla, antosiyaninlerin gesitli kan dolasimi bozukluklarinda ve bazi
gdz hastaliklarinda tedavi edici niteligi bulundugu ortaya konmustur [13]. Ozellikle
siyanidin glikozitlerinin, antimutajenik, antikanserojenik aktivite ve gastrite karsi
koruyucu etki gosterdigi ve oksidatif stresin azaltilmasi gibi cesitli biyolojik 6zellikleri
oldugu bildirilmistir [139]. Bu yilzden, antosiyanin iceren bircok farmasotik Griinin

piyasaya sunulmaya baslandigi bilinmektedir.

Yapilan bir¢ok arastirmada da, antosiyaninlerin antioksidatif etkilerinin bulundugu
saptanmistir [140, 141 ve 142]. Siyanidin ve siyanidin-3-glikozitin gesitli sistemlerde
antioksidatif aktivite gosterdigi, hatta bazi sistemlerde a-tokoferolden daha fazla

antioksidatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir [140].

Proteggente ve ark. (2002) cilek, kirmizi erik ve ahududu ekstraktlarinin antioksidan
kapasitelerini incelemigler ve ekstraktlarin yiksek antioksidan aktivite gdstermesini,

ekstraktin icerdigi yliksek diizeydeki antosiyanin miktari ile agiklamislardir [137].

Yine siyanidin, delfinidin, pelargonidin, malvidin ve peonidinin gesitli tlrevlerinden
olusan 14 farkli antosiyaninin antioksidan kapasitesinin incelendigi bir arastirmada,
siyanidin-3-glikozitin en yiksek antioksidatif aktive gosterdigi ve bu aktivitenin bir E
vitamini analogu olan Troloksa gore, 3 ile 5 kat arasinda daha yliksek oldugu
saptanmistir. Diger yandan, incelenen bilesikler arasinda en diislik antioksidatif aktivite
gosteren pelargonidin-3,5-diglikozitin bile, Troloks ile esit diizeyde bir aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir [141].
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2.7.4 Antosiyaninlerle ilgili Diger Literatiir Ozetleri

Farkli  ekstraksiyon yontemleriyle Jabuticaba derilerinden  antosiyaninlerin
ekstraksiyonu ve ekonomik degerlendirmesini yapan Angela A. Meireles ve ark.(2011),
Jabuticaba; antosiyaninlerin ve diger fenolik bilesiklerin varligi nedeniyle antioksidan
Ozelliklerinin iyi bilindigini ve antosiyanin pigmentlerinin antimutajenik ve kanser
kemokoruyucu aktiviteleri ile gugli antioksidan ve iltihap azaltici olarak etki
gosterdigini belirtmislerdir. Cesitli bitki kaynaklarindan antosiyanin pigmentlerinin
ekstraksiyonu icin literatlrde degisik teknolojiler dnerilmistir. Diger yandan endistriyel
Olcekte bu ekstraksiyon siireglerinin uygulanabilme maliyetleri hakkinda bilgi eksikligi
vardir. Bu calismada; farkh teknikler ile Jabuticaba derilerinden antosiyaninlerin
ekstraksiyonu, ekonomik fizibilite agisindan degerlendirilmistir. Ultrasound destekli,
ajite yatak, sokslet ve basinch sivi ekstraksiyonu ekonomik olarak karsilastiriimistir.
Etanol, bitin ekstraksiyon teknikleri igin ekstraksiyon ¢ozlictsi olarak kullaniimistir.
Sonuglar basingl sivi ekstraksiyonu sonuglarinin daha yuksek c¢iktigini goéstermistir.
Verimlilik siralamasi ultrasound destekli ekstraksiyon, sokslet ve ajite vyatak
ekstraksiyonu seklinde saptanmistir. Basingh sivi ekstraksiyonu antosiyaninlerdeki
ekstraksiyon zenginligi agisindan en ekonomik ve uygun yontem oldugu belirtilmistir

[143].

J. Chandrasekhar ve ark. (2012), kirmizi lahanadan antosiyaninlerin ekstraksiyonu ve
saflastiriimasi ile ilgili yaptiklari c¢alismada, bitki maddelerinden antosiyaninlerin
ekstraksiyonu igin bilinen ekstraksiyon yontemlerinin segici olmadigi; seker, organik
asit ve proteinler gibi yan Urinlerin blyutk miktarlari ile pigment ¢6zeltisi vermesinden
dolayi, bu katkilarin bazilarinin antosiyanin bozulmasini  hizlandirabilecegini
distinmuslerdir. Calismada farkli ekstraktlar kullanmis ve maksimum antosiyanin
icerigini % 50 etanol ve asitlendirilmis su karisiminda saptamislardir. Antosiyaninlerin
saflastiriimasi icin 6 farkh adsorban kullaniimistir. Bunlar arasinda, noniyonik akrilik
ester (Amberlite XAD-7HP), yiiksek adsorpsiyon kapasitesi ve desorpsiyon orani (%
92.85) gostermistir. Adsorbsiyonun ozellikle dustik sicakliklarda Langmuir izoterm
esitligiyle iliskili oldugu bulunmustur. Saflastirmadan sonra sekerlerden arindiriimis

antosiyanin ¢ozeltisinin sonuglari, seker varliginin antosiyanin bozulmasi icin 6nemli bir

55



neden oldugunu gostermistir. Sonuglar, ham antosiyaninle karsilastirildiginda

esmerlesme olmadan rengin (parlakhk) %27 arttigini géstermistir [4].

Mimiek Murrukmihadi ve ark. (2013), Buni meyvelerinden antosiyaninlerin
ekstraksiyonunun kararliliklarini degerlendirmek ve en iyi ekstraksiyon slrecini tayin
etmek icin yaptiklari calismada; antosiyaninlerin ekstraksiyonu icin etanol, hidroklorik
asit ve sitrik asit gibi ¢ozlcllerin degisik kombinasyonlarini kullanmislardir. Coziicinin
en uygun bilesimini, toplam antosiyanin igerigini ve renk yogunlugunun analizini UV-Vis
spektrofotometre kullanarak belirlemislerdir. Antosiyaninlerin stabilitesi, farkli pH
degerleri ve sicakliklar kullanilarak degerlendirilmistir. % 70 etanol ve % 3 sitrik asit
¢Ozucuslinde antosiyaninin en ylksek toplam konsantrasyonu ve renk yogunluguna
sahip oldugu saptanmistir. Buni meyvesinden gelen antosiyaninlerin kararlihgl pH
degerinin degisiminden etkilenmis ve en kararli kosulun pH 4-5 degerinde kuruldugu

aciklanmustir [144].

Xianzhe Zheng ve ark. (2013)'nin, toz yabanmersininden antosiyaninin mikrodalga
destekli ekstraksiyonunu icin optimal kosullari ve ekstraksiyon 6zelliklerini inceledikleri
calismada; ekstraksiyon zamani, sicakhgi, etanol konsantrasyonu ve kati-sivi oranini
ekstraksiyon parametreleri olarak secmislerdir. Calismada her ekstraksiyon
parametresinin, ekstraksiyon ylidesi Uzerine etkisini incelemislerdir. Toz
yabanmersininden antosiyaninlerin ekstraksiyon kinetigi (izerine en 6nemli etkiye kati-
sivi oraninin sahip oldugu ve takiben etanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon sicakligi

son olarak da ekstraksiyon zamaninin etkisi oldugu saptanmistir [145].

Farid Chemat ve ark. (2011)'nin, gida teknolojisinde ultrasound’in uygulamalari:
proses, koruma ve ekstraksiyon sirecleri lzerine yaptiklari calismada; ultrasound
teknolojisi hakkindaki bazi detaylari, teknikleri ve glivenlik énlemlerini arastirmislardir.
Ultrasound teknolojisinin gida mihendisligi alaninda umut verici yontemlerden biri

oldugunu belirtmislerdir [146].

Kamaljit Vilkhu ve ark. (2008), gida ve benzer endustriler i¢in ultrasound destekli
ekstraksiyon siirecini gelistirmek icin yaptiklari calismada; daha disik ekstraksiyon

siresini ve daha vylksek ekstraksiyon verimini elde etmeye calismislardir.
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Ultrasoundun, mevcut ekstraksiyon sireclerini gelistirebilecegini ve vyeni ticari

ekstraksiyon firsatlarini ve sireglerini etkinlestirebilecegini belirtmislerdir [147].

Carla Da Porto ve ark. (2013), Gizim tohumlarindan polifenoller ve yagin, ultrasound
destekli ekstraksiyonu ile bilinen ekstraksiyon yontemlerinin karsilastiriimasi igin
yaptiklari calismada; 30 dakika icin 20 kHz, 150 W ’ta yiritllen ve 6 saat uygulanan
ultrasound destekli ekstraksiyonun verimi, sokslet ekstraksiyonuna benzer Gzim
tohumu vyagi verimi vermistir. Sokslet ve 150 W ‘ta ultrasound destekli ekstraksiyon
yontemleri ile yaglarin ekstraksiyonunda, baslica kuvvetli asitler icin 6nemli farkliliklar
gozlenmemistir. Yagi alinmis farkl Gzim tohumlarindan polifenoller ve fraksiyonlari 12
saat boyunca yumusatma ve 15 dakika ultrasound destekli ekstraksiyon ile ekstrakte
edilmistir. Polifenollerin ekstraksiyonu Uzerindeki kinetik calismalarinin ardindan
sonikasyon zamani optimize edilmistir. Yagi alinmis tohumlardan elde edilen Gzim
tohumu ekstraktlarina, ultrasound destekli ekstraksiyon yonteminin uygulanmasiyla en

ylksek polifenol konsantrasyonu ve antioksidan aktivitesi elde edilmistir [148].

Meliha Oktav Bulut ve Ezgi Akar (2012), yaptiklari calismada biberiye, gil, lavanta ve
mate cay! ektraktlari gibi dogal boya olarak ciddi c¢evre kirliligi yaratan bazi bitki
atiklarini, katyonik pamuklu kumas ve yin iplik Gzerine metal tuzlari olmadan dogal
boyama yapmak icin kullanmislardir. Ekstraksiyon ve boyama zamaninin etkisi, tuz ve
biyo mordan konsantrasyonun etkisi ve yin ipliklerin boyanmasi Ulzerine tek parti
boyama kosullarinin optimizasyonu Uzerine ¢alisiimistir. Boyamada bakir silfat tuzu
mordan olarak kullanildiginda bakir miktarinin, hem atik su icinde hem de kumas
Uzerinde sinir limitlerin Gstiinde oldugu bulunmustur. Dogal boyamanin tahmin edilen
maliyetleri sentetik boyamadan % 17,39 daha yiiksek olmasina ragmen, dogal
boyamanin insan saghg ve cevresel hususlar acgisindan avantajli oldugunu

belirtmislerdir [149].

B.K. Tiwari ve ark. (2010)'nin, kirmizi GzUm suyunun rengi ve antosiyaninler Uzerine
ultrasound siirecinin etkisi ile ilgili yaptiklari ¢alismada; Gzim suyu 6rnekleri 20 kHz
sabit frekansta ve 5 s acik 5 s kapali atim sliresinde genlik seviyesi ve islem zamaninin
proses degiskenleri ile sonike (saniyede 20.000 veya daha fazla titresim gerceklestiren

ses dalgalar ile enerji meydana getirilmesi olarak ifade edilmektedir) edilmistir.
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Regresyon modellemesi ile tam faktorli bir deney tasarimi, renk parametreleri,
antosiyaninler Uzerindeki islem zamani ve genlik seviyesinin temel etkilerininin
arastirilmasi amaciyla uygulanmistir. Siyanidin-3-O glukozit (CA), malvanidin-3-O-
glukosit (MA) ve delfinidin-3-0O-glukosit gibi ana antosiyaninlerin (izerine sonikasyonun
onemli etkileri, renk degerleri (L,a,b) ve renk indeksleri saptanmistir. Antosiyaninlerin
kritik kalite parametreleri icin model tahminleri, renk degerleri (L,a,b), TCD ve renk
indeksi inaktivitesi elde edilen deneysel sonuclar icin karsilastirilmistir. Bu calisma,
antosiyanin tutmasi arzu edilen meyve suyu islenmesi sirasinda ultrasound siirecinin

koruma teknigi olarak kullanilmasini ortaya koymustur [150].

E. Mataix ve ark. (2001), yaptiklari ¢alismada saraptaki antosiyaninlerin tayini igin
kesintisiz kati-sivi ekstraksiyon, buharlastirma, HPLC ayrimi ve fotometrik algilamanin
baglantisina dayanan kesintisiz, otomatik ve kolay bir yontem Onermislerdir.
Hedeflenen analitler, C;s minikolon ve elient olarak % 16’ lik asetonitril kullanilarak
(pH 2,0) saraptan ayrilmistir. Elte edilmis fraksiyon, 1si ve N5 akisini kapali bir bigimde
stiriikleyerek ¢oziicii buharlasma destegi ile deristirilmistir. ispanyol kirmizi sarabinda
antosiyaninlerin belirlenmesi icin manuel yonteme gore daha duyarl, daha dustik tayin

limiti ile daha dogrusal kalibrasyon egrisi olan bir yontem gelistirilmistir [151].

Carlos Andres Galan-Vidal ve ark. (2009), yaptiklari calismada antosiyaninlerin kimyasal
arastirmalarindaki, pH’in etkisi, yardimci pigmentasyon, metal-iyon komplekslesmesi
ve antosiyaninlerin kararhliklari Gzerindeki antioksidan aktivitesini vurgulayan son

gelismeler 6zetlenmistir [5].

D.R. Kammerer ve ark. (2013), yaptiklari calismada; ferrik antosiyanin selatlarinin
polisakkarit ve jelatin bazl jellerde dogal mavi gida boyasi olarak uygulamalari (izerinde
durmuslardir. Mirver, mor havu¢ ve kirmizi lahana suyundan elde edilen ferrik
antosiyanin selatlarinin dogal mavi gida boyasi olarak potansiyellerini saptamak icin
farkli jel matrisleri uygulanmistir. 4 ve 20 °C’lerde karanlikta ve 25 °C'de aydinlatma
altinda depolama boyunca tristimulus reflektans 6l¢imlerinden elde edilen L,a ve b
degerlerinin belirlenmesi ile 2 boyarmadde konsantrasyonu izlenmistir. Ozet olarak
ferik antosiyanin selatlarinin gida matrisleri icin dogal mavi gida renklendiricisi olarak

umut verici olabilecegini 6ne sirmuslerdir [152].

58



Ashis Kumar Samanta ve Priti Agarwal (2009) ‘in vyaptiklari g¢alismada; dogal
boyarmaddelerin  kimyasal/biyokimyasal analizlerini ve karakterizasyonlarini,
uygulanabilme ozelliklerini, farkli dogal kaynaklardan elde edilen renklendiricilerin
ekstraksiyonunu; farkli mordanlar ve mordanlama yontemleri; dogal boyamanin
bilinen ve bilinmeyen ydntemlerini; boyama kinetikleri ve kullanilabilir boyama
islemleri Gzerine fizikokimyasal calismalarini; dogal boyarmaddeler ile tekstildeki
boyamalar igin renk parametrelerinin analizi ve daha yeni tonlarin gelisimini; dogal
boyarmaddelerin ikili karsimlarinin uygulamalarini agiklamiglardir. Boyanabilirligin
iyilestirilmesi icin tekstil subsratinin kimyasal degisimi, genel renk haslik 6zelliklerinde
iyilestirme girisimleri ve Hindistan’in farkli bolgelerinde dogal boyamanin bazi bilinen

islemlerinin arastiriimasini agiklamislardir [153].

H. Friedman ve ark. (2010), yenilebilir gigekler igin elverisli birka¢ gul ¢esidinin
antioksidan bilesimi ve Botrytis icin duyarlilik ve verimin karakterizasyonu Ulzerinde
calismiglardir. Yenilebilir gicekler olarak segilen 12 bahge gili ¢esidi igin bu
parametreler belirlenmistir. Kesim icin uygun olan ¢esitler tarafindan uretilen verimi
daha yuksek olan ¢ogu cesitlerin 80 ile 300 arasinda cicek/bitki olarak degistigi
belirtilmistir. Botrytis icin duyarhlik araligi cesitler arasinda kaydedilmistir. Tim
cesitlerin hidrofilik antioksidan seviyesi, hidrofobik antioksidan seviyelerinden daha
blyik bulunmustur. San Fransisco cesidinin ise; en yiksek hidrofilik antioksidan ve
antosiyanin seviyesine sahip oldugu saptanmistir. Botrytis icin; direng ve antioksidan
seviyeleri arasinda korelasyon gozlenmemistir. Diger tim cesitler ylksek antioksidan
kapasiteleri ile taze yenilebilir cicekler olarak gelistirilebilir bir potansiyele sahiptir;
ancak cesitlerin bazilarinda Botrytis enfeksiyonunun azaltilmasi igin hasat sonrasi

islemlerin gerekecegi belirtilmistir [154].

2.8 Bitkisel Boyalarla Boyamann Tarihgesi

insanlarin eski ¢aglardan beri canli cansiz doganin renkleri karsisinda biyiik hayranhk
duydugu bir gercektir. Renklere sahip olmak ve bu amacgla siislenmek, tarih 6ncesi

¢aglardan beri insanlarin tutkusu olmustur.
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ilk zamanlarda cicekler, yapraklar, hayvan tiiyleri ve renkli taslarla siislenme giidiilerini
karsilayan insanlar, sonralari c¢evrelerini, giysilerini ve bizzat kendi vicutlarini

renklendirmek yollarini aramislardir [155].

ilk caglardan bu yana cevresini degistirme, cevresinden yararlanma ve o cevreyi
glizellestirme cabasi icinde olan insan, stslenme glidisiintn etkisiyle dogadan bircok
boya ve boyarmadde elde etmistir. Bu konuda éncii olan érnekleri, isa’dan yiizlerce yil

Oncesine giden, magara resimlerinde gérmekteyiz.

Suda ¢6ziinmeyen maddeler ile tekstil materyalini boyamanin mimkiin olmadigini
goren insanlar, bitkilerin; cicek, yaprak, meyve, kok ve govdelerinden faydalanmayi
dislinmisler ve tamamen rastlanti sonucu c¢ok sayida bitkisel boyarmadde
bulmuslardir. Bitkisel boyarmaddelerin yani sira bazi hayvanlardan da boya elde

etmislerdir.

ilk sentetik boyarmaddelerin eldesine kadar, insanlarin gesitli amaclar icin kullandiklari
renklendirici maddeler, tamamen dogal kaynaklardan vyani bitki, hayvan ve
minerallerden elde edilmekteydi. MO. 3000’lerde bir Cin kaynaginda boya islerinden
s6z edilmektedir. Buna dayanarak, boyamacilikla ilgili bilgilerin daha da eski tarihlerde,
dogu’dan getirilmis oldugu kabul edilebilir. Misir'da Orta Kralllk Doneminde sadece
boyalarin elde edilisi degil, dokuma lifleri izerinde, boyalarin sabitlenmesini saglayan
kimyasal maddelerin, yani mordanlarin da kullaniimis oldugu bilinmektedir. Avrupa
kitasinda ilk boyayi kullanan insanlar ise biyik bir olasilikla MO. 2000’lerde Ziirih goli
civarinda yasamis olanlaridir. Fenike boya enduistrisi MO. 15. yiizyilda kurulmustur. Tir
kentinde gelisen boyamacilik, kabuklu deniz hayvanlarindan elde edilen eflatun rengi

ile Gn yapmistir [156].

Hindistan boyamaciliginin da ¢ok eskilere dayanan bir ge¢misi oldugu kesindir.
Boyamaciligin, Hindistan’da yazili olarak belgelenmesinden ¢ok énce (MO. 2500’lerde),
indus Vadisi Uygarliklari caginda baslamis oldugu sanilmaktadir. Marco Polo, indigonun
Portekizliler tarafindan Avrupa’ya sokulmasindan 300 yil 6nce (MS. 13.ylzyilda)

Hindistan’da nasil Gretildigini ayrintili bir bicimde anlatmaktadir.

Orta cagda dogu ulkeleri ile Avrupa arasinda ¢ok dnemli rol oynayan ve bilhassa ¢ok

muhim bir ithalat merkezi olan Venedik’in, boyacilik tarihinde 6nemli bir yeri vardir.
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Eski bitki boyamaciliginda, aspir (carthamus tinctorus) cicekleri ¢ok biyik 6neme
sahipti. MO. 1660 vyillarina ait Misir kazilarinda bulunan Kral I. Amenhotep’in
mumyasinda, ketenlerin, sargilarin ve eski Misir dokumalarinin, aspir cicekleriyle

boyandig tespit edilmistir.

Gittikce artan ihtiyac nedeniyle, bitki boyaciliginin cesitleri de glinden giline artmis ve
eski bilinenlere yenileri eklenmistir. Bunlar; sevgi cicegi (reseda lutea) ve mese mazisi
(quercus infektoria)’dir. Yine bu devirde saph, bakirli, demirli mordan tuzlarinin
kullanilmasina baslanmistir. Daha sonra Hindistan’da yetisen ““indigofera tinctoria” dan

elde edilen indigo, Avrupa’ya girmistir.

Gerek Orta Asya ve gerekse Anadolu, tarih boyunca bitki boyalarinin daima bulundugu
ve yetistirildigi yerler olmustur. Anadolu, dogu ile bati arasinda her zaman bir képri

vazifesi gormustir. Kervan ticareti daima Turklerin elinde kalmistir.

Osmanlilar zamaninda; Bursa, istanbul, Edirne, Konya, Tokat ve Kayseri boyacilik
sanatinin ortaya ciktigi en 6nemli merkezler olmustur. Bu merkezlerden baska mahalli
ihtiyaclari karsilamak amaciyla Anadolu’nun hemen her tarafinda boyacilik yapilr ve
ayri bir titizlik gosterilerek kurulmus seralarda boya bitkileri vyetistirilirdi. O
zamanlardan kalma seralara Anadolu’nun bircok yerinde bugiin bile rastlanmaktadir.
Bitki boyaciliginda kullanilan bitkiler arasinda; ceviz (juglans regia), derici sumagi (rhus
coriaria), nar (punica granatum), kadintuzlugu (lagina), kdkboyam (rubia tinctoria),
cehri (rhamnus cathartica), safran (crocus sativus) vb. gorilmektedir. Bu bitkiler icinde
en onemli yeri tutan kék boya (Rubia tinctoria)’ dir. K6k boya (rubia tinctoria), boyacilik
tarihinde Tirk kirmizisi, Edirne kirmizisi, alizarin, lizari adlariyla da taninmaktadir. Cehri
(rhamnus cathartica) Tiirkiye’den baska ispanya, Fransa, Almanya, Macaristan, italya,
Yunanistan ve iran’da da yetistiriimekle beraber, Diinya piyasalarinda en ¢ok séhret
kazanani Tirk cehrileri olmustur. Boyacilik, Tirklerin tarihinde ¢ok eski ve kokli bir
uygulamadir. Bir¢ok el sanati Urin igin gerekli boya, uzun yillar bitkilerden alinmistir.
Bu Urlnlerin degerleri yiksek ve suni boyalarla boyananlara goére daha kalitelidir.
Bitkisel boyalar denilince, bitkilerde gorilen cok cesitli renklerle, onlara bu renkleri
veren boyarmaddeler akla gelmektedir. Uzun siire devam eden dogal boyamacilikta

maden, toprak, hayvan cesitleri ve bitkiler kullaniimistir.
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Memleketimizde dogal boyamaciligin gerilemesi, sentetik boyalarin 1882’de
yurdumuza girmesi ve kolayca tiiketiciye ulasmasiyla baslamistir. K6k boya ticaretinin
durmasiyla, tilkemizin ¢ok dnemli gelir kaynaklarindan biri yok olmustur. ilk sentetik
boya olan Prusya mauvisi, 1704 yilinda kesfedilmistir. William Perkin tarafindan, 1850’de
maden kdmdirld katranindan oksitleyici maddeler yardimiyla “anilin” elde edilmistir.
Bayer’in, 1860’ da “indigo” yu, Grabe Liebermann’ in 1868’de ‘“‘alizarin” i sentetik

olarak elde etmesiyle, dogal boyalar yerini yavas yavas sentetik boyalara birakmistir
[9].

Dogal kaynakli boyarmaddelerin saglanmasinin mevsimlere baglh olusu, bitkisel kokenli
bircok boyarmaddenin dogal boyalara bitlinlyle esdeger olarak sentezlenebilmesi,
sentetik boyarmaddelerin bitkilerde bulunabilen ve boyama islemi Uzerine olumsuz
etkilerde bulunan yan maddeleri icermemesi, dogal boyalarla seri iretimde belli bir
standardin tutturulmasinin giglikleri  gibi etkenler, sentetik boyarmaddelerin

kullanimini hizla yayginlastirmistir.

Son zamanlarda, Sanayi ve Ticaret Bakanlhginin yapmis oldugu calismalarda elli adet
boya bitkisi tespit edilmis, ayrica Tokat Koy Hizmetleri Enstitlisii otuz adet boya bitkisi

koleksiyonu olusturmayi basarmistir [157].

2.8.1 Giil Bitkisi Hakkinda Genel Bilgiler

Gul, giller familyasinin (Rosaceae) Rosa cinsinden gilizel kokulu bitki tirlerine verilen
addir. Anavatani Anadolu, iran ve Cin'dir ama baska yerlerde de vyetisir. Park ve

bahcelerin siislenmesinde kullanildig gibi odalari, balkon ve teraslari da siisler. Kesme

cicekcilikte cok talep edilen bir cicektir.
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Sekil 2.9 Gl bitkisi

Gullerin bir cok tiri bulunmaktadir. Genel olarak giller, cicek ve govde sekillerine gore

siniflandirilirlar. Bunlar:

. Cicekleri bakimindan:
1. Yalinkat giller

2. Yarim katmerli giller
3. Katmerli gliller

. Boylari bakimindan:
1. Bodur giiller

2. Yiksek boylu giiller
3. Sarilici-sarmasik giiller

. Cicek acma zamanina gore:

1. Yilda bir cicek acanlar

2. Yilda birden ¢ok cicek acanlar

3. Yediveren giiller
o Katmer cicekleri bakimindan:
1. Cicekleri kuiguk katmerli
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2. Cicekleri normal katmerli
3. Cicekleri buyik katmerli guller [158]

Giiliin_Tiirk_Kiiltiiriindeki _Yeri _ve Onemi : Tirk kiiltiiri ve edebiyatinin énemli

unsurlarindan olan gil, o6zellikle sevgi ve glzellik duygumuz ile guzellik algimizi
yansitmada az bulunur aynalardan birisidir. insanimiz onu, renginin goéz aliciligl,
kokusunun guzelligi, biyolojik varhginin safligi, tazeligi ve narinligi ile ciceklerin sahi
(sah-1 ezhar) seviyesine yukseltmistir. Bunun icindir ki, dncelikle isimlerimizde olmak
Uzere, gunluk hayatimizin farkl alanlarinda (hali, kumas, kitap vb.) veya edebiyat,
masiki, mimari, minyatir, hat, ¢ini, ebr( vb. sanatlarimizda sik sik giil ile karsilasiriz

[159].

Giiliin ila¢c Olarak Kullanimi : Giiliin ilag olarak etkisi cok genis bir yelpazeye sahiptir.

En 6nemlileri, ferahlama ve hafiza kuvvetlendirmede giil kokusunun, mide ve karaciger
hastaliklarinda gil macununun, deri hastaliklarinda gll yaginin etkileridir. Bu ¢ok
onemli etkilerden yararlanabilmek icin senede sadece iki ay agan guliin islenmesi
gerekir. Eski Tipta hekimler bunu, taze glillerin damitilmasi ile elde ettikleri gilsuyu
veya glilyag, taze gillerin seker veya balla muamelesiyle Uretilen gll macunlari, taze
glllerin zeytinyagi ve susamyagi icinde bekletilmesi ile hazirlanan giil iksiri de denen

yaglar seklinde isleyerek basarmislardir.

Eski tibbin kullandigi bircok bitki 21. yizyilda “Saglikli yasam trendi” icinde taninmaya
baslandi. “Destekleyici Tip” bir¢cok bitkiyi kullaniyor. Osmanli Tibbinda kullanilan bu
bitkilerden biri de kokulu guldir. Gul ile ilgili yapilan ¢alismalarda Giilhane Askeri Tip
Akademisi’nin adinin nerden geldigi arastiriimis ve sonucunda Gilhane denilme sebebi
bulunmustur. Giillerin damitilip gilsuyu ve yagi elde edilen yere gilhane dendigini,

askeri tip okulunun kuruldugu yerin Topkapi Sarayi’nin glilhanesi oldugu 6grenilmistir.

M.S. 1. ylzyilda yasamis Dioscorides’in “Materia Medica”sindan gilin tedavideki yeri
incelenmeye baslanabilir. Bu tip kitabinda, glll zeytinyagl ve sarap icinde bekleterek
ilac hazirlandigindan veya kurutulmus gillerden kokulu toplar yaparak giizel
kokusundan faydalanildigindan bahsedilir. 9. ylzyillda yasayan bilyidk hekim Al-
Kindi'nin Akrabadin kitabinda yer alan tedavide kullanilan formiillerin icinde giil,

Ozellikle mide agrilari, Glserler, karaciger hastaliklari, agriyan bogaz ve agiz hastalik-
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larinda hazirlanan ilaglarin en 6énemli maddesidir. Ayrica gul yagini yaniklar, Ulser

yaralari ve hemoroit merhemlerinin terkibinde kullanir.

9. ylizyilda yasamis bir baska hekim Dinaveri’dir. Kitabinin “Gul bitin agaclarin nu-
rudur, butin giceklerin sahidir” diye basladigi bolimiinde kirmizi, beyaz gilleri tanitir,
Arabistan’da bahcelerde ve daglarda giile sik rastlandigini yazar. Tedavide de
gllsuyunun ferahlatici etkisini kullanir, serinletici niteliginden dolayi ateslenmelerde
gll suyunu, bastaki hastaliklarda gil yaginin basa siirtilmesini tavsiye eder; “Bunlar

basin atesini alir teskin eder” diye sdyler.

ibn-i Stha 11. yiizyilda yasamis, yazdigi kitaplarla dogu ve batida tibbi yiizlerce yil et-
kilemis olan ibn-i Siha éncelikle giilsuyu ve giilyagl kokusunun etkisi hakkinda “Hos
kokusundan dolayi ruha hitap eder” der “Onun rahatlatma etkisi vardir, bayllmalarda
ve hizli atan kalplerde cok yararlidir” diye yazar. Gllsuyunun hem ruha hem de akla
olan etkisini vurgularken beynin c¢alisma ve algilama gilicline faydali oldugunu da

belirtir.

Gul macunu, serbeti gibi sekerli ilaglar mide ve karacigeri koruyucu olarak tavsiye edilir.
Hazimsizliklarda, sindirimi kolaylastirmak amaciyla 6zellikle ziyafetlerden sonra gl
macunu yenilmesini siddetle tavsiye ederler. Karaciger hastaliklarinda gil surubu
icirilerek tedavide hekimler hemfikirdirler. Hamile ve logusa hanimlar icin de gece
yatarken bir kasik giil macunu o6zellikle tavsiye edilir. Hafif mushil etkili olup,

bulantilarda rahatlatir.

Gulun zeytinyaginda bekletilmesi ile hazirlanan glilyag, gl iksiri dedigimiz, ilaclar deri
hastaliklari icin kullaniliyordu. Derideki kasintilarda, ¢iban, kabarcik, hatta uyuz gibi
hastaliklarda bu yagin sirtlmesinin ¢cok etkili oldugu, vicuttaki agri, sizi sislikler,

kabarciklar ve sivilceler Gizerine sirilmesinin de bu hastaliklari def ettigi yazilir.

Gulsuyunun ele dokilip koklanmasiyla ferahlatici, rahatlatici ve serinletici etkisi
hemen fark edilirdi. Osmanl hekimlerine goére gililsuyu, ruhsal ve duygusal yapilari
kuvvetlendirir, beyni ve akli gliclendirir, beden ve yasam kuvvetini arttirir, heyecandan

olusan kalp atislarini diizenlerdi.

65



Ayrica bas agrisini gegirir, igrenme, 6glirme ve kusmay!i dindirir, gz kanlanmalarini ve
agrilarini gegirir, disetlerini gliclendirir, sarhosluga ve onun verdigi bas agrisina ¢aredir.

Bu sebeple hekimler gililsuyunu recetelerinde ¢ok kullanirlar [160].

2.8.2 Giil Yapragi ile ilgili Yapilan Calismalara Ait Literatiir Ozetleri

Eski tipta etkili bir ilag olan gllin, buglinki tip arastirmalari icinde ilag¢ olarak kullanimi
hakkinda yazilmis birka¢ makaleye dikkat ¢ekmek isterim: 2005 yilinda Kanada’da bir
arastirma dergisinde yayinlanan calisma (Biochem, Cell Biol. 83: 78— 85, 2005) gl
cicegi c¢ozeltisi ile fareler Uzerinde yapilmistir. Bu ¢Ozeltinin antioksidan aktivitesini
arttirdig, lipid peroksidasyonunu diizenledigi ve bu sayede farelerin yasama siresinin

uzadigi belirtilmigtir.

2007 yilinda Science dergisinde yayinlanan bir diger arastirma, Libeck Universitesi
arastirmacisi Bjérn Rasch’in calismasidir. insanlar tizerinde giil kokusunun bellege etkisi
konusunda Rasch ve ekibinin yaptigi calismada, gul kokusu yardimiyla beyindeki
suregler daha yakindan incelenmis ve hatirlamaya olan etkisi gosterilmistir; Manyetik
rezonans gorilntilerinde de gul kokulu odada uyuyan deneklerin hipokampis

bolgesinde daha yiksek etkinlik saptanmistir.

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dalindan bir gurup arastirmaci da,
2007 yilinda yaptiklari bir deneysel ¢alismayla, glil yagl aromasinin sicanlarin 6grenme
davranislari Uzerine etkisini arastirmislar, sonucta kokulu Isparta gil yaginin 6grenme

ve hafiza lizerine faydali etkisini tespit etmislerdir.

Hindistan’da Amala Nagar Kanser Arastirma Merkezi'nde yapilmis, 2007 vyilinda
“Pharmaceutical Biology” dergisinde “Antioksidan, Hepatoprotective effects of Rosa
damascena” baslikh yayinlanmis olan bir arastirmada, Rosa damascena’nin antioksidan

etkisi ve karacigere etkileriyle kanserde faydali olabileceginden s6z edilmektedir.

Cerrahpasa Tip Faklltesi’'nde Ayten Altintas ve ekibi yaptigi calismada, giiliin ¢ok eski
dénemlerden beri kadinlar tarafindan kirisiklik giderici olarak kullanimini arastirmistir.
Projenin hareket noktasi, 2005’de (Biochem. Cell Biol. 83;78- 85) adli bilimsel dergide
yayinlanan “Rosa rugosa’nin cicek ekstrelerinin antioksidan enzim aktivitesini artirdigi,

lipit peroksidasyonunu diizeltici etkisi” baslikh arastirma makalesiydi. Kanada’da
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yayinlanan bu arastirmada Rosa rugosa kullaniliyordu. Cerrahpasa ekibi bu metodu
Rosa damescena’ya uyguladilar. Kan hicreleri ile ¢alisildi ve “Evaluation Of In Vitro
Antioxidant Activity And Cytotoxicity Of Rosa damascena Extract Using By Peripheral
Blood Lymphocytes As Model System” basligi ile bu ¢alisma Barselona’da sunulmustur.
Yapilan ¢alismalar sonucunda gillerin kan hiicrelerinde bozulan dokular dizelttigi ve

genglestirici etkisi oldugu goérilmustir.

DNA Hasarlarini Tedavi : Cerrahpasa Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Genetik

Bilim Dalindan Prof. Dr. Géniil Kanigiir ve Dog. Dr. ilhan Onaran baskanhgindaki calisma
gurubunun yaptig calismayla “Oksidatif Stresin indiikledigi Sitoksite ve DNA hasarlari
Uzerine Rose Damascena’nin Etkisi” gosterilmistir. Bu etki kisaca soyle 6zetleniyordu:
Hlcre metabolizmasinin ve c¢evresel faktorlerin etkisiyle hiicre ve dokular yogun
oksidatif stres altinda kalir, organizma strese karsi ¢esitli antioksidan sistemleriyle karsi
koyar. Antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldigi durumlarda hiicrenin
cok cesitli komponentleri hasarlanabilmekte, bunun sonucunda bazi patolojiler ortaya
¢ikabilmektedir. Antioksidan savunma mekanizmalarinin ilerleyen vyasla birlikte
zayifladigi ve buna bagh oksidatif stresin arttig1 gosterilmistir. Gll yapraklarinin ekstresi

bu hasari tedavide etkili oldugu gosterilmistir.

Deri Uzerine Etkisi : 2008 yilinda Cerrahpasa ekibi giil ekstresinin kan hiicreleri tizerine

etkisini gosterdiler. Bu calismanin arkasindan, 2009 vyilinda, bu ekstrenin deri
hiicrelerine etkisi arastirilmaya baslandi. Oksidatif stresin etkilerinin goraldagu
organlardan biri de deriydi, glinimiizde ¢ok cesitli kozmetik Urinlerde degisik
antioksidan bilesikler kullanilarak vyaslanma etkisiyle olusan derideki oksidatif
hasarlarin ontine gecilmeye calisiimaktaydi. 2009 haziran ayinda, fibroblast (deri)
hiicreleri Gzerine etkisi calismalarina Sebat Gul’den alinan numunelerle baslandi. 2010

ocak ayinda etkisinin bilimsel olarak anlamli oldugu tespit edildi.

Diger Arastirmalar_: Siileyman Demirel Universitesinde kurulan “GULAR”da, giil

arastirmalari konusunda yapilan arastirmalarda giil ciceklerinden elde edilen ekstrenin

antioksidan ve anti-bakteriyel etkisi mikrobiyolojik olarak gosterilmistir [160].
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Biiyiik sair Fuzuli giil bitkisinin 6nemini su s6zlerle belirtmigtir: “Biitiin dertlerine sifa
ariyorsan giil bahgesine git. Giil bahgesinde her derde deva vardir. Ciinkii giil goncasi

sanki sifa sunan giil serbetinin icinde bulundugu kap gibidir”.
2.9 YiuninYapisi

2.9.1 Yiniin Fiziksel Yapisi

Yiin, diger elyaf tiirlerine oranla daha karmasik bir yapiya sahiptir. Bir yin lifinin enine
kesiti incelenecek olursa en dista epiderm, ortada korteks ve icte de medulla tabakasi

olmak lizere Uc¢ tabaka gorilir.

korteks hiicresi  orto- endo-kutikal

kortes parakoney ekso-kutikdl
' ' epi-kitikil

keratin

protofibril

pulumsu tabaka

Sekil 2.10 Yun lifinin kisimlari [161]

Epiderm : Katikil de denilen epiderm tabakasi, elyafin en dig ylzeyidir. Lifin mikroskop
altinda gorilen yizeyi bu tabakadir. Gorinlm; balik pullari veya damdaki kiremitler

seklinde olup ylnin pullu yapisi; bu elyafin diger elyaf tiirlerinden kolaylikla ayirt
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edilmesini saglamak suretiyle yin lifinin taninmasinda karakteristiktir Bu tabaka elyafin

ic kisminin korunmasina yardim eder ve ona bir miktar sertlik verir.

Yiin lifinin Gzerindeki pullarin sekli ve dizilisleri, lifin temel 6zelliklerine etki eder. ince
ylnlerde tek bir pul, lifin tamamini sarar. Kalin liflerde ise, ¢ap ile birlikte pullarin sayisi
da artar. Pullarin yliksek ve diizglin olusu da lifin ylizeyinin diizglin olmasina; buna bagl

olarak da parlak olmasina yol agar.

Son yillarda elektron mikroskobu ile yapilan arastirmalarda, kitikil (epiderm)
tabakasinin distan ice dogru, epikitikil, eksokitikiil ve endokitikil olmak Uzere (g

kisimdan olustugu bulunmustur.

Sekil 2.11 Yin lifinin elektron mikroskobu altindaki gériniimi [162]

Bu kisimlarin  kimyasal ve mekanik davranislari farkhdir. Kitikil tabakasi,
boyarmaddenin elyafa niifuz etmesine karsi direnc gosterir. Ozellikle epikiitikiil
tabakasi, boyama bakimindan ¢cok dnemlidir. Clink{ bu tabaka lifi kaplayan hidrofob bir
tabaka oldugundan, boyarmadde c¢ozeltilerinin lif icine girmesini engeller. Fakat son
derece ince (50-100 mp) olusu nedeniyle dis etkenlere maruz kalan elyaf uglarinda
bulunan kismi tahrip olmustur. Ayrica fiziksel ve kimyasal islemlerle de kolayca

uzaklastirilir. Tahribatin derecesi boyama kolayligini tayin eder.

Korteks : Kiitikil tabakasinin alt kisminda korteks tabakasi bulunur. Bu tabaka fibriler
yapida kortikol hiicrelerinden meydana gelmistir. Yun elyafin % 90’1 kortikal

hiicrelerinden ibaret olup, elyafin esas kismini bu hiicreler olusturur.
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Yinin dogal rengi, esneklik 6zellikleri, gerilme kuvveti, boyanabilme yetenegi ve
dayaniklihgr kortikal hiicrelerinin yapilarina baghdir. Korteks hiicreleri, yapilarindaki
keratinin farkh modifikasyonda olmasi ve farkli miktarlarda sistin icermeleri nedeniyle;
kimyasal dayanikhihgl ve izoelektrik nokta gibi diger ozellikleri farkli iki ayri bélimden
ibarettir. Korteks tabakasi; ortokorteks, parakorteks olmak Uzere iki ayri yarim
silindirden meydana gelmistir. Bunlardan kimyasal reaktif ve enzimlere daha az
dayanikli olan bolgeye; ortokorteks, daha dayanikli kisma ise; parakorteks denir.
Ortokorteks ve parakorteks hiicreleri kimyasal maddelere karsi farkh davranirlar.
Ortokorteks hiicrelerinin reaksiyon glicli, para-korteks hicrelerininkinden daha
yuksektir. Elyaf kivrimlarinin i¢ tarafinda bulunan ortokorteks (asidofil kisim) asidik
boyarmaddelere karsi bilyuk afinite gosterir. Kivrimin dis tarafinda bulunan
parakorteks’e (basofil kisim) katyonik boyarmaddeler daha kolay niifuz ederler. Bu

farklh davranis, her iki tabakanin izoiyonik noktasinin farkh olusundan ileri gelir.

Medulla : Korteks tabakasinin orta kisimlarinda, elyaf boyunca uzanan ve medulla
hiicreleri ile gevsek sekilde doldurulmus dar bir kanaldir. Cok ince liflerde bulunmaz.
ince yiinlerde ise dar bir tek kanal halindedir. Kaba liflerde medulla bdlgesi, birbirine

paralel birkac kanal halindedir [162].

2.9.2 Yiiniin Kimyasal Yapisi

Yiiniin kimyasal yapisina bakacak olursak, hayvandan elde edilen ham yiin ile yikanmis
ylnin bilesiminin oldukca farkli oldugu gorulir. Yin, keratin denilen 06zel bir

proteinden meydana gelmistir. Kuru ylniin yaklasik olarak bilesimi sdyledir:

Keratin (YUn proteini) % 33
Kir ve Pislik % 26
Ter Tuzlar % 28
Yiin Vaksi (Yag) % 12
Anorganik Tuzlar % 1

Dogal yaglarin ¢ogu, 12—-18 karbonlu yag asitlerinin (karboksilik asit) bir trialkol olan

gliserin ile yapmis oldugu esterlerdir. Fakat yin yagi, yag asitleri ile karmasik bir mono
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alkol olan kolesterin (C,7H450H) ve onun izomeri olan izokolesterinden tiirer. Boyle
blyik molekdlli alkollerin blylik molekilli karboksilli asitlerle yaptiklari esterlere yag

degil, vaks (balmumu) denir.

Yin vaksi, sarimsi beyaz renkte ve organik ¢ozilcllerde ¢ozlinebilen bir maddedir. Yun
yagi fazla miktarda su absorplama giiciine sahiptir. Ornegin agirhginin % 80’i kadar su

ile karisabilir ve krem kivaminda dayanikli emilsiyon olusturur.

Ham yin lifleri dnemli dlclide cevreden gelen pislikleri tutup, dogal halde oldukca fazla
kir icerir. Bu kirler, gres yaginin gekici kuvveti, diger bir ifadeyle yin vaksinin
yapiskanligl nedeniyle lif Gzerinde tutulurlar. Yapak yikama ve karbonizasyon islemleri

ile gres yagi uzaklastirilinca, kir de uzaklastiriimis olur [162].

2.9.3 Yiiniin Fiziksel Ozellikleri

Yin oldukca dayaniksiz bir liftir. Az miktarda hidrojen bagi olusturmasindan dolayi
gerilme direnci ve kopma mukavemeti disiktir. Yin islandiginda dayanikliigl daha da
azalr. Clnkiu su molekilleri polimerdeki hidrojen baglarinin kopmasina ve amorf

bolgelerdeki tuz baglarinin hidrolizine sebep olur.

Pamuk ve keten gibi bitkisel elyafla karsilastirildiginda onlardan daha dayaniksizdir. Yiin
liflerinde incelik cok dnemlidir ve lifin kalitesini belirler. incelik s derecesi ile ifade edilir.
s derecesi, varligi distnilen 6zel bir elyaftan egirilmis olan en ince tek kat ipligi temsil
eder veya baska bir deyimle 1 pound agirligindaki bir elyaftan 560 yard tek kat iplik

elde ediliyorsa bu elyafin derecesi 1 s’dir. Bu durumda 6rnegin:
60 s incelikteki bir elyafin, tek kat 60 ipliginin,
48 s incelikteki bir elyafin, tek kat 48 ipliginin,
1 s incelikte, oldugu varsayilan lifin kalinligina esittir.

Gercgekte en dusuk kaliteli yiin 32 s, en ylksek kaliteli ylin 90 s’dir. s derecesi arttikca

lifin inceligi de artar.

Yiin, en fazla nem geken elyaftir. Kendi agirhginin yarisi kadar nem c¢ekebilir. Yiinin

fazla miktarda nem ¢ekmesinin nedeni; yapisinda amorf bolgelerin ¢cok olmasi ve su
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molekdllerinin kolayca polimer zincirler arasina girebilmesidir. Bunun yaninda yapidaki

polar peptid gruplari ve tuz baglari da su molekdilleri ile iligkiyi arttirici olarak rol oynar.

Yin liflerinin en o6nemli oOzelligi; nem ¢ekme sirasinda fazla miktarda 1s1 agiga
cikarmasidir. Bu nedenle konfor ve saglk bakimindan kisin kullanilacak en uygun tekstil

materyalidir.

Aranan diger ozellikler; yumusaklik ve dogal rengin gilizel olusudur. YUnin kalitesi,
ylnin vicutta bulundugu yere de baghdir. Gévdenin yan kisimlarinda en yiksek
kaliteli, yani en uzun ve ince lifler, bacaklarda ve boyun altinda en distk kaliteli yani en
kisa ve kalin lifler bulunur. Yin kalitesinden s6z ederken elyaf digimleri (neps) ve
boynuzsu elyaf (kemps) ten de bahsetmek gerekir. Kempler, boyarmadde ¢ozeltisinin
girmesine karsi direnme gosterdiklerinden, boyamaya zorluk veren kusurlu liflerdir.

Dalgali boyamaya neden olurlar.

Yinin buhar halindeki nemi absorplama kapasitesinin yiiksek olmasina karsilik, soguk
suda i1slanmasi oldukga zordur. Bunun nedeni buharin korteks tabakasina kolay nifuz

edebilmesidir.

Uzun siire 151k altinda kalan yin lifleri kirilgan ve gevsek bir hale gelir. Boyarmaddelere

karsi ilgisi azalir. Renginde sararma gorilir [9].

2.9.4 Yiiniin Kimyasal Ozellikleri

Dogal urinlerin pek cogu gibi proteinler de, yliksek molekilli polimer maddelerdir.
Proteinlerin yapitasi amino asitler olup, bunlarin tir ve sayisi protein cinsine bagh
olarak c¢ok farkhdir. Dogal proteinlerde bulunan amino asitler a —amino-

monokarboksilli, a—w-diaminomonokarboksilli ve a—amino -dikarboksilli asitlerdir.

Glikokol harig, biitlin amino asitler asimetrik karbon atomu icerdiklerinden optikce

aktif 6zellik gosterirler.

Bir amino grubu ve bir karboksil grubu iceren amino asitler, sulu ¢ozeltilerinde i¢ tuz

halinde bulunduklari icin hemen hemen nétral reaksiyon gosterirler.

CH, —NH3 "
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COO

Amino asitler, amfoter karakterdedirler. Hem asitlerle, hem de bazlarla tuz

olustururlar.

CH,— NHs3"CI CH,— NH,;

| |
COOH COO™ Na*

Amino asitler, her amino asit igin belirli bir pH degerinde olan izoiyonik noktada zwitter
iyon, bunun daha Ustiindeki pH’larda anyon, daha altindaki alanlarda katyon seklinde

bulunurlar.

Amino asitlerden protein sentezi peptitlesme sayesinde olur. Amino asit
molekillerinden birinin o mevkiindeki amino grubu ile digerinin karboksil grubu
arasindan bir mol su ayrilmasiyla iki amino asit birbirine baglanarak dipeptit,

peptitlesmenin daha da ileri gitmesiyle de polipeptit meydana gelir.
H,N — CH, — COOH + HNH - CH, — COOH — H;N - CH, — CO — NH - CH, — COOH

Cok sayida ve gesitli amino asit molekdllerinin birbiri ile birlesmesi sonucu, peptit bagi
denilen karekteristik asit amid gruplari (-CO—NH-) olusur. Ayni baglanma sekli sentetik

elyaf olan naylon ve perlon elde edilmesinde de 6nem tasir.

Peptitlesme sonucu olusan uzun protein zincirinin bir ucunda serbest amino, diger
ucunda serbest karboksil grubu yer alir. Ayrica molekiil icerisinde de diamino-
monokarboksilli ve monoamino-dikarboksilli asitlerden dogan serbest amino ve
karboksil gruplari bulunur. Ayni molekiilde hem amino, hem de karboksil gruplarinin

varligi nedeniyle protein molekili amfoter karakterdedir.

Elektrikce, notral durumlarda amino asitlerde ve keza proteinlerde iki formalin varhg
kabul edilebilir. Biri elektrik yliki olmayan H,N — CH, — COOH sekli, digeri elektrik ytkli
zwitter iyon HsN" — CH, — COO" sekli. Bu iki sekil denge halindedir. Fakat denge siddetle

sag tarafin lehine kaymistir.

H,N — CH, — COOH <=> H3N* - CH,- COO’
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H* iyonu konsantrasyonunun artmasiyla karboksil gruplarinin disosiyasyonu azalir. OH

iyonlari konsantrasyonunun artmasiyla amino gruplarinin yiki ortadan kalkar.

H3N* = CH, - COO + H" < H5N" - CH, — COOH
HsN* — CH, — COO + OH <= H,N — CH,— COO"

Goruldugu gibi, proteinler ortamin pH’ina bagh olarak, katyon veya anyon haline
gecerler. Bu nedenle gerek anyonik boyar maddelerle, gerekse katyonik boyar

maddelerle tuz bagi olusturabilirler.

Proteinlerde, her protein tiri icin karakteristik olan belirli bir pH alaninda, disosiye
olan amino ve karboksil gruplarinin sayisi birbirine esittir. Ters yuklG gruplar i¢ tuz
olusturmuslardir. Bunlarin yaninda yiiksiiz tanecikler de vardir. izoiyonik denilen bu
durumun pH degeri her protein tlrt icin farkh olup serbest amino ve karboksil

gruplarinin sayisina ve bu gruplarin disosiyasyon sabitine baghdir.

izoiyonik durumda proteinin reaksiyon yetenegi minimum, stabilitesi maksimumdur.
izoelektrik nokta; proteinle ¢dziicii arasindaki potansiyel farkinin sifir oldugu noktadir.

Amino asitlerde izoiyonik nokta ile izoelektrik nokta aynidir.

Yin gibi suda ¢6ziinmeyen proteinlerde ise, ylzey yliki izoelektrik noktayi tayin eder.

izoelektrik nokta, kullanilan tampon sistemine bagli olarak yiinde pH 3,4-4,5’dur.

Yin proteini yan gruplarda asidik (-COOH) ve bazik (-NH;) gruplar icerir. Bu gruplar tim
molekiile hem asidik hem de bazik 6zellik kazandirir. Bu bakimdan ylin, hem asitlerle
hem de bazlarla reaksiyon verebilen amfoter bir maddedir. Bu 6zelligi, boyamada
blyuk kolaylik saglar. Anyonik ve katyonik boyarmaddelerle iyonik baglar yaparak
boyanir [161].

2.10 Yiniin Yapisinin Boyamaya Etkisi ve Boyama Mekanizmasi

2.10.1 Yiiniin Yapisinin Boyamaya Etkisi

Yinin boyanmasinda fiziksel faktorler, érnegin elyafin fiziksel yapisi cok dnemlidir.

Ayni kalitedeki bir 6rnekte bile, yin liflerinin ¢api oldukga farklidir. Boyarmaddenin
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elyaf icine diflizyonu ylizeyde meydana geldiginden ve ince liflerde materyalin birim
agirhgina tekabil eden birim ylizeyin daha fazla olmasindan, genellikle ince lifler, kalin
liflere gére boyarmaddeyi daha cok adsorplar. Diger taraftan kalin ve ince lifler ayni %
siddetinde boyarmadde icerdiklerinde, 1sigin ince liflerden gegmesine karsilik, kalin ve

renkli liflerde yansimasi nedeniyle kalin lif, ince life gore daha koyu renkte goriliir.

Boyarmaddenin yavas niifuz etmesinin diger bir sebebi de; ylizeyde yin yaginin kalmis
olmasidir. Fakat boyama hizi en fazla hidrofob karakterli epikitikiil tabakasinin
yipranma derecesine baglidir. Epikitikil tabakasi kimyasal islemlerle uzaklagtiriimissa,
boyarmadde duisiik sicakliklarda bile elyaf icerisine kolayca niifuz edebilir. islem
gormemis bir yinde, epikitikiliin durumu sadece liften life degil, tek bir lifte bile lifin
bir ucundan diger ucuna degisir. Lifin fiziksel 6zelliklerindeki farkliik acik olarak
bilinmisse, 6zellikle boyarmadde karisimlari kullanildiginda ‘Skittery’ boyama denilen

dalgali boyama ortaya cikar [161].
Y — "NH; ‘O0C—-R; Y : Yiin molekila
R1: Alkil gruplan

izoiyonik noktanin altindaki (pH = 4,9 - 5) pH’larda, iyon halindeki amino gruplari

serbest kalir.
H+

Y — *NH; ‘'00C-R" ——5 Y—-"NH;+HOOC-R;

Orta derecede asidik karaktere sahip bir boyar madde ilave edildiginde, boyar

maddenin anyonu, amino gruplariyla elektrostatik ¢ekim kuvvetleriyle baglanir [163].
Y — "NH3 "0sS-Bm ——» Y—"NH;3 "055-Bm
Bm: Boyarmadde
Boyama asidik ortamda yapildigi icin, boya banyosuna ait siilfirik asit, formik asit, asetik
asit gibi bir asit ilave edilir. Asit protonlari karboksil gruplariyla birlesmekte, geriye

kalan anyonu ise boyar maddenin anyonuyla birlikte boya banyosunda bulunmakta ve

yin lifin (+) ylkli amino gruplarinin etrafindaki miktarlari fazla olmaktadir. (+) yakla
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amino gruplariyla hem asidin anyonu hem de boyar maddenin anyonu birlesir. Asit

anyonlari daha kiigtik olmalari sebebiyle ilk olarak amino gruplariyla birlesir [163].

Fakat diger taraftan, asit kokiiniin amino grubu ile meydana getirdigi tuza nazaran
daha gabuk disosiye oldugu icin zamanla asit kdklerinin yerine boyarmadde anyonlari

gecer.
Y- +NH3 -O4SH + BmSO4' —r Y —+N H3 O3SH-BmSO3 + HSO4-

Boyarmadde anyonlarinin asit koklerine nazaran daha dayanikli tuz meydana
getirebilmeleri, bunlarin yiin molekiillerine yalniz elektrostatik cekim kuvvetleriyle
degil, ayni zamanda Van der Waals, dipol kuvvetleri ve hidrojen kuvvetleri gibi yardimci
kuvvetlerle de baglanmalariyla izah edilebilirler. Asit boyarmaddeleri ile yapilan
boyamalarin ylne olan baglari bazik ortamda azalir. Bazin tesiri ile karboksil gruplarinin
disosiasyonu artar ve (+) yukli amino gruplarinin bir kismi karboksil anyonlarina
baglanacag! icin boyarmadde anyonu agikta kalir, hatta (-) yikli karboksil anyonlari

tarafindan itilir.

Diger boyarmadde gruplarina gelince; bazik boyarmaddelerle bazik ortamda en iyi
neticeler elde edilir. Asidik ortamda, disosiasyonu azalan karboksil gruplarina
boyarmadde katyonlari baglanamaz. Kuvvetli bazik ortamda ise, boyarmadde

molekilinin disosiasyonu azalacagindan yline baglanma olmaz.

Kromkompleks boyarmaddelerinde de boyarmaddenin anyonu ile yiiniin (+) ydkla
amino gruplari elektrostatik ¢cekim kuvvetleri ile baglanmaktadir. Buna ilave olarak
boyarmadde molekiliindeki krom ile yindeki ylksiz amino (-NH,) grubu arasinda

koordinatif baglar meydana gelir [164].

2.10.2 Yiin Boyamada Mekanizma

Boyamaya; pH, kullanilan mordan tuzunun tiri ve boyama zamani etki etmektedir.

Boyama mekanizmasi asagida verilmistir [165].
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Burada boyarmadde molekili gecis metali katyonu ile oksijen atomlari Uzerinden
birlesmekte sonra yiin Uzerindeki serbest amino asitlerle kompleks yaparak
koordinasyon sayisini tamamlamaktadir. Ortamin pH derecesine gére kompleksin
olusumu degismektedir. En iyi dereceler zayif asidik ya da notr ortamda alinmaktadir

[165].

2.11 Yapilan Yiin Boyama islemleri
1) Mordansiz Boyamalar
2) Mordanh Boyamalar

¢On Mordanlama
eBirlikte Mordanlama

eSon Mordanlama

2.11.1 Mordansiz Boyalar

Boyamaya hazir hale getirilmis ylnin, herhangi bir mordan ile temas ettiriimeden
direkt olarak boyarmadde ile boya banyosunda birlikte muamele edilmesiyle yapilan

boyamalardir.
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2.11.2 Mordanli Boyalar

Mordan: Boyarmaddenin yiin Gzerine iyi bir sekilde baglanmasini saglayabilmek igin

kullanilan organik ya da inorganik maddelere denir.

Gul yapragindan elde edilen boyarmaddenin molekiillerinde, bazi metal katyonlariyla
dayanikli koordinasyon bilesikleri yapabilecek gruplar bulunur. Baska bir deyimle, bu
boyarmaddeler, yin igerisinde metal iyonlariyla birleserek sulu ortamda yapilan
islemlere karsi ylksek haslik gosteren ve lak denilen suda ¢ézinmeyen metal
kompleksleri olusturma 0Ozelligine sahiptirler. Boyama sonucunda yiin icinde meydana

gelen metal-boyarmadde kompleksi, yline van der Waals kuvvetleri ile baglanir.

Koordinasyon, batokromik degismeyle orantilidir. Komplekslesen boyarmadde daha
uzun dalga boylu isinlari absorplar. Ayni zamanda boyamanin isik ve sirtinme hasligi

da artar.

Mordan olarak suda ¢6zliinmeyen hidroksitler veren alliminyum, demir, kalay, krom

gibi metallerin tuzlari kullaniimaktadir.

eOn Mordanlama

Yin - Mordan maddesi - Boyarmadde
eBirlikte Mordanlama

Yin + Mordan maddesi + Boyarmadde

eSon Mordanlama

Yiin - Boyarmadde - Mordan maddesi [161].

Yaptigimiz boyama galismasinda 8 farkh tuz kullanarak mordanli boyama yapilmistir.
Ayrica mordan olarak tannik asitte kullaniimistir. 10 farkli boyama yontemi kullanilarak

66 parca yin kumas boyanmistir.

2.11.3 Tannik Asit ile Beraber Yiinlii Kumas Boyama

Tannik asitle beraber kumas boyama Uzerine yapilan literatlir arastirmalarinda, tannik
asidin, mordanin kumasa daha iyi baglanmasini saglamak suretiyle boyama kalitesini

ylkselttigi ve bunun yaninda proteinlerle kuvvetli bir sekilde kompleks olusturabilen
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oldukga yuksek molekdl agirlikli madde oldugu, antibakteriyel ve antibite gibi etkilere
sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica bu literatlir arastirmalarinda; c¢esitli boyama

metotlarina rastlanildi. Bu metotlar soyledir:
1-Tannik asit+Mordan->Boya
2-Boya ->Tannik asit+Mordan
3-Tannik asit->Boya—>Mordan
4-Tannik asit->Mordan->Boya
5-Mordan->Boya—> Tannik asit
6-Mordan-> Boya

7- Boya - Tannik asit >Mordan
8- Tannik asit+Mordan+ Boya
9- Tannik asit->Boya

10-Sadece boya [166].

Yaptigimiz calismada, biitiin boyama metotlarinda, boyamaya uygun olarak hazirlanan
5g agirhgindaki yinli kumas pargaciklari, renk siddeti % 2 olacak sekilde, pH:4’te
hazirlanan tampon ¢ozeltiler ve gesitli mordan tuzlari kullanilarak, yukarida verilen on
yonteme gdére 100 °C’ de mordanlama islemleri icin 30 dakika ve boyama islemleri icin
1 saat kaynatma sirelerinde kaynatilmak suretiyle ATAC (YK-0,64) boyama test

makinesinde (kapali) boyandi.

2.12 Tannik Asit ile ilgili Literatiir Arastirmalan

eTanen polimerinin yapisi, hiimik maddelere yapisal olarak ¢ok benzemektedir.
Polimerin yapisindaki hidroksil gruplari, metaller ile kompleks olusumunu saglar.
Tannik asidin uzun yillardan beri bilinen antibakteriyal ve anti-korrozif etkisi, son

yillarda yapilan ¢ok yonli arastirmalarla tekrar glindeme gelmistir [167].
eBu calismada, tannik asidin proteinle kuvvetli kompleks yaptigi gozlenmistir [168].

eTipta, nar kabugundan elde edilen tanninin, kiiltlr hiicrelerindeki, genital herpes viris
(HVS-2)’e karsi antiviral aktivitesi gdzlenmistir [169].
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eipek elyafin antibakteriyal aktivitesi izerine yapilan bir ¢alismada, metal iyonlarinin
sulu g¢ozeltilerinde, disik pH’da tannik asit kullanilarak ve kullanilmayarak denemeler
yapilmistir. Metal iyonlarinin sulu c¢ozeltileriyle, tannik asit kullanilmadan yapilan
calismada, elyaf Uzerinde kararsiz metal komplekslerinin olustugu ve antibakteriyal
aktivitenin  gergeklesmedigi goézlenmistir. Tannik asit kullanildiginda ise bu
komplekslerin oldukga kararli olduklari ve kuvvetli antibakteriyal 6zellik gosterdikleri

saptanmistir [170].

eKumaglarin renklerine tannin uygulamasi (zerine yapilan bu g¢alismada, tannin
kimyasi, kaynaklari, test metotlari incelenmis ve tannik asit kullanilarak, pamuk

materyal boyanmistir [171].

eBu calismada, pyoverdin boyasi ile, titan ve/veya zirkonyum elementlerinin
bilesiklerinden olusan mordan tuzlari kullanilarak, sari renkte elyaf elde edilmistir.
Mordanlamada baglayici olarak tannin kullanilmistir. Ayrica mordan olarak kalay, bakir,
krom, demir ve kobalt elementlerinin bilesikleri de kullanilmistir. Yiin iplikleri % 15
titan(lll)klorlir ¢ozeltisi iceren ortamda 30 dak. kaynatildiginda, sari renk aldiklar

saptanmistir [172].

eTannin ve potasyum sapi’'nin sulu c¢ozeltileriyle muamele edilmis kumaslarin titan
iyonu iceren sulu ¢ozeltiyle mordanlandigl bu calismada, yin kumas 6nce tannin ve
potasyum sapi iceren sulu ¢ozeltiyle 50°C’ de; 30 dakika yikanmis ardindan % 20 titan
(1) klorar c¢ozeltisiyle 80°C’de; 10 dakika ve 100°C’ de; 30 dakika muamele edilerek

mordanlanmistir [173].

eJaponya’da, siyah renkli elyaf boyama lzerine indigo boyasi kullanilarak denemeler
yapiimistir. Bu calismaya gore indigo boyasi ile doyurulmus elyaf numune 6nce tannik
asit sonra demir(ll) stlfat ve demir(lll) klortr bilesikleri ile muamele edilerek, yikamaya

karsi son derece duyarl siyah renkli elyaflar elde edilmistir [174].

eTannik asitle ilgili yapilan bu calismada, allergen azaltilmasinda tannik asitin hallar
Uzerindeki kimyasal davranisi incelenmistir. Tannik asit ile halilarda, kurtcuk ve diger
allergenlerin seviyesini azaltmak icin denemeler yapilmis ve allergenlerde tannik asitin
etkileri degerlendirilmistir. Benzilbenzoat ve iki hali temizleyicisi ile temizlenen

halilarda, boceklerden gelen allergenlerin azaldigi fakat benzilbenzoat ve tannik asidin
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birlikte kullaniimasi ile, allergenlerin % 64 ten daha biliylk bir oranda azaldig

gozlenmistir [175].

eDeri lizerine yapilan bu galismada, tannik asit ilavesiyle, derinin islenme kalitesinde
artis gézlenmistir. islenmemis deri énce % 9-10 lire ve amonyum siilfat ile muamele
edilmis, daha sonra tannik asit ilave edilerek krom ve aliminyum metallerinin

baglanmasi saglanmistir [176].

eDeride dogal kusur ve yara izleri boyanirken tannik asit ilavesinin etkileri Gzerine
yapilan bu ¢alismada tannik asidin, mikemmel derecede niifuz etme 6zelligi, duslk
boya sarfiyati, yliksek renk seviyesi ve yogunlugu, boyamayi daha kolay bir sekilde
bitirme ve abrajsiz boyama ile yiksek kaliteye sahip deri elde etmeyi sagladigi

saptanmistir [177].

oCu’*, Zn**, Ni**, Fe** ve Ag" metal kompleksleri iceren ipek elyafin hazirlanmasi ve
antibakteriyal aktiviteleri tzerine c¢alisilmistir. Metallerin, sulu tannik asit ¢ozeltisi ile
muamele edilmis ve edilmemis ipek elyafa baglanmasi, yiksek ve distk pH’larda ayri
ayri cahsiimistir. Dlistuk pH’da, tannik asit ile muamele edilmemis elyaf (zerinde,
kararsiz metal kompleksleri olustugu ve metal iyonlarinin diisiik konsantrasyonlarindan
dolayi, antibakteriyal aktivite gostermedigi saptanmistir. Diger taraftan, yine duslk

2+ ve Ag+

pH’da tannik asitle muamele edilmis elyaf lizerinde, tannik asitle Cu®’, Fe
metal kompleksleri olusmus fakat komplekslerin tespiti yetersiz kalmistir ve sadece
Ag(l)-tannik asit kompleksinin antibakteriyal aktivite gosterdigi belirtilmistir. Yiksek
pH’da ise Cu**, Zn** ve Ni** metalizasyonu ile meydana gelen komplekslerin, kuvvetli
antibakteriyal aktivite gosterdikleri belirtilmisitr. Metal-tannik asit kompleksleri yolu ile

metallenen ipek elyaflara, bu sekilde antibakteriyal 6zellik kazandirilmistir [178].

eDogal ipegin siyaha boyanmasi ve dnceden mordanlanmayan ipek kumasin Fe(lll)-

tannat ile muamelesinin kimyasal mekanizmasi, spektroskopik olarak calisiimistir [179].

eRehmannia ekstrakti ile kumas boyama Uzerine yapilan bu c¢alismada, kumas dnce
tannik asit ve istege bagh olarak tartar emetikle, bunu takiben mordan tuzu ve daha
sonra da Rehmannia ekstrakti ile muamele edildiginde, morumsu siyah renk
olusmustur. Ozel bir testte % 100 bakteri imha 6zelliginin kazanildigi goériilmis ve 11k

hashgi; 3-4, yikama hasligi ise; 4-5 olarak tespit edilmistir [180].
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eYapilan bu ¢alismada, pamuklu kumaslarin, dnce tannik asit ve mordan tuzu ile daha
sonra ¢imenden ekstrakte edilen boya ile muamele edildiklerinde, iyi bir renk hasligi ile

antialerjik ve antibakteriyal 6zellikler kazandiklar belirtilmistir [181].

eYapilan bu calismada, yiin kumas 6nce tannik asit ve aliminyum silfat ile sonra
Alizarin Fast Blue ERL ile 15 dak. 100°C’de muamele edildiginde, soluk fakat kalici bir
renk elde edilmistir [182].
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BOLUM 3

KURAMSAL TEMELLER

3.1 Spektroskopik Yontemlerle Miktar Tayini

Spektroskopi, bir 6rnekteki atom, molekill veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden
digerine gecisleri sirasinda, absorplanan veya vyayilan elektromanyetik 1simanin

Olclilmesi ve yorumlanmasidir [183].

Her madde, Uzerine duslrilen isinlardan bazilarini absorplayabilir. Maddenin hangi
dalga boylarindaki isinlari absorplayacagi kendine 6zglidiir. Bundan yararlanilarak nitel
analiz yapilabilir. Bir maddenin absorplayacagl isin siddeti ise madde miktar ile
orantilidir. Bundan yararlanilarak da nicel analiz yapilabilir. Bu amagla madde (izerine
cok cesitli enerjilere sahip isinlar gonderilebilir. Madde ile etkilesen isinin enerjisi
degistiginde madde ile etkilesim mekanizmasi da degisir. Buna bagl olarak 6lglim
tekniginin de degismesi gerekir. Bu nedenle elektromanyetik spektrumun timi igin
Olclim yapilabilecek tek bir cihazin bulunmasi mimkin degildir. Elektromanyetik
spektrumun farkli bélgeleri icin farkli cihazlar kullanilir. Dalga boyu 110 nm — 1000 nm
arasindaki UV ve gorinir bolge 1sinlari ile calisilabilen cihazlara UV ve Goriiniir Bélge
Spektrofotometresi denir. Bu boélgedeki isinlarin absorplanmalarinin élglimlerini temel
alan yonteme de UV ve Goriiniir Bolge Spektroskopisi denir. UV ve gorinir bolge
isinlart molekdlin en (st enerji seviyesindeki bir elektronun daha yliksek bir eneriji
diizeyine gecis yapmasina sebep olur. UV ve goriinir bolge isinlari, molekiillerde

benzer etki yaptigi icin birlestirilmislerdir [184].
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3.1.1 Absorpsiyonun Nicel Yorumu

Isig1 geciren bir kap icerisinde bulunan bir madde lzerine |y siddetindeki monokromatik
Isin demeti gonderilecek olursa demetten bir kisim 1sin yansir (ly), bir kismi maddenin
tanecikleri (iyon, molekil) tarafindan absorplanir (la), bir kismi ¢ozeltide bulunan
blyik ve buyikce molekiller tarafindan etrafa sacilir (Is), bir kismi da ¢ozeltiden geger

(). Bunlar arasinda,
lo=Il+la+ly+ls
seklinde bir baginti vardir [184].

Burada amag, i1sik siddetinin madde tarafindan absorplanan isik miktarini 6lgmektir. Bu
nedenle sacilma ve yansimada olan kayiplarin engellenmesi gerekir. Bu amacla I
siddetindeki 1sin demeti birka¢ kez ¢ozliciden birka¢ kez de incelenecek maddeyi
iceren cozeltiden gecirilir. Saf ¢ozliciden gecen isik siddeti lg olarak alinir. Maddeyi
iceren ¢ozeltide yansima, sacgilma, absorplama, saf ¢ozliclide ise sadece yansima ve

sacllma gergeklesir [184].

3.2 UV ve Goriiniir Bélge Absorpsiyon Spektrofotometreleri

Maddenin 1si81 absorplamasini incelemek icin kullanilan diizenege absorpsiyon
spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi denir. Bir spektrofotometre
diizenegi baslica 151k kaynagl, dalga boyu segicisi ve dedektérden olusur. Dedektorde
elektrik sinyaline gevrilen optik sinyal bir kaydedici veya bir galvanometre ile olgulir.
Bu ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrelerde 15181 toplamak, odaklamak,
yansitmak, iki demete bélmek ve 6rnek tizerine belli bir siddette gondermek amaciyla
mercekler, aynalar, 1sik bolicileri ve giris cikis araliklari vardir. Ornek ise, kullanilan
dalga boyu bolgesinde 15181 geciren maddeden yapilmis 6rnek kaplarina konularak i1sik

yoluna yerlestirilir [184].

. NN

Dedeltdr Fotokatiandinc: Okuyucu

gk kaynad Monoktromotor Ornek

Sekil 3.1 Tek kanalli bir absorbsiyon spektrofotometresinin blok diyagrami
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3.2.1 Isik Kaynaklari

UV ve gorunir bolgede doteryum (D,), tungsten (W), hidrojen (H,) ve ksenon (Xe) gibi
surekli 1sin kaynaklari kullanilir. Ultraviyole bdlgede en ¢ok kullanilan lambalar hidrojen

veya doteryum elektriksel bosalim lambalaridir.

Bu lambalar 180 nm ile 380 nm dalga boyu araliginda 1sik yayar. Daha pahali ve daha
uzun Oomiurli olan D, lambasinin yaydigi isinin siddeti H, lambasinin 1s1gina gére daha
fazladir. UV ve goruinir bolgenin timinde (150 nm — 700 nm) kullanilabilecek bir baska
siddetli ve suirekh 151k kaynagi, Xe ark lambasidir. Bundan bagka civa buhar lambasi da
her iki bolgede 1sin yapabilen bir 151k kaynagidir. Civa buhar lambasi, stirekli spektruma
ek olarak kesikli hatlar da igerir. Ksenon ve civa lambalari daha ¢ok liminesans

spektroskopisi yonteminde isik kaynagi olarak kullanilirlar.

Kuartz, 200 — 320 nm arasindaki ultraviyole 15181 gegirdiginden bu bdlgedeki isikla
calisabilmek igin, lambalarin pencereleri, mercekler, 6rnek kaplarin duvarlari ve
dedektoriin giris penceresi kuartzdan yapilir. 320 — 700 nm arasindaki bolgede ise, bu

kisimlarin camdan yapilmis olmasi yeterlidir [184].

k W(2870K)

I

>
A

Sekil 3.2 D,, W, H, ve Xe lambalarinin yaydiklari stirekli isima spektrumlari

3.2.2 Dalga Boyu Segicisi

Genel olarak spektroskopik cihazlar, analit tarafindan absorplanan veya yayilan dar bir
1Isin bandini diger isinlardan ayirip secebilecek bir sistem gerektirir. Bu sistemler cihazin
hem seciciligini hem de duyarliigini blyik olciide arttirir. Dar bir 1sima bandi elde

etmek icin kullanilan iki tip dalga boyu seciciden biri filtreler, digeri ise
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monokromatorlerdir (Cizelge 3.1). Monokromatérlerin dalga boyunu, genis bir dalga

boyu araliginda siirekli olarak degistirebilme UstlinlGgl vardir [185].

Cizelge 3.1 Spektroskopide kullanilan dalga boyu secicileri

Tipi Dalga boyu araligi (nm)

Surekli Degistirilebilen

Sebekeli Monokromator 100 - 40000

Prizmali Monokromator 120 - 30000

Siirekli Olmayan

Girisim Filtreleri 200 - 14000

Absorbsiyon Filtreleri 380-750

3.2.3 Dedektorler

Maddenin 15181 absorplayip absorplamadigini anlamak igin 151k kaynagindan gelen i1sigin
siddetinin oOlglilmesi amaciyla spektrofotometrelerde kullanilan bilesene dedektor adi
verilir. Bir dedektoriin 1siga karsi duyarh olmasi isik siddeti ile dogru orantili bir sinyal
Uretmesi, lzerine disen 1si8a cevap verme, yani sinyal iretme siiresinin kisa olmasi,
kararl olmasi ve Uretilen elektriksel sinyalin yardimci devrelerle ¢ogaltilabilmesi istenir.

Ultraviyole ve goriinitr bolgede kullanilabilen Gg tir dedekt6r vardir.

Bir absorbsiyon spektrumundaki degismelerin sadece incelenen 6rnegin ozelligi
oldugundan emin olabilmek icin, absorbans 6lciiminiin yapildigi her dalga boyunda
ayni olmasi istenir. Bu vylzden kaynagin siddetinin az oldugu ve dedektoriin
duyarhliginin disik oldugu dalga boylarinda is1gin gectigi aralik genis tutulur ve daha
siddetli 1sik elde edilir. Ancak bu durumda, 1s18in bant genisligi blylk oldugu icin
monokromatiklikten sapmalar olur. Gliniimiiz elektronik teknolojisini kullanarak foto
cogaltici dedektorlerle cok distk siddetteki 1sima s6z konusu oldugunda bile, fotonlari
tek tek saymak miimkindir. Foton sayma adini alan bu yontem spektrofotometrik

uygulamalarda giderek daha yaygin bir bicimde kullanilmaktadir. Daha hizli bir
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dedektor tirl fotodiyot dizisidir. Fotodiyot dizisi ile bircok dalga boyu degerlerinde,
ayni zamanda ve ¢ok hizli bir bigcimde 6l¢iim yapmak mimkindir. Bu nedenle 6zellikle
bilgisayarli spektrofotometrelerde kullaniimaktadir. Fotodiyot dizisindeki her bir
fotodiyot, farkli dalgaboyundaki i1s1gin siddetini 6l¢cebilmektedir. Bu tir dedektoérlerin
kullanildigl spektrofotometrelerde dalga boyu secicisi diger uygulamalarda oldugu gibi
1stk kaynagi ile 6rnek arasina degil, 6rnek ile dedektor arasina yerlestirilir. Bu tlr bir
optik yerlestirmede, 151k kaynagindan gelen 1sigin timu birden 6rnege gonderilerek

duyarhk arttiriimis olur [184].

3.2.4 UV ve Goriiniir Bolge Spektroskopisinin Uygulama Alanlari
Bu yontemin baslica uygulamalari sunlardir:

1.Nitel Analiz: Analizi yapilacak olan bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra uygun bir
¢Ozliclide c¢oziilerek spektrumu alinir. Bu spektrum bilinen bilesiklerin ayni kosullarda
cekilmis spektrumlari ile karsilastirilir. Bilinmeyen madde spektrumu kendisininkine
tam olarak uygun maddedir. Bu yontem nitel analiz igin gok uygun bir yontem degildir.
Cunkl molekdllerin absorpsiyon bantlari olduk¢a genistir ve bazi kromoforlarin
absorpsiyon bantlari birbiri ile ortlisebilir. Ayrica molekiillerin UV ve goriinir bolge
absorpsiyon spektrumlarinda ¢ok az sayida bant bulunur. Bu az sayida bandin birbiri ile

karsilastirilarak karar verilmesi bazen hatali sonuglara yol agabilir.

2.Nicel Analiz: Isinin absorplanmasina dayanan analiz yontemleri nicel analiz igin
oldukga yararli ve glicli yontemlerdir. Bu yontemlerin klasik yéntemlere gére dnemli

avantajlari vardir:

e Analiz suresi kisadir. Sonug cabuk alinir.

e Dogruluk derecesi yliksektir. Cogunlukla analizlerdeki hata binde bir veya iki
civarindadir.

e Son derece duyarli bir yontemdir. 10® M a kadar seyreltik ¢ozeltilerin bile analizleri
yapilabilir.

e Her maddenin kendine 6zgl bir absorpsiyon spektrumu oldugu icin seciciligi
ylksektir. Cogunlukla bir karisimdaki maddeler bir 6n ayirma islemine gerek

kalmaksizin analizleri yapilabilir.
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e Hem organik hem de anorganik pek cok molekiil UV ve gortinir bolge isinlari

absorpladigindan uygulama alani genistir.

3.3 Tiirev Spektroskopisi

Spektrumlarin birden fazla tlrevlerinin alinmasi spektrumlarin daha iyi analizini ve
cizgileri duzelterek daha da belirginlestirmesini ve zemin spektrumundan gelen
guraltulerin giderilmesini saglamaktadir. Bu teknik ya dogrudan ya da sayisal
algoritmalarla elde edilen egrilere uygun fonksiyonlar elde edildikten sonra uygulanir.
Bir egrinin veya onun matematiksel fonksiyonunun tirevinin alinmasi basit bir bitiin

bolgeye ait egim hesabidir.

Absorpsiyon (A), asagidaki gibi tanimlanir.
A = log(lo/1) = log(1/T) = cle'

€' ¢Ozeltinin absorpsiyon molar katsayisidir.
g'=¢€/2,303

lp sabit tutulursa birinci tiirev igin;

dA/ dA = clde'/dA

ve ikinci tirev igin,

d’A/ d\*= cl d’'/ d\?

n. derece tiirev icin;

d"A/ dA\" =cl(d" €'/ dA")

Her durumda A’nin bitin tirevleri ¢ konsantrasyonuna lineer oransal olur. Bu tiirevsel
spektrumlarin acgiklanmasi ve hesaplanmasi icin bulylk bir avantajdir. Bu ylzden
pratikte A’nin tlrevleri yaygin olarak Uretilir. Bazen A’nin tiirevinin alinmasi tiirevlerin
konsantrasyona lineer olmayan bagimhhgini verebilir. Bu Beer kanununa
uyulmadiginda uygulanabilir. Ornek olarak, madde molekdilleri arasinda veya maddeyle
¢Ozlicli arasinda etkilesim olusmasi veya ortak pik ya da tam tersi durumlarin olmasi
ana sinyalleri etkiler, bu durumda daha disik veya daha yiliksek derece tiirev alma

hesaplanir [186].
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Sekil 3.3 Cesitli sekillerdeki Gauss diyagramlarinin tlirev spektrumlari [186, 187].

a. Gauss diyagraminin temel, 1, 2, 3, 4. tirevleri

b. Esit olmayan iki gauss diyagraminin temel spektrumu

c. Ust Uste cakismis ve esit olmayan iki Gauss diyagraminin temel, 1., 2., 3.,

4. tarevleri
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3.3.1 Tiirev Spektrumunun Degerlendirilmesi

Birinci ve ikinci tirev spektrumunda ordinat degisimleri normal spektrumdaki ordinat
degerinin blyuklGgu ile degil, egim degisimi ile iliskili olusu nedeniyle tirev egrisinin
apsisteki konumu ile déniim noktalarinin birbirine karsi durumlari karakteristik olur.

Nicel analizlerde yalnizca bitisik, pespese ekstremum noktalari degerlendirilerek bu iki

noktanin mutlak deger olarak farki olgulir. Birkag ekstremum nokta varsa ordinat

farkinin en yiksek oldugu bir bitisik ¢ift segilir.

Sekil 3.4 Turev spektrumlarinin degerlendirilmesi [188]

a. Pikten Pike Ol¢iim Yontemi : Yan yana olan maksimum ve minimum farki élgiilerek,

Ozellikle bulanik 6rneklerde saydam standartlara karsi nicel analiz kolay yapllir.

b. Teget Yontemi : Pes pese gelen iki maksimum Uizerinden gegcirilen tegetin iz disimi
noktasinda, arada kalan minimuma uzakhgi veya iki minimumdan gegen tegetin aradaki
maksimuma iz disim noktasindaki uzakhg olcilir. Ozellikle geri zemin
absorpsiyonunun belirlenemedigi bulanik 6rneklere uygulanir. Uzaklik yine

standardlarin esdeger piklerine cizilen tegete karsi degerlendirilerek sonuca gidilir.
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c. Pikten Sifira Olgiim Yontemi : Olciimii yapilacak olan pikin maksimumu ile sifir arasi
veya minimumu ile sifir arasi uzaklig élcilir. Ozellikle apsise gére simetrik sinyaller
iceren yliksek derece tiurevler icin Ust Uste cakisan egrilerden biri sifirdan gectiginde
kullanilir. Bulanik érneklerde bulaniklik genellikle spektrumun kisa dalgaboyu tarafina
dogru artar. 1. ve 2. tirevde nicel analiz igin kullanilan yukaridaki yéntemler bu artigin

etkisini ortadan kaldirir [188].

3.3.2 Tiirev Spektrumunun Avantajlari ve Dezavantajlari
Avantajlari

a. Tlrev c¢alismasi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi verir ve bunun omuz
noktalari ile donim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boylece bir

bilesik daha kolay ve kesin olarak taninabilir.

b. Cogunlukla orjinal spektrumda elde edilen egriler bir ¢ok pikin Ust Uste gelmesi ile
meydana gelmistir. Tlrev alma ile bu absorbsiyon egrileri daha sekle girer ve bdylece

bir arada bulunan piklerin tek tek goérilmesi saglanir.

c. Spektrofotometrede bulanik ¢ozeltiler ile galisilirken ¢okme hizi, tanecik buyukliga
gibi etkenlere bagl olarak biliyliik oranda hata yapilirken, tirev egrilerinin hazirlanmasi
ile bulanikligin olusturdugu bu olumsuz etki ortadan kaldirilabilir ve bulanik ortamlarda

da calisilabilir.

d. Birden fazla maddenin karisim halinde bulundugu ortamlarda ekstraksiyon ve
kromatografi gibi herhangi bir ayirma islemine basvurulmaksizin tek tek miktarlari tayin

edilebilir.
e. Reaksiyon ortamindan kaynaklanan girilti piklerinin yok edilmesini saglar.
Dezavantajlari

a.Kullanimi ¢ok kolay olmasina karsilik pahali spektrofotometrelere ve oldukca

karmasik bir elektronik yapiya ihtiyacg vardir.

b.Tlrev spektrumlarinda ¢ok sayida uydu pikleri gorialur. Bu pikler, bir karisgim ile
cahisilir iken baska bilesenlerin de varligini gosterir. Tlrev derecesi arttikga bu cins

piklerin sayisi da artacagi icin karisiklik daha da fazla olacaktir [188, 189].
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3.3.3 UV-VIS Bolge Tiirev Spektroskopisinin Uygulamalari
Anorganik Analizler

Anorganik analizlerde tlrev spektrofotometrisinin kullanimi 6zellikle metal iyon
karisimlarinin tayininde son yillarda ilerleme kaydetmistir. Bununla birlikte anyonlarin
analizleri zorlukla arastiriilmaktadir. Sadece sudaki nitrit ve nitratin lineer regresyon

turev spektrofotometrisi kullanilarak ayni anda tayininin anlatildigi calismalar vardir.
Organik Analizler

Ugli ve ikili organik bilesik karisimlari Tirev Spektrofotometrisi kullanilarak genis
olarak analiz edilebilmektedir. Farmasoétik formilasyonlar en ¢ok denenen karisimlar
olmalarina ragmen diger farkh karisimlarda da (antioksidanlar, pestisitler, herbisitler
vb.) yapilan analizler iyi sonuglar vermektedir. Organik analizler cercevesinde;
farmasotik analizler, aminoasitler, proteinler ve diger biyolojik bilesiklerin analizleri,
besin analizleri, klinik ve adli analizler, boya analizleri, polimerlerin analizleri ve

cevresel analizlerden bahsedilebilir.
Farmasotik Analizler

Turev  spektrofotometrisi  teknigi  farmasotik  formiilasyonlarda kolayca
uygulanmaktadir. Bu, iki ya da t¢ komponentli farkh kimyasal yapili karisimlarin farkli
pikli UV-VIS spektrum ve farkli genlik gb&stermesi sayesindedir. Uygulamalarin
cogunlugunu, ticari preparatlarda bir arada bulunan ila¢ aktif maddelerinin ayni anda

analizi olusturmaktadir. Bu analizlerde genellikle pik-sifir teknigi kullaniimistir.

Turev spektrofotometrisi, yakin UV’de zayif absorpsiyon gosteren aromatikleri de

iceren matriks bozucu etkilerini gidermede 6zellikle kullanighdir.
Aminoasitler, Proteinler ve Diger Biyolojik Bilesikler

Tiurev spektrofotometrisi aminoasitlerin 6zellikle de fenilalanin, tirozin ve triptofan

karisimlarinin analizlerinde genis olarak kullaniimaktadir.
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Proteinlerin Karakterizasyonu

izoenzimlerin veya izoproteinlerin ayrilmasi, papaverin hidrokloriir ve barbanil ile
teobroninin ayrilmasi icin bir ikinci tlrev spektroskopisi arastirmacilar tarafindan

tanimlanmistir.
Klinik ve Adli Analizler

Tirev spektrofotometrisi biyolojik ortamlarda yapilan analizlerde karisimlarin ayni
anda analizi veya zemin absorbsiyonu ve isin sagilmasi gibi etkilerin giderilmesi
amaciyla kullanilmistir. Tlirev spektrofotometrisi kullanan farkh yontemler, kan icinde
hemoglobin ve oksihemoglobin tayini icin oldugu kadar biyolojik sivilarda farkli

farmasotik bilegiklerin tayini i¢in de tanimlanmistir.
Besin Analizleri

Genel olarak tiirev teknikleri 6zellikle yiyeceklerdeki katki maddelerinin tayinleri igin

(renklendirici, tat arttiricilar) kullanilmaktadir.
Boyalar

Tirev spektrofotometrisi boyalarin identifikasyonu, saflik testleri ve karisimlarinin

kantitatif analizine uygulanmistir.
Polimer Analizleri

Turev spektrofotometrisi kullanilarak yapay polimerlerin bozunma kinetikleri
incelenmistir. Turev spektrofotometrisi kopolimer kompozisyonu, bir polimer
ornegindeki donustlriilmemis monomerlerin tayini, sentetik polimerlerdeki katki
maddelerinin analizi ve proteinler ve diger dogal ya da sentetik makromolekiillerin
karakterizasyonu  gibi  analitik  problemlerin  ¢6ziimlenmesinde  basariyla

kullanilmaktadir.
Cevresel Analizler

Yiksek dereceli tlirev absorpsiyon spektrofotometrisi atik sulardaki yagin, karmasik
ornek ekstraksiyonu islemlerinden kacinilarak ve diger kimyasal tlrlerin bozucu
etkilerinden kurtarilarak tayini i¢in kullaniimaktadir. Atik sularda fenol ve anilin, icme

suyunda pentaklorofenol, su oOrneklerinde nitrat, petrol fraksiyonlarinda alkil
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naftelenler, komir katraninda antrasen, piren ve naftalen, alkolde eser benzen

tayinleri tlirev spektrofotometrisinin uygulamalari arasindadir [190].

3.4 Fark Spektrofotometrik Yontem

Karisimlarda yer alan gesitli maddeleri kantitatif olarak analiz etmeyi ya da matriks
etkisi nedeniyle kiiclk derisimlere ragmen hassas bir 6lcim saglar. Fark yontemi ile
spektrofotometrik analizlerin dogrulugu ve segiciligi belirgin bir bicimde gelistirilmistir.
Fark yonteminin 6nemli Ozelligi esit kiutlelere sahip ¢ozeltilerin farkli formlarini elde
etmektir. Diger absorban maddelerin varliginda fark spektrumlarinin uygulama

kriterleri sunlardir:

e Bir ya da daha fazla belirte¢ eklenmesi 6rnegin spektrumunda tekrarlanabilirligini
azaltir.

e Girisim yapan bilesenlerin absorbanslari belirte¢c eklenmesi ile degismez.

Ornegin spektral dzelliklerinin degisimi asit, baz ve tampon ¢ézeltileri ile yapilir. Birgok
ornegin UV-VIS absorpsiyon spektrumlari iyonize olabilen fonksiyonel gruplar
icermektedir. Ornegin fenol, aromatik karboksilli asit ve aminler gibi. Fonksiyonel
gruplarin iyonize olmalari ¢ozeltinin pH’sina baglidir. Eger 6rneklerin asit ve baz
degerleri konsantrasyonlari ile orantili ise AA: Aabc dir. Girisim yapan bilesenlerin
etkisini azaltmak ve absorbansin degismesini engellemek yani AA prosediriinin
segiciligi pH degerlerinin dogru segimine baglidir. Analitin AA degerlerinin uygun
olabilmesi icin 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH kullaniimasi gerekir. Boylece girisim

yapabilecek bilesenlerin absorbans etkileri en aza indirilmis olur [191].

Fark yonteminin ilkesi, monomerik antosiyaninlerin pH 1,0’ de renkli oksonium
formunun egemen olmasina dayanmaktadir. Buna gore ortam pH 1,0 ve pH 4,5 oldugu
zaman olclilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile
orantili bulunmaktadir. Yontem son derece basit ve duyarlidir. Ortamda antosiyanin
parcalanma Urinlerinin, renkli polimerlerinin veya diger girisim yapan bilesiklerin
bulunmasi durumunda bile yontem c¢ok duyarli sonug¢ vermektedir [192]. Ayni ilkeye

dayanarak iki ayri pH icin (pH 1,0 ve pH 7,0) da calisma yapildi.
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Asagida belirtilen standart yontemden farkli olarak pH 4,5 tamponu ile hazirlanan
cozeltiler referans hiicreye, pH 1,0 tamponu ile hazirlanan ¢ozelti ise numune hiicreye
konularak fark absorbans degerleri okundu. Ayrica pH 7,0 tamponu ile hazirlanan
cozeltiler referans hiicreye, pH 1,0 tamponu ile hazirlanan ¢ozelti ise numune hiicreye

konularak fark absorbans degerleri okundu.

3.5 pH Diferansiyel Yontemi (Standart Yontem, AOAC Method, 2005,02.)

Diferansiyel ydontem, antosiyanin kromoforlarinin yapisal degerlerinin pH’in fonksiyonu
olarak tanimlanmasi esasina dayanir. Yontem ayrica, girisim yapan kahverengi
‘bozunma’ Urilnlerinin spektral davranislarinin incelenmesine dayanir [74]. Bozunma
drdnleri genellikle pH’taki degisimden etkilenmez. Ayni dalga boyunda, iki pH
degerinde oOlgllen absorbanslar arasindaki fark, antosiyanin konsantrasyonuna esit
kabul edilir. Aradaki farkin alinmasi, girisim yapan maddelerden kaynaklanan
absorbansin ihmal edilmesi anlamina gelir. pH 1,0 ve pH 4,5, diferansiyel yontemde en
cok tercih edilen pH’lardir. Dikkat edilmesi gereken bir nokta ise, pH’In ayarlanmasi
sirasinda farkl antosiyanin tirleri arasinda denge olusmasi icin yeterli zamanin

olmayisinin yanlis sonuglar dogurabilmesidir [75].

Standart yontem olarak kullanilan bu yontemde de fark yontemin ilkesi gegerli olup
Olciim sekli farkhdir. 125 pg/mL stok antosiyanin ¢ozeltisinden 2 seri olacak sekilde 1,
2, 3, 4 ve 5 mL alinarak 10 mL’lik balon jojelere aktarildi. Birinci seri ¢ozeltiler pH 1,0
tampon c¢ozeltisi ve ikinci seri ¢oOzeltiler ise pH 4,5 tampon c¢o6zeltisiyle hacmine
tamamland.. lyice karistirildiktan sonra 1. seri ¢dzeltilerin (pH:1,0 ile hazirlanan) ve 2.
seri c¢Ozeltilerin (pH:4,5 ile hazirlanan) distile suya karsi 300-800 nm dalga boyu
araliginda ayri ayri alinan absorpsiyon spektrumlarinda 530 ve 700 nm’deki absorbans

degerleri okundu ve asagidaki esitlige gére hesaplama yapildi.

A=(As30- A700) pr 1,0 — (As30 - A700) pH 4,5

Bu esitlikte belirtildigi gibi, pH 1,0 icin 530 ve 700 nm dalga boylarinda absorbanslar
okundu ve absorbans degerleri birbirinden ¢ikarildi. Ayni islem pH 4,5 icin tekrarlandi

ve tek bir absorbans degeri elde edilmis oldu.

Bu konuda yapilan calismalara kisaca bakacak olursak;
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Jugmin Lee ve arkadaslari; pH diferansiyel yontemi kullanarak meyve sulari, icecekler,
dogal renklendiricilerin toplam monomerik antosiyanin pigment igeriginin belirlenmesi
icin ¢alismalar yapmiglardir. Ticari laboratuarlari, akademik kurumlari ve devlet
laboratuarlarini temsilen 11 kisinin katildigi ortak ¢alismada pH’daki degisme ile (pH
1,0'de renkli, pH 4,5'ta renksiz) antosiyanin yapisinda meydana gelen degismelere
dayanan hizli ve basit bir spektrofotometrik yontem olan pH diferansiyel metodu ile

toplam monomerik antosiyanin konsantrasyonu tayini yapilmigtir [193].

Jungmin Lee ve Chad E. Finn; Avrupa ve Amerikan mirver gesitlerinde antosiyaninleri,
toplam fenolik madde miktarini, briks, titrasyon asitligi ve pH degerlerini
incelemislerdir. Toplam monomerik antosiyanin tayini, pH diferansiyel yontemi ile
belirlenmistir. 520 ve 700 nm’lerde absorbans degerleri 6lglilmus ve siyanidin-3-glikozit
antosiyaninlerin baskin olarak bulundugu HPLC galismalari sonucunda belirlenmistir

[194].

Gokhan Ozen ve Mehmet Akbulut pH diferansiyel yontemi kullanarak karadut suyu
antosiyanin igerigini arastirmis ve analizler sonucunda karadut suyu antosiyanin igerigi,
karadut suyu baskin antosiyanini olan siyanidin-3-glikozit cinsinden bulunmustur.
Analiz sonucunda karadut suyu antosiyanin icerigi 367,74 mg/L olarak bulunmustur.
Elde edilen sonuglar yapilan diger arastirmalarla karsilastirildiginda karadut suyunun
antosiyanince zengin bir Griin oldugu gorilmis, besleyici degeri yaninda dogal renk

maddesi olarak da kullanilabilecegini belirtmislerdir [192].

3.6 Renk Kavrami

Renk belli bir isik tlirt olup bu 1si8In insan gozl lizerine etkisi veya algilayicinin zihninde
bu etkinin sonucudur. insan gdziiniin, yaklasik 10 milyon farkli rengi birbirinden ayirt

edebildigi tahmin edilmektedir.

III

Renk olglim bilimi, bir rengi “sayisal”’ olarak ifade edebilmek Uzere yapilan ¢alismalari

kapsar ve fizik, kimya gibi yalnizca malzemeye ait olan bilimleri degil, bunlarin yaninda,
psikoloji ve fizyoloji gibi biyolojik bilimleri de i¢ine alir.

Bir rengin algilanabilmesi igin:

e Isik kaynagina,
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® Bu isik kaynaginin aydinlattigi bir cisme ve
e Rengi algilayacak olan “g6z/beyin” veya benzer faaliyette bulunabilecek ek

bir techizata ihtiya¢c duyulmaktadir (Sekil 3.5).

151k :’

kaynags1 gozlemoi

cisim

Sekil 3.5 Isik kaynagi, cisim ve gozlemci (Cisim Turu Algilama)

3.6.1 Isik Kaynagi

Isigin dogasi ve renk kavraminin anlasiimasina ait en 6nemli ¢alismalar Isaac Newton

tarafindan gergeklestirilmistir.

Elektromanyetik spektrum icerisinde gériiniir alan spektrumu 380-780 nm araliginda

yer alir ve yaklasik alti bolgeye ayrilabilir:
Mor 380-450 nm

Mavi 450- 490 nm

Yesil 490-560 nm

Sar1 560-590 nm

Turuncu 590-630 nm

Kirmizi 630-780 nm
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Yapisindaki degiskenliklerden dolayi, renk dlgiminde dogal i1sik kaynagi olan glines
kullanilamaz, “yapay 1sik kaynaklar’’” kullanilir. Yapay 1sik, esasen iki sekilde elde

edilebilir:
e Akkor isima (tungsten filamanh lamba)
e Gaz desarji (fluoresans lamba)

Isik kaynaklari, Spektral Enerji Dagilimi (SED) degerleri ile karakterize edilir. Bir isik
kaynaginin SED’si, 15tk kaynaginin her bir dalga boyundaki radyoaktif isimasinin giicidir
(W.cm-2.nm-1).

Yapay isik kaynaklari, mesela bir tungsten filamanli lambanin radyasyonu (SED’ si):
e Lambanin ne kadar kullaniimis olduguna,

e Boyutlarina

e Uygulanan voltaja gore degisiklik gostermektedir.

Bir 1sik kaynaginin 6niine cesitli renkte filtreler ( jelatin veya sivi filtreler) konmak
suretiyle SED degerlerinde degisiklik yapilabilir. Bu durumda yeni SED degerlerine sahip
bir “sistem”” olusturulmus olacaktir. Eger bu sistemin (gercek bir i1sik kaynagi ve filtre;
ornek: tungsten filamanli lambanin 6niline farkh konsantrasyonlarda CuSO, ¢o6zeltileri
konarak elde edilen sistem, vb. ) SED degerleri tanimlanmissa ve renk Olglimi
konusunda standartlari olusturan CIE (Commission Internationale de I’ Eclairage,
Uluslarasi Aydinlatma Komisyonu) tarafindan “‘standart kaynak’ olarak adlandiriimis
ise, bu isik kaynagi “illiminant” veya “‘standart kaynak’” olarak adlandirilir ve kullanima

sunulur.

Yapay isik kaynaklarini kullanmak Gzere segerken, iki dnemli hususa dikkat etmek

gereklidir. Bunlar 1sik kaynaginin
e Lamba tesiri ve
e Renk olusturma indeksi’dir.

Lamba tesiri, bilinen bir elektriksel gili¢c girdisi icin lamba tarafindan yayilan is1gin

miktari olarak ifade edilmektedir. Renk olusturma indeksi ise, secilen referans bir 1sik
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kaynagl altinda bir lambanin, standart renkler serisindeki renkleri, ‘‘gercek

renklerinden” ne derece degistirebildiginin dlgttudur.

CIE (Commission Internationale de I’ Eclairage, Uluslararasi Aydinlatma Komisyonu),
1931 yilinda, o zaman mevcut olan ve spektral karakterleri (SED degerleri) bilinen
temel kaynaklarindan bir seri standart illiminantin renk 6&lgiminde kullanimini

onermistir. Bunlar, glin 15181 ve tungsten filamanli lambalardir.

CIE illiiminant A: 2856 K renk sicakligina sahip bir siyah cisim radyasyon kaynaginin SED
degerlerine sahip, ici gaz dolu bir tungsten filamanh Ilambanin 15181 olarak

tanimlanmaktadir.

CIE illiminant B: 4875 K deki direkt giines isig1 simiile edilmeye (benzetilmeye)

cahsilmistir.

CIE illiiminant C: 6774 K’ deki ortam giin 15181 simiile edilmistir.

CIE illiiminant D: Renk sicakligi yaklasik 6500 K’ dir ve giin 15181 simiile edilmektedir.

Isik kaynaklari, SED degerleri ile “tanimlanir” ve renk sicakhg yaklasimi ile de
“isimlendirilir”.

Bir 1sik stizmesi, pigment partikilleri ile kaph bir ylizey Gzerine distrildiginde bu
ylzey tarafindan

e yansitilir ( geldigi ortama geri gonderilir) (Frensel ifadesi),

e kirinima ugratilir (Snell ifadesi),

e pigment partikiller tarafindan absorblanir (Beer- Lambert ifadesi) veya

® sacinima ugratilir (Kubelka- Munk ifadesi).

3.6.2 Cisim

Renk o6l¢iminde, cisme ait Ozellikleride tanimlamamiz ve ‘“‘sayisal” olarak ifade
edebilmemiz gerekmektedir. Ayrica, “isik kaynagi-cisim-algilayici” lggeninde (Sekil
3.6), bu ¢ wunsurun birbirlerine goére yerlesimlerinin (konuslandiriimalarinin)
tanimlanmasi standart (tekrarlanabilir) bir olcim icin gereklidir. Uluslararasi

Aydinlatma Komisyonu (CIE), “6lcim geometrisi” adi altinda dort temel 6l¢cim
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pozisyonunu tanimlamistir. Bunlar, 151k kaynagi, oOlgim yapilan yilzeyin “dizlem

normali”’ ile yansiyan 1sig1 6lgen sistemin “konumuna’ gore:
® 45°/ 0° 6lclim geometrisi,

e 0°/45° 6lgiim geometrisi,

e difflize/0° veya diffiize/8° 6lclim geometrisi ve

e 0°/difflize 6lgim geometrisi olarak adlandirilirlar.

Uzerine bir 151k stizmesi (1stk demeti) disirilen herhangi bir yizeyden yapilan
reflektans (yansima), ayni isik stiizmesinin BaS0, ile kaph beyaz plakadan yapilan
reflektansi ile karsilastirilarak (oranlanarak) “% Reflektans” olarak ifade edilir. BaS04

beyazinin reflektans degeri, “100 birim’’ kabul edilmektedir.

3.6.3 Gozlemci

insan goéziiniin farkli dalga boylarindaki i1siga karsi davranisini ifade eden (¢ adet
“hassasiyet egrisi” elde edilmistir ve deneklerin 2° lik gozlem acisi ile calismis
olmalarindan dolayi da bu egriler, “2° Standart Gozlemci”’ veya “CIE 1931 Gozlemcisi”’

olarak tanimlanmistir.

x A: “kirmizi hassasiyeti”’ egrisi,

y A: “yesil hassasiyeti” egrisi,

z A: ““mavi hassasiyeti”” egrisi olarak adlandirilabilir.

“N”” indisi, bu egrilerin dalga boyuna bagimli olarak degistigini gostermektedir.

1964 yilinda yapilan ¢alismalarda daha buyik bir gézlem agisi (10°) kullaniimis ve CIE,
elde edilen yeni hassasiyet egrilerini ““10° Standart Gozlemci” olarak tanimlamistir.
Gunlmuzde yapilan hesaplamalarda, bu goézlemciye ait degerler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu gozlemci degerleri ile hesaplama vyapildiginin belirtiimesinde

asagidaki notasyonun kullanilmasi gereklidir:
x 10,A: CIE 10° Standart Gozlemcisine ait “kirmizi hassasiyeti ’’ egrisi,
y 10,A: CIE 10° Standart Gozlemcisine ait “yesil hassasiyeti ”’ egrisi,

z 10,A: CIE 10° Standart GOzlemcisine ait “mavi hassasiyeti "’ egrisi,
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3.7 CIE Renk Olgiim Sistemi

Bir cismin renginin dogru olarak algilanabilmesinde:

e isiklandirma

e numune boyutu

e arka tarafindaki ve etrafindaki renkler gibi birgok faktor dnemli rol oynamaktadir.
Bir cismin goriintsini ele aldigimizda:

e cismin dokusu,

e parlakligi ve

e rengi onemli faktorlerdendir.

Glnumuzde hemen hemen tim modern renk o6lgimi, renk spesifikasyonu, CIE
sistemine dayanmaktadir. Bu sistem, 1931’ de olusturulmustur, buna ragmen temel
yap! ve prensiplerde degisiklik yapilmaksizin bu tarihten itibaren yeni eklemeler ve
dizeltmeler yapilmistir. CIE sistemi, renk algilama teorilerinden ziyade deneysel
gozlemlere dayanmaktadir. Renk dlciimiinde, 1sik kaynagi, gézlemci ve ylizey daima goz

ontnde tutulmahdir.

3.7.1 Aditif ve Substraktif Olarak Renklerin Karsilagtirilmasi

Kirmizi, turuncu, sari, yesil, mavi ve mor renklerden olusan ve gdkkusaginda goriilen
spektrum renkleri, beyaz 1s18in bir cam prizmadan gecirilerek beyaz bir ekran lizerine
duslirilmesi yoluyla elde edilebilir. Ayni sekilde, spektrum renklerinin bir prizmadan
gecirilerek yeniden bir araya getirilmesi ile beyaz isik elde edilebilir. Ayrica, beyaz isik,
“primer (birincil) renkler’”” olarak bilinen “kirmiz1”, “yesil” ve “mavi”’ isiklarin bir araya
getirilmesi ile de olusturulmaktadir. Her primer renk, spektrumun yaklasik 1/3’ Ginden

olusmustur ve kendi aralarinda tiim spektrum renklerini igerirler. Boylece, bunlarin

kombine (beraberce) etkileri sonucunda “beyaz renk’’aciga cikar.
kirmizi + mavi : magenta

kirmizi + yesil : sari

mavi + yesil : turkuaz
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mavi + kirmizi + yesil : beyaz

Primer renklerin ikili karnisimlarindan elde edilen magenta, sari ve turkuaz renkleri,

““sekonder (ikincil)”” renkler olarak adlandirilir (Aditif olarak renklerin karsilastirilmasi).

Cizelge 3.2 Renklerin karsilastirilmasi

Cismin rengi Yansitilan isik Absorblanan isik
Magenta Mavi+kirmizi Yesil

Sari Kirmizi+yesil Mavi

Turkuaz Mavi+yesil Kirmizi

Substraktif yontemle, sekonder renklerin ikili karisgimlarindan primer renkler elde

edilmektedir.
magente+sari: kirmizi
magenta+turkuaz: mavi
turkuaz+sari: yesil
magenta+sari: siyah

Bir veya birkag¢ sekonder rengin farkh oranlarda karistirimasi ara renkleri
olusturacaktir. Dolayisiyla kirmizi, turuncu, sari, yesil, mavi-yesil, mavi, violet ve
mor’dan olusan bir renk cemberini olusturmak mimkiindir. Bu renklerin her birinin
belli oranlarda siyah ile donuklastiriimasi yoluyla “tersiyer (liclincil) renkler’” meydana

gelecektir.

Kirmizi (red), yesil (green) ve mavi (blue) isiklari sirasiyla [R], [G] ve [B] ile temsil

edelim. ¢ miktardaki [C] 1s181n1 asagidaki sekilde elde edebiliriz:
c[C] : R[R] + G[G ] + B[B]

Her primer rengin kullanilan miktari R, G ve B, [C] renginin “tristimulus degerleri”’ (li¢

uyariciya ait deger) olarak bilinir.

102



3.7.2 Olgiilen Reflektans Degerlerinden Tristimulus Degerlerinin Hesaplanmasi

Rengi sayisal olarak ifade edebilmek icin daha 6nce s6z konusu edilen ¢ unsurun (isik
kaynagi, cisim ve gozlemci) ‘“‘sayisal olarak tanimlanmasinin” gerekli oldugu
belirtilmisti. Isik kaynagi SED degerleri ile; cisme ait 6zellik, % reflektans degerleri ile
gozlemciye ait ozellik de Standart Gozlemci’'nin “renk esleme fonksiyonlar” (renk
hassasiyet degerleri) ile tanimlanmistir. Her bir dalga boyunda bu unsurlara ait
blydkliklerinin carpimlarinin toplami, bize o rengin sayisal degerlerini verecektir. Bu

o

degerler, o rengin “ tristimulus” degerleri olarak adlandirilirlar ve X, Y, Z ile ifade

edilirler.

3.7.3 Kromatisite Diyagrami

o, o

2° veya 10° Standart Gozlemci’ ye ait degerlerin oranlarindan hesaplanan “x”’ ve “y
degerleri ile gizilen grafige “kromatisite diyagrami” adi verilir. Her dalga boyu igin x ve
y degerleri, renk esleme fonksiyonu dagilim katsayilarinin kullanimi yoluyla

hesaplanmaktadir:

XU Xa/ X+ ya + 2 YO/ Xaeya + 20

Bu diyagramda spektrum renkleri yer almaktadir. Herhangi bir renk, o renge ait
tristimulus oranlarindan “kromatisite koordinatlari’”” nin hesaplanmasi yoluyla

kromotisite diyagrami icerisinde gosterilebilir:
XOX/X+Y+Z yOY/X+Y+Z ZZ/X+Y+2Z

olup, her renk icin x+y+z=1" dir.

3.7.4 CIELab Sistemi

X, Y, Z tristimulus degerleri, rengi sayisal olarak ifade edebilmekle birlikte “renk”
hakkinda bilgi vermemektedir. Rengin daha kolaylikla anlasilabilir bir tanimini yapmak
Gzere 1976 yilinda CIE, X, Y ve Z tristimulus degerlerinden hesaplanabilen L*, a* ve b*
seklindeki ¢ koordinati bulunan ve “ClELab Sistemi” olarak adlandirilan sistemi

tanimlamistir. Bu sistem tekstil endistrisinde yaygin kullanim alani bulmustur. Bu
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(xrr

parametrelerdeki isareti, daha 6nce gelistirilmis farkl renk sistemlerindeki benzer

formullerden CIE formiillerini ayirt edebilmek icin kullaniimaktadir.

a* ve b* eksenleri birbirlerine dik a¢l yapar ve notral noktada kesisir (parlakliga bagl
olarak gri veya beyaz). Uclincii eksen L*, “aciklik/koyuluk’” un (parlakligin)bir él¢tisiidiir
ve a* ve b* eksenleri tarafindan olusturan diizleme dik olup bu dizlemi nétral noktada
kesmektedir. Ayni rengin farkli tonlari, a* ve b* eksenleri tarafindan olusturulan
dizlem icerisinde notral noktadan disariya dogru uzanan bir hat (izerinde vyer
almaktadir. Burada, kirmizidan sariya dogru artis gésteren donme acisi “h” (derece
cinsinden), “rengin” bir dlgiistidir. Ornegin, h:0° kirmizi bir renk tonuna, h:90° sari bir
renk tonuna, h:270° mavi renk tonuna karsilik gelmektedir. N6étral noktadan uzaktaki
bir nokta, “kroma”yi (C*) ifade eder ve bu da belirli parlakhktaki (L* degerindeki) bir
rengin canlihginin (doygunlugunun) bir élgisidir. Bir renk, ya L*, a* ve b* ile ya da L*,
C* ve h degerleri yardimiyla belirlenebilmektedir. Genel olarak, koloristik agidan
dislintldigiinde rengin a* ve b* koordinatlari yoluyla tanimlanmasindan ¢cok renk agisi
h ve kroma C*’ nin kullanimi yoluyla tanimlanmasi daha uygundur. Her iki durumda da
L*, rengin aciklik/koyulugunun (parlakliginin) bir 6lcusiini ifade etmektedir. L* nin
degerleri, siyah icin 0 degeri ile beyaz icin 100 degeri arasinda degismektedir. Cok
parlak renkler igin a* ve b*’ nin en yiksek degerleri, +80 ve -80 arasindadir. Notral
nokta ( a* = b* = 0) etrafinda cizilen bir cember, sabit kromaya sahip bir renk cemberini
tanimlamaktadir ve kirmizidan baslamak lizere h acisi (derece cinsinden) rengin bir
Olclistdir (Sekil 3.6).

L+ Beyax

-~ e B2 )
=T PoAzwri o 3 ‘-__‘_— " = - e - )“ = Eoaraoma e

Sekil 3.6 CIELab renk uzayi
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3.8 Renk Ol¢iim Sistemleri

Mat ylzeylerden renk olgiiminde kullanilan cihazlari Gg¢ grup altinda toplamak

muimkuinddr:

e Kolorimetreler,

e Reflektans spektrofotometreleri ve

e Dijital sistemler (dijital video, dijital kamera, vb.)

Trikromatik kolorimetreler basit yapili cihazlar olup, bir i1sik kaynagina, genis band
araligina sahip Ug farkli filtre serisi ( genellikle kirmizi, yesil ve mavi olarak adlandirilr)
ve bir gostergesi bulunan algilayicilara sahip cihazlardir. Isik hiizmesinin 6niline renkli
filtrelerden biri yerlestirilerek (mesela “kirmizi filtre”’), 1stk “beyaz standardin”
Uzerindeyken gosterge % 100" e ayarlanir. Ayarlamada higbir degisiklik yapilmaksizin
rengi Olc¢lilecek numune, “standart” ile yer degistirir ve numune tarafindan yansitilan
kirmizi 1sik ylzdesi (R) okunarak, beyaz standardinki ile karsilastirihr. “Kirmiz1” filtre,
sirastyla “mavi” ve “yesil” filtreler ile degistirilir ve bu filtrelerin kullanimi ile lglilen B
(mavi) ve G (yesil) yansima degerleri ayni islem yoluyla elde edilir. Ol¢iilen degerlerden

(R, G ve B degerleri), tristimulus degerleri hesaplanir (Sekil 3.7).

sinyal yiikseltici )

gosterge

algilayict

7

yiizey

Sekil 3.7 Trikromatik kolorimetre

Reflektans spektrofotometreleri, gbriiniir alan spektrumu boyunca bir numune {izerine

disen isigin yansitilan miktarina oranini (“reflektansi” ni) olger. Bu deger, “ %
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reflektans” seklinde ifade edilir. Bu reflektans spektrofotometresi asagidaki

bolimlerden olusur.

® Isik kaynagi

e Olciim kiiresi ve

e Spektral analiz Gnitesi.

Son yillarda hizla gelisen “dijital teknoloji” nin kullanimi ile de renk o6l¢imini
gerceklestirmek mimkin olup, kontrolli ve standartlastirilmis kosullarda
gercgeklestirilen olgimlerde “R” , “G” ve “B” degerlerinin X, Y ve Z tristimulus

degerlerine donisiimi gerceklestirilebilmektedir [195].

3.9 Haslik Testleri ve Renk Kodlamalari

Onceleri hasligin belirtilmesinde ve test metotlarinda uygunluk yoktu. Test metotlari
her isletmede farkliydi ve haslik degerleri bilimsel olarak belirtilmeyip, her fabrika
kendi boyarmaddelerinin hasliklarini birbiriyle karsilastirarak veriyordu. Bu nedenle
cesitli firmalarin boyarmaddelerinin hashklarinin karsilastiriimasi imkansizdi. Hashk
derecesinin tayininde standartlasma, hem boyarmadde yapimcisi, hem de boyaci
bakimindan ¢ok énemliydi. 1927 yilinda ingiltere’de Tekstil Boyacilari Cemiyeti, haslik
test yontemleri belirleyerek, test metotlarini koordine etmek lizere galismalarina
basladi. Isik, ter ve yikama hasligi testlerini iceren ilk raporunu 1934’te, 4 elyaf grubu
icin 33 etkene kadar test metotlarini iceren ikinci metodunu ise 1948’de yayinladi.
Amerika Birlesik Devletlerinde de Amerikan Tekstil Kimyacilari ve Boyacilari Birligi, bir
haslik komisyonu kurdu. Bu komisyonun kabul ettigi testlerden bazilari prensip
bakimindan Avrupa’ninkilere uyuyordu. Fakat Pars-test denilen bir¢cok testte, ayni
siddetteki boyamaya, birbirini takiben gittikce artan siddette bir seri test
uygulaniyordu. Bu farki kaldirip, test metotlarinda standartlasmak icin 1947’de
uluslararasi bir organizasyon [International Organisation for Standardazation (ISO)]
kuruldu. Bunun Teknik Komitesi, tekstile etki eden bitlin sorunlarla ilgileniyordu.
1948’de ilk toplantisini yaparak, Renk Hasligi Alt Komitesi’'ni kurdu. Bu iki cemiyet,
uluslar arasi organizasyon olan 1SO’da calismaya basladilar. Haslik kontrollerinde

kullanilan standartlar yardimi ile tekstil mamulinin bir 6zelligi sayisal degerlerle ortaya
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konulabilmektedir. Bu 6zellik bir kullanim, bakim veya isleme ile ilgili kalite 6zelligi
olabilir. Tekstil mamuliinde bir 6zelligi degerlendirebilmek igin genellikle birden ¢ok
standart deney sonucu gerekebilir. Ornegin, bir bakim 6zelliginin tespitinde; renk,
yikama, kuru temizleme, Utl, ter, sirtme vb. haslik test sonuglarini bir arada

degerlendirmek zorunlulugu vardir.

Tekstil mamullerinin kullanim yerleri ¢ok degisik oldugu icin bazi hashk degerleri
digerlerinden daha énemli gelmektedir. Ornegin bir perde de 1sik hashg, mayoluk
kumasta deniz suyu hashg, bir astarda ter ve sirtinme hasligi, gomleklik, pijama ve ic¢

giyside yikama hasligi vb. hasliklar tercih edilmektedir.
Hasliklar genel olarak ikiye ayrilir:

Kullanim esnasinda istenen hasliklar: Isik, yikama, sirtlinme, deniz suyu, ter, Gtlleme,

kuru temizleme vb.

Uretim esnasinda istenilen hasliklar: Asit, karbonize, merserize, soda, pisirme vb.

3.9.1 Haslik Kontrollerinin Degerlendirilmesinde Kullanilan Skalalar

Haslik kontrollerinin degerlendirilmesinde, mavi ve gri skalalar kullaniimaktadir. Isik
hasligl; 8, diger bitlin hasliklar; 5 Olgegi Uzerinden degerlendirilirler. 1; en duslk

hashg, diger rakamlar; sirasiyla daha yliksek haslklari gosterirler.

3.9.1.1 Mavi Skala

Mavi skala, 1sik hasliklarinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bunlar 200 g/m? ik
ylnli kumaslarin asagida belirtilen boyarmaddelerle boyanmasi sonucu elde edilen 8
basamakli skalalardir. 1. basamak en disuk 1sik hashigini, 8. basamak ise en yliksek 151k
hashgini gostermektedir. Mavi skalay! olusturan boyarmaddeler 6zel olarak secilmis,
ender bulunan boyarmaddeler olup, pratik olarak degisik klima sartlarindan
etkilenmemektedirler. Bu boyarmaddeler ve bunlara karsilik olan haslk degerleri

Cizelge 3.3’ de verilmistir.
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Cizelge 3.3 Mavi skalada kullanilan mavi yin elyafini boyayan boyarmaddelerin Colour
indeks numaralari ve degerleri

Boyarmadde (Colour Index’te | Haslik Degeri | Anlami
gosterilisi)

C.l.Acid Blue 104 1 Cok az
C.I.Acid Blue 109 2 Az

C.I.Acid Blue 183 3 Orta
C.l.Acid Blue 121 4 Oldukga iyi
C.I.Acid Blue 47 5 Iyi

C.l.Acid Blue 23 6 Pekiyi
C.1.Solubilised Vat Blue 5 7 Miikemmel
C.1.Solubilised Vat Blue 8 8 Harikulade

3.9.1.2 GriSkala

Hasliklari degerlendirmek icin cesitli sistemler denendikten sonra, gri karsilastirma
skalalari énerildi. ilk dnce 24 asamali gri daire, daha sonra 18 asamali ve en son olarak
buglinki 5 asamali gri skala kabul edildi. Bugtn iki ayri dlgek kullaniimaktadir. Gri skala,
Isik, gaz soldurmasi ve agartma hasliklari disinda, diger btiin hasliklarin kontroliinde

boyali materyalin kendisine bitisik beyaz bir kumasi lekeleme derecesini 6lcmeye yarar.

Boyali tekstil materyale, kendisiyle ayni veya farkh cinsten boyanmamis bir tekstil
materyali ile sikica bir temasta olarak Uretim veya kullanimi esnasinda rastlayacagi
kosullar altinda cesitli maddeler etki ettirilir. Boyali 6rnekte meydana gelen renk
degisikligi ve boyanmamis ornegin lekelenme derecesi bu gri olcekler yardimiyla

degerlendirilir.

108



Renk degisikligini 6lgmeye yarayan gri skalada bes ¢ift gri renkli kumas veya karton
vardir. Her cift, gozle gorilebilen farki temsil eder. Soyle ki; ciftlerden biri daima
degisiklige ugramamis orijinal siddette, digerleri ise derece derece azalan siddetlerde
boyanmistir. Her ¢iftin temsil ettigi fark, belirli bir haslik derecesinin renk degisikligine
uyar. Bu gri tonlarin derecelenmesi NBS (National Bureau of Standarts) birimi cinsinden
yapilir. 1 NBS birimi, renk siddetinde aritmetiksel araliklarla olusturulan farklar
mevcuttur. Eger n, NBS biriminin keyfi bir sayisi ise aritmetiksel araliklarla olusturulan

Olcekler gizelgede gorildugu gibidir.

Cizelge 3.4 Aritmetiksel olgek

Haslhk Derecesi | Test Oncesi ve Sonrasi Renk Farki
5 0 NBS birimi

4 n NBS birimi

3 2n NBS birimi

2 3n NBS birimi

1 4n NBS birimi

Aritmetiksel araliklarla olusturulan 6lcekte Ozellikle 3,4 ve 5 haslik derecelerindeki
farklar oldukga kiiclik oldugundan, dlcek bu farklari yeterince kesinlikte gdsteremez,
oysa boyarmadde ne kadar has ise, kiicik degisiklikler o kadar 6nemlidir. Bu bakimdan
Mc Laren asamalarin (st kisimlarinda birbirine daha yakin, alt kisimlarinda daha uzak
oldugu geometrik farklar olgegini Onerdi. Bugin 1945 yilinda kurulmus olan
standardizasyon icin uluslar arasi organizasyon (International Organisation for

Standadazation “ISO”)'nun tavsiye ettigi testlerde bu 6lcek kullanilmaktadir.
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Cizelge 3.5 Geometrik Olgek

Hashk Test Yapilan ve Yapilmayan Ornekler | ISO’nun Tavsiye Ettigi Olgek
Derecesi | Arasindaki Fark

5 0 NBS birimi 0 NBS birimi

4 n NBS birimi 1.5 NBS birimi

3 2n NBS birimi 3 NBS birimi

2 4n NBSbirimi 6 NBS birimi

1 8n NBS birimi 12 NBS birimi

Isik hashgi disinda hasliklarin degerlendirilmesinde, gri skala kullaniimaktadir. Gri skala,
5 Olgekli bir skala olup, ‘1’ degeri en duslik hashgi, ‘5’ deger ise en yiksek hasligi
gostermektedir. Degerlendirmelerde, iki ayri gri skala kullanilmaktadir. Bunlardan biri,
test sonucu boyali materyalin renginde meydana gelen degisikligi 6lgmeye
yaramaktadir (Renk degisiminin degerlendiriimesinde kullanilan gri skala). Digeri ise,
boyali materyalin kendisine bitisik beyaz bir kumas (refakat bezi) ile sikica temasta
olacak sekilde (sandvig gibi hazirlayarak ) tretim veya kullanma esnasinda rastlayacagi
kosullar altinda cesitli maddelerle etki ettirilir. Boyali 6rnekte meydana gelen renk

degisikligi ve boyanmamis 6rnege akma derecesi bu gri skalalarla saptanir.

Renk Degisiminin ( Solma ) Degerlendirilmesinde Kullanilan Gri Skala: Bu skala, bes
cift gri renkli plaka veya kumas parcasiyla hazirlanir. Cift numaralar renk koyulugu
renkli plaka veya kumas parcasiyla hazirlanir. Cift numaralar arasinda renk koyulugu
bakimindan goézle gorulebilir farklar vardir. Renk koyulugu farklari, renk farki formuliine
gore saptanmaktadir. Bu farklar rakamlarla ifade edilen hashk degerlerini

gostermektedir.

Akmanin (Lekeleme ) Degerlendirilmesinde Kullanilan Gri Skala: Bu skala bir cift beyaz
ve dort cift gri ve beyaz levha veya kumas parcasi ile hazirlanir. Gri tonlarda, goriinen

renk tonlari mevcuttur.
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Renk koyuluklari farki, renk farki formiliine gore tespit edilmektedir. Bu farklar

rakamlarla ifade edilen haslik degerlerini gostermektedir [196].

Sekil 3.8 Tim lekeleme ve solma hasliklarinin degerlendirildikleri gri skalalar

Akma derecesinin tayini ic¢in, test sonucu kirlenen materyal, boyanmamis orijinal
kumasla yan yana konur ve aralarindaki fark, Gri Skaladaki farklarla karsilastirilir.
Renkleri etkileyebilecek goriiniim farklarini ortadan kaldirmak ve zeminin numunelerin
gorinimini etkilemesini onlemek amaciyla, gerekiyorsa deneyden gegirilmis ve
gecirilmemis numuneler, iki veya daha fazla kath deneyden gecirilmemis malzeme
Uzerine vyerlestirilir. Ylzeyler, kuzey 15181 veya 600 liks ve daha fazla bir aydinlatma
verebilecek esdeger bir 1sik kaynagi ile aydinlatiimalidir. Isik, yiizeylere 45° acidan
gelmeli ve bakis ylzeye dik olmalidir. Renk degerlendirme kabinleri icine yerlestirilen

45° acili sehpalarla pratik olarak yapilir [9].

3.9.2 Isik Hashgi

Istk hasligl; 1si8in renk giderme etkisine karsi, boyanmis ya da basiimis tekstil
materyalinin direng derecesidir. Glin 1si8ina maruz kalan materyaller, zamanla solacak
ya da renk degistirecektir. Bu 6zellik 151k hasligi olarak adlandirilir, glin 15181 hashgi

denmez. Isik hashgi kontrollerinde kullanilan iki metot vardir:

1) Materyali bir cam altinda genellikle kuzeye bakacak sekilde giin i1siginda birakmak
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2) Soldurma lambasi altinda birakmak: Bu islem ¢ok zaman alici oldugu igin glinesin
soldurma etkisini veren cihazlarin kullanimi ile hizlandirilmis yontemler gelistirilmistir.
Haslik dereceleri 1 ile 8 arasindadir. Eger hava sartlarina karsi renk hashgi istenirse,
atmosferik nemin de solmanin derecesini etkiledigi hesaba katilarak, test degisik hava
sartlarinda tekrarlanir. Bunlar genellikle; giines 1siginin az oldugu saatler igin lamba
yoninde ve giines 1siginin yogun oldugu saatler icin lambaya ters yonde 30 dakikada

bir 1 dakika yagmurlama altinda tutularak soldurma islemi gerceklestirilir.

Solma siireleri, mavi ylin referanslarin solmalari kontrol edilerek ayarlanir. 4 numaral
mavi yun referans, gri skalaya gére 4’e kadar solunca degerlendirmeye alinabilir hale
geldigi anlasilir. Eger soldurma mavi ylin referansla yapilmaz, sadece yaslandirma

islemi uygulanirsa boyanmis materyelin cihazda kalma sureleri belirtiimelidir.

Isik hasligi test lambasi; renkli mamullerin 15tk hashgini 6lgmek igin soldurmayi
hizlandirmak amaciyla tasarlanmis bir alettir. Gln 1si8ina mimkin oldugunca yakin 1sik
ozelliklerini saglayan cesitli elektrik lambasi tipleri mevcuttur. Bu lambalarin biyik bir

kismi, 1sik kaynagi olarak karbon ark icerirken, bazi tipler de ksenon arki icerebilirler [9].

3.9.3 Siirtme Hashgi, Siirtinme Hashgi

Sdrtlinmeyle rengini atma direnci; bir kumasin temas halinde bulundugu baska bir
kumasa rengini transfer etmeye, yani boyasini ona gecirmeye karsi olan direncidir. Yas
ve kuru hallerde olmak Uzere iki durumda degerlendirilir. Stirtiinme hashigi; boyanmis
ya da basilmis bir materyalin, beyaz bir materyale sirtiinmesi sonucu, bu materyali
kirletme (boyama) derecesidir. Bu; 6zellikle koyu tonlardaki boyamalarda ortaya ¢ikan
bir hatadir. Blyuk ol¢lide materyalin cinsine, boyarmaddenin life baglanma sekline
baghdir. Boyarmaddelerde sirtiinme hasligl, binder kalitesine bagh olmakla birlikte

genellikle distktr.

e Slrtinme hasliklari, life kimyasal baglanmada yiiksek (reaktif boyarmaddelerdeki
gibi), adsorbtif kuvvetlerle baglamada disuktir.
e Kot boyarmadde nufuziyetine sahip kumaslarda ylizeyde boyanmis liflerin

surtlinmeyle asinmasi sonucunda, ¢cok az renkli bir bélge kalir, rengi cabucak solar.
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e Koyu renkler, acik renklerden daha cabuk renk cikarirlar. Koyu boyanmis kumasin
icinde ve ylizeyde daha fazla boyarmadde vardir. Bu nedenle siirtinmeyle daha fazla
boyarmadde verirler.

e Baskili kumaslar, boyali kumaslardan daha kolay renk verirler. Clinkli, boyanin ¢ogu
kumasin ylizeyindedir, boyanmis kumaslar gibi lifin icerisinde degildir.

e Yas kumas, kuru kumastan daha kolay renk ¢ikarir, ¢linkii nem boyayi s6kmek igin
yardimci olur.

e Slrtinme hashg; 6zellikle giyim esyasi ve désemelik kumaslarda 6nemlidir.
Yas siirtiinme hashgi: Kuru kumasin rengini islak kumasa transfer etmesidir.
Kuru siirtiinme hashgi: Kuru kumasin rengini diger bir kuru kumasa aktarmasidir.

Ornegin beyaz polyester/siyah pamuktan olusan koyu gri bir kumasta, siyah pamuk
liflerinin renkleri beyaz polyester liflerininkinden ¢ok daha ¢abuk asinacagindan kumas
Uzerinde acik gri ve beyazlanmis bolgeler olusacaktir. Ayni nedenle; karisim
boyamalarda da sorun olabilir. Yikama ve kuru temizleme de test sonuglarini
etkileyebilir. Test boyle bir islemden 6nce, sonra ya da hem 6nce hem de sonra
yapilabilir. Testin tamamlanmasindan 6nce 6rnege siirtlinmuis olan beyaz test kumasin

rengi gri skalalarla karsilastirilarak haslik derecelendirilir [9].

3.9.4 Ter Hashgi

Boyali ve baskil tekstil Grinlerinin renginin, ter ¢ozeltisi etkisine karsi gosterdigi solma
direncine ter hashg denir. Ter hashg asidik ve alkali olmak Uzere iki sekilde

yapilmaktadir.

Alkali ter hashgi

0,5 g/L L-histidinmonohidroklortr (kristal)
5g/L  Sodyum klorur

5g/L  Disodyumhidrojen fosfat

Bu karisimin pH’1 0,1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 8'e ayarlanir.

Alkali ter haslig
0,5 g/L L-histidinmonohidroklortr (kristal)
5g/L  Sodyumklorir
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5g/L  Monosodyumhidrojen fosfat

Bu karisimin pH’1 0,1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 5,5'a ayarlanir.

10x4 cm boyutlarindaki test numunesi iki refakat bezinin arasina alinir ve bir kisa
kenarindan dikilir. Numuneler asit veya alkali ter hashigi ¢ozeltilerinden birisi ile 1/50
flotte oraninda, oda sicakliginda 30 dakika muamele edilir. % 100 flotte iceren
numuneler hidrotest aletinde 5 kg agirlik altinda 37 °%C’de 4 saat bekletilir. Bu siire

sonunda alinip 60 °C'yi gecmeyecek sekilde kurutulur. Akma ve renk degisimi gri skala

ile degerlendirilir [197].

3.10 Analitik Kimyada Verilerin istatiksel Degerlendirilmesi

Analitik yontem dogrulamasi, ydntemin amaglanan analitik uygulamanin tim

gereklerini  karsiladiginin, laboratuvar

¢alismalari

Dogrulamanin yapilmasi gereken durumilar:

e Taninma testleri
e Safsizliklarin miktar tayini

e Safsizliklarin limit testleri

e Bitmis Uiriinde etken maddenin kantitatif analizi

Analitik yontem parametreleri
a) Ozgiinlik

b) Dogrusallik

c) Konsantrasyon araligi

d) Dogruluk

e) Kesinlik

e Glin icinde tekrarlanabilirlik
e Gunler arasi tekrarlanabilirlik

e Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik
f) Deteksiyon limiti (LOD)

g) Kantitatif tayin limiti (LOQ)
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h) Saglamlik (Robustness)

i) Sistem uygunluk testi

3.10.1 Ozgiinliik

Validasyonun en 6nemli parametresidir, metod gelistirilirken ilk yapilmasi gereken

testtir. iki sekilde gerceklestirilir:

a) Safsizliklar ve bozunma urinleri gibi girisim yapabilecek maddelerin standartlari
mevcutsa gelistirilen yontemde bu maddelerin etken maddeden uygun bir ayrilma

glcli degerleriyle ayrildigi ispat edilmelidir.

b) Girisim yapan maddelerin standartlari saglanmiyorsa, 6rnek; 1si, 1sik, nem, asit, baz,
oksidasyon gibi stres sartlarina maruz birakilip sonuclar refereans madde ile

karsilastirihr.

3.10.2 Dogrusallik

Bu test, standart stok c¢Ozeltisinin seyreltiimesiyle ve/veya ayri tartimlar alinarak
gercgeklestirilir. Dedektor cevabina karsilik konsantrasyon grafigi cizilir (Kalibrasyon
grafigi). Egrinin dogrusalligi en kigik kareler yontemi ile degerlendirilir. Dogrunun

egimi, kayim degeri, korelasyon katsayisi dogrulugu belirler.

3.10.3 Konsantrasyon aralig

Yontemin dogruluk, kesinlik, dogrusallik testlerini gectigi konsantrasyon araligidir ve
dogrusallik calismalarindan metodun sinirlari belirlenir. incelenen konsantrasyon aralig

yontemin kullanimina gére degisir.

3.10.4 Dogruluk

Bir yontemin dogrulugu, o6lctilen miktarin gercek degere yakinligi olarak tanimlanir.
Genellikle geri kazanim calismasi yapilmakla beraber, bu test lic ybntemle

gerceklestirilir.

a) Standart ile karsilastirma : Analiz edilecek madde karisik bir matriks icinde degilse

bu yontemden vyararlanilir. Saf standart madde saglayan kuruluslardan analiz
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maddesinin standardi satin alinir. Farkli tartimla hazirlanmig en az Gg farkli
konsantrasyondaki c¢ozeltilerden 3 defa ol¢cim vyapilir, ¢ikan sonuglar baska bir

yontemle elde edile sonuglar ile kiyaslanir ve rapor edilir.

b) Geri kazanim : Analiz edilecek madde karisik bir matriks icinde ise bu yontemden
yararlanilir. Placebo hazirlanir ve etken maddesinin %50, 75, 100, 125, 150’sini iceren

konsantrasyonlarda ¢ozelti hazirlanir ve geri kazanim hesaplanir.

c) Standart katma yontemi : Analiz edilecek madde karisik bir matriks iginde ise ve

matriks hazirlamak imkansiz ya da ¢ok zorsa bu yontem tercih edilir.

3.10.5 Kesinlik
Uge ayrilir:

a) Giin ici tekrarlanabilirlik : Metodun kisa bir zaman igerisinde ayni uygulama
kosullarindaki kesinligidir. %100 konsantrasyonda hazirlanan tek bir 6rnegin en az 10
defa enjeksiyonu yapilir veya yontemin sinirlari igerisinde alinan 3 konsantrasyondan
3’er enjeksiyon yapilir. Pik alani veya pik yliksekligi degerlerinin bagil standart sapmasi

hesaplanir.

b) Giinler arasi tekrarlanabilirlik : Yontemin farkh analizciyle, farkh cihazda, farkli

glinlerde uygulanmasidir.

c) Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik : Farkli laboratuvarda yontemin
uygulanmasidir. Pik alani veya pik yuksekligi degerlerinin bagil standart sapmasi

hesaplanir.

3.10.6 Dedeksiyon limiti

Deteksiyon limitinin hesaplanmasinda yéntemin enstrimental olup olmadigina gore

birkag yaklasim vardir.

a) Gorsel degerlendirmeye dayanan yéntem : Genellikle enstriimental olmayan miktar
tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlari hazirlanir ve giivenilir

bir bicimde olglilebilecegi minimum konsantrasyon bulunur.
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b) Sinyal/Giiriiltii oranina dayanan yontem : Dislk konsantrasyonda hazirlanan 6rnek

¢Ozeltisi ile elde edilen sinyalin baseline glriltiisiine orani 3:1 olmalidir.

c) Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak istatiksel hesaplamalara dayanan yéontem :
Cahsilacak dalga boyu aralig belirlendikten sonra, analizi yapilacak maddeyi iceren ve
derisimleri bilinen bir dizi standart ¢ozelti hazirlanir ve absorbans degerleri, standart
¢ozeltilerin bilinen derisimlerine karsi grafige gecirilir ve boylece bir kalibrasyon grafigi
elde edilir. Bundan sonra bilinmeyen 6rnegin absorbans degeri 6lgllir ve kalibrasyon

dogrusunda bu degere karsilik gelen derisim saptanir.

3.10.7 Kantitatif Tayin Limiti

Kantitatif tayin limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimental olup olmadigina

gore birkag¢ yaklasim vardir.

a) Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem : Genellikle enstriimental olmayan miktar
tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlari hazirlanir ve giivenilir

bir bicimde ol¢lilebilecegi minimum konsantrasyon bulunur.

b) Sinyal/Giiriiltii oranina dayanan yontem : Dislk konsantrasyonda hazirlanan 6rnek

¢Ozeltisi ile elde edilen sinyalin baseline glriltiisine orani 10:1 olmalidir.

c) Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak istatiksel hesaplamalara dayanan yontem :
Calisilacak dalga boyu araligi belirlendikten sonra, analizi yapilacak maddeyi iceren ve
derisimleri bilinen bir dizi standart ¢ozelti hazirlanir ve absorbans degerleri, standart
¢Ozeltilerin bilinen derisimlerine karsi grafige gecirilir ve bdylece bir kalibrasyon grafigi
elde edilir. Bundan sonra bilinmeyen 6rnegin absorbans degeri 6lgilir ve kalibrasyon

dogrusunda bu degere karsilik gelen derisim saptanir.

[198, 199, 200].

3.10.8 Standart Ekleme Yontemi

Kalibrasyon egrileri icerigi bilinen standartlarla analitin kitle, hacim veya
konsantrasyonunun grafigidir. Gelen sinyaller neticesinde absorbans, elektromanyetik
Isimanin  emilsiyon siddeti, elektrokimyasal hiicrenin potansiyeli veya akimi,
kromatografik pik alani vb. degerler olculebilir. Veriler genellikle dogrudan grafige
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aktarilir. Grafik Uzerinde dogrusal bir ¢izgi elde edilmis fakat bazi noktalar disarida
kaliyorsa lineer regresyon analizi ile en optimum dogru elde edilebilir. Kalibrasyon
grafiklerinin kullanimi kolaydir. Clinki numune igindeki analit konsantrasyonu egriden
kolayca okunabilir veya egrinin dogrusal oldugu yerdeki faktori kullanilarak

hesaplanabilir.

Kalibrasyon egrisi yonteminde saf su icinde ¢ozindlrilmis saf bilesiklerden elde
edilen standart ¢ozeltiler kullanilir. Diger taraftan 6rnegin iginde bulunan bilinmeyen
diger maddeler ve diger bilesik matrisleri analiz islemi Gzerinde girisimlerde bulunarak
blyuk sistematik hatalarin yapilmasina neden olurlar. Buna matris etkisi denir ve bunu

onlemenin iki yolu vardir.

Bunlardan bir tanesi standart ¢ozeltilerin igine bilinmeyen 6rnekte bulundugu tahmin
edilen maddeleri katmaktir. Bu yontemin zorlugu bilinmeyen ¢ozelti igindeki yabanci
maddelerin ne olduklarini tahmin etmektir, zira matris bazen ¢ok karmasik bir karigim

olabilir.

Daha genel bir yaklasim da saf ¢bzlici ve saf bilesik yerine 6rnekten bir standart
hazirlamaktir. Burada bilinmeyen ¢ozeltinin absorbansi olgulir, igine belli miktarda
bilinen bir bilesik ilave edilir ve dlgiim tekrarlanir. iki ¢dzelti ilave yapilmadan énce ve
ilaveden sonra ayni icerige sahip olmalidirlar. Ayrica igerige uygunluk saglamak igin
bilinmeyen ¢ozeltiden pipetle birbirine esit miktarlar alinip, iki dereceli erlenmayer

sisesine aktarilir ve ikisine de su ilave edilerek ayni hacme getirilir.

Analizi yapilacak ¢ozeltiye belirli miktarlarda konsantrasyonu bilinen bir madde ilave

edilir ve bu isleme Standart Ekleme yontemi adi verilir.

Genel olarak kalibrasyon egrisi yonteminde ornege muhtelif standart ilavesi ile
olusturulan egride en dizgiin dogru elde edilir. X-ekseni ilave edilen standardin
konsantrasyonu ise (Spike konsantrasyonu) Beer Kanununa gore egrinin lineer olmasi

gerekir [201].
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y=0,002x+ 0,4458
R2 = 0,9983

-300 -200 -100 100 200 300

-0,2

Sekil 3.9 Standart Ekleme Egrisi. Dogrunun y eksenini kestigi nokta bilinmeyen 6rnegin
standart ilavesi yapilmadan verdigi absorbanstir. Bilinmeyen 6rnegin konsantrasyonu
x-kesintisinden hesaplanabilir
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BOLUM 4

DENEYSEL BOLUM

4.1 Malzemeler

4.1.1 Analizi Yapilan Materyal

Calismada, Y.T.U. Davutpasa kampisiinden toplanan taze kirmizi giil yapraklari

kullanildi.

4.1.2 Kullanilan Cihazlar ve Yardimci Geregler

Calismada Kern ABJ marka hassas terazi, Ultrasonik ekstraksiyon cihazi, intersonik
marka su banyosu, manyetik karistirici, isitici, sokslet ekstraksiyon diizenegi, normal
distilasyon diizenegi, termometre, geri sogutucu diizenegi, 10.10.45 mm kiivetler, mavi
banth slizge¢ kagidi, teknik cam malzemeler ve kumas boyama islemi igin yiin kumas
kullanildi. Absorpsiyon olg¢limleri icin Schimadzu UVPC yazilimi yiklenmis Schimadzu
UV-1800 cift 1sinh UV-VIS spektrofotometresi kullanildi ve spektrumlar 0,1 nm
araliklarla elde edildi. Verilerin diizenlenmeleri, regresyon ve istatiksel analizler igin

UVPC ve Excel yazilimlari kullanildi.

4.1.3 Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallar; HCI ( Hidroklorik asit), NaOH (Sodyum hidroksit),
C,HsOH (Etanol), KH,PO,; (Potasyum dihidrojen fosfat), CH3COOH (Asetik asit),
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CH3COONa (Sodyum asetat), C3H¢O (Aseton), CHsOH (Metanol), NaHCOs; (Sdyum
bikarbonat), KCl (potasyum klorir), H,O, (Hidrojen peroksit) ve NaNO, (Sodyum nitrit)
analitik safliktadir. Ayrica galismalarimizda distile su kullanildi. Kullanilan tim kimyasal

maddeler analitik saflikta olup E. Merck ve Riedel firmasinin Griinleridir.

Cozeltilerin Hazirlanmasi

e 0,1 N HCI Cozeltisi : 8,25 mL HCI ( % 37 lik; M=36,46 g/mol ; d=1,19 g/mL ) alindi ve

hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

e 0,1 N NaOH Cozeltisi : 4 g NaOH ( M=40 g/mol) distile suda ¢oziilerek hacim 1 litreye

distile su ile tamamlandi.

e 0,1 N CH;COOH Cézeltisi : 5,8 mL CH3COOH ( %99, M= 60 g/mol, d=1.05 g/mL ) alindi

ve hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

e 0,2 M HCI Cozeltisi : 16,5 mL HCI ( % 37 lik ; M=36,46 g/mol ; d=1,19 g/mL ) alindi ve

hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

e 0.2 M CH;COONa.3H,0 Cozeltisi : 27.2 g CH3COONa.3H,0 (M=136.03 g/mol) tartildi

ve hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

e 0.2 M CH;COOH Cozeltisi : 11.55 mL CH3COOH (%99, M= 60 g/mol, d=1.05 g/mL)

alindi ve hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

e 2 M CH3COOH Coézeltisi : 11.55 mL CH3COOH (%99, M= 60 g/mol, d=1.05 g/mL) alindi

ve hacim distile su ile 100 mL'ye tamamlandi.

e 2 M CH;COONa.3H,0 Cozeltisi : 27,2 g CH3COONa.3H,0 (M=136.03 g/mol) tartildi ve

hacim distile su ile 100 mL'ye tamamlandi.

e 0,1 M KH,PO, Cdzeltisi : 0,68 g KH,PO, (M:136,09 g/mol) tartildi ve hacim distile su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

e 0,2 M KCI Cozeltisi : 14,2 g KCl tartildi ve hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

e 0,05 M NaHCO; Cdzeltisi : 4,2 g NaHCOs ( 84,0 g/mol) tartildi ve hacim distile su ile 1

litreye tamamlandi.

»pH: 1,0 : 0,3725 gram KC| tartildi ve lzerine 67,0 mL 0,2 M HCI ¢ozeltisi ilave

edilerek karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlandi.
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»pH: 2,0 : 0,3725 gram KCl tartildi ve Uzerine 6,5 mL 0,2 M HCl ¢ozeltisi ilave
edilerek karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlandi.

»pH: 4,0: 0,2 M CH3COOH ¢ozeltisinden 41,0 mL alindi ve tizerine 0,2 M CH;COONa
¢ozeltisinden 9,0 mL ilave edilerek karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

»pH: 4,5 : 2 M CH;COONa ¢ozeltisinden 4,15 mL alindi ve Uzerine 2 M CH3COOH
¢Ozeltisinden 5,85 mL ilave edilerek karistirildi ve hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

»pH: 6,0 : 50 mL 0,1 M KH,PO,4 ¢Ozeltisi Gzerine 5,6 mL 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ilave
edilerek karistirildi ve hacim saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.

»pH: 7,0 : 50 mL 0,1 M KH,PO4 ¢Ozeltisi Gzerine 29,1 mL 0,1 M NaOH cozeltisi ilave
edilerek karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi

»pH: 8,0 : 50 mL 0,1 M KH,PO, c¢Ozeltisi alindi ve lizerine 46,1 mL 0,1 M NaOH
¢Ozeltisi ilave edilerek karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

»pH: 10,0 : 50 mL 0,05 M NaHCO3 ¢ozeltisi Gizerine 10,7 mL 0,1 M NaOH c¢ozeltisi ilave
edilerek karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

»pH:12,0 : 25 mL 0,2 M KCI ¢ozeltisi Gzerine 6,0 mL 0,2 M NaOH cozeltisi ilave

edilerek karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlandi.

4.1.4 Ekstraksiyon islemlerinde Kullanilan Cozeltiler

eEtanol / 0,1 N HCI Cozeltisi (90:10, v/v) : 90 mL C,HsOH uzerine 10 mL 0,1 N HCI

¢Ozeltisi ilave edildi.

eEtanol / 0,1 N CH3COOH Cézeltisi (90:10, v/v) : 90 mL C,HsOH Uzerine 10 mL 0,1 N

CH3COOH c¢ozeltisi ilave edildi.
eEtanol / Metanol Cozeltisi (90:10, v/v) : 90 mL C,HsOH tizerine 10 mL CH3OH ¢ozeltisi

ilave edildi.

eEtanol / Aseton Cozeltisi (90:10, v/v) : 90 mL C,HsOH uzerine 10 mL C3HgO ¢Ozeltisi

ilave edildi.

e Metanol / 0,1 N HCl Cozeltisi (90:10, v/v) : 90 mL CH3OH uzerine 10 mL 0,1 N HCI

¢Ozeltisi ilave edildi.
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eMetanol / 0,1 N CH3COOH Cdzeltisi (90:10, v/v) : 90 mL CH3OH lizerine 10 mL 0,1 N

CH3COOH cozeltisi ilave edildi.
eMetanol / Aseton Cozeltisi (90:10, v/v) : 90 mL CH3OH lizerine 10 mL C3HgO ¢ozeltisi

ilave edildi.

eMetanol / Etanol Cozeltisi (90/10, v/v) : 90 mL CH;OH Ulzerine 10 mL C,HsOH ¢ozeltisi

ilave edildi.

eAseton / Etanol Cozeltisi (90/10, v/v) : 90 mL C3HgO lizerine 10 mL C,HsOH ¢ozeltisi

ilave edildi.

¢ Aseton / Metanol Cézeltisi (90/10, v/v) : 90 mL C3HgO tizerine 10 mL CHsOH ¢ozeltisi

ilave edildi.

eAntosiyanin stok ¢ézeltisi : 0,125 g saf antosiyanin tartildi ve hazirlanan Etanol/0,1 N

HCl (90/10, v/v) c¢ozeltisi ilave edilerek ¢ozliinmesi icin ultrasonik banyoda bekletildi.
Cozunme gergeklestikten sonra Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozeltisi ile 100 mL’ ye

tamamlandi. Boylece 125 pg/mL’lik stok ¢ozelti hazirlanmis oldu.

4.1.5 Yiinli Kumas Boyamada Kullanilan Kimyasal Madde ve Cihazlar

4.1.5.1 Mordan Olarak Kullanilan Metal Tuzlari

1) Potasyum dikromat ( K,Cr,05 ): 296 g/mol

2) Aliminyum nitrat ( Al(NOs) 3.9H,0 ): 375 g/mol

3) Potasyum aluminyum sapi ( KAI(SO4),.12H,0 ): 475 g/mol
4) Demir (lll) kloriir ( FeCls.6H,0) : 270,204 g/mol

5) Bakir (Il) klortr (CuCl,.2H,0) : 170,452 g/mol

6) Gumus nitrat (AgNOs) : 169,873 g/mol

7) Magnezyum kloriir (MgCl,.6H,0): 203.31 g/mol

8) Demir (Il) stlfat (FeS0O4.7H,0) : 278,05 g/mol

Kullanilan tim kimyasal maddeler analitik saflikta olup E. Merck ve Riedel firmasinin
Urtnleridir. Kullanilan metal tuzlari, mordanh boyama islemlerinde de ayni siralamayla

uygulandi.
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4.1.5.2 Kumas Boyamada Kullanilan Cihazlar ve Materyaller

Boyama makinesi (ATAC, 8 tlpli), 1stk hasligi cihazi (Light fastness, 700 Apollo James H.
Heal & Co. Ltd.) , renk 6lciim cihazi (Spectro Eye X-rite), sirtinme cihazi ( El tahrikli
Krockmeter ), su distilasyon cihazi, pH kagidi, stizge¢ kagidi ve teknik cam malzemeler.
% 100 yinlu kumas parcaciklari, Altinyildiz fabrikasindan temin edildi. Gramaji 188
g/mz' dir.

4.1.6 Giil Yapraklarindan Dogal Boyarmadde Eldesinde Kullanilan Ekstraksiyon

Yontemleri

Gul yapraklarindan dogal boyarmadde eldesinde su yontemler kullanildi:
1-) Ultrasonik Ekstraksiyon

2-) Sokslet Ekstraksiyonu

3-) Kondanse Reflaks Ekstraksiyonu (Normal Distilasyon)

4-) Marine Ekstraksiyonu (Cozlctde bekletme)

5-) Manyetik Karistirici ile Ekstraksiyon

4.1.7 Ultrasonik Ekstraksiyon i¢in Coziicii Se¢imi

Ultrasonik banyo kullanilarak, gil yapraklarindaki antosiyaninlerin ekstraksiyonu icin

literatlrde verilen ¢6zlicl sistemleri denendi. Bunlar;
1) Etanol/ Metanol (90/10, v/v)

2) Metanol/ Etanol (90/10, v/v)

3) Aseton/ Metanol (90/10, v/v)

4) Aseton/ Etanol (90/10, v/v)

5) Metanol/Aseton (90/10, v/v)

6) Etanol/ Aseton  (90/10, v/v)

7) Metanol/0,1 N HCl (90/10, v/v)

8) Etanol/ 0,1 N HCl (90/10, v/v)
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9) Metanol/ 0,1 N CH;COOH (90/10, v/v)

10)Etanol/ 0,1 N CHsCOOH (90/10, v/v)

4.1.8 Giil Yapraklarindan Antosiyanin Ekstraksiyonu

Yukarida verilen ¢oziict sistemleri gll yapragli numunelerine uygulandi. Ekstraksiyon
icin 1 gram gl yaprag tartilip, silifli erlene alindi ve 25 mL segilen ¢dzlici karigimi ilave
edildi ve ultrasonik banyoda 40 dakika bekletildi (25 °C). Elde edilen ekstraksiyon
numuneleri mavi bant slizge¢ kagitlari yardimiyla slizlildii. Gl yapraklarina 3 defa
yikama islemi uygulandi. Daha sonra elde edilen stziintliiniin hacmi, hangi ¢6zicu
karisimiyla ¢alisiliyorsa o ¢oziicli karisimiyla 50 mL'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 5 mL
alinip calisilan ¢ozich karisimiyla 10 mL’ye seyreltme islemi yapildi. Elde edilen
¢ozeltilerin Uv-Vis spektrofotometre cihazi ile absorbans degerleri okundu ve sonuglar
karsilastirildi.  Blank ¢ozeltisi c¢alisilan ¢o6zici karisimi  oldu. Yukarida verilen

ekstraksiyon islemi 10 farkh ¢o6ziict karisimi igin ayri ayri tekrarlandi.

4.1.9 Ultrasonik Ekstraksiyon igin Segilen Etanol / 0,1 N HCI Oraninin Saptanmasi

Yapilan ¢ozlcli se¢me calismalari sonucunda Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢6zlci
karisimi uygun ¢oziict olarak saptandi. Daha sonra Etanol/0,1 N HCI ¢oziici karisimi

icin farkh Etanol/asit oranlarinda denemeler tekrarlandi.
Bu oranlar;

1) (10/90), 2) (20/80), 3) (30,70), 4) (40/60), 5) (50,50), 6) (60,40), 7) (70/30), 8)
(80/20), 9) (90/10)

seklindedir. 1 gram gil yapragi icin ekstraksiyon prosedirimiizdeki (Bolim 4.1.8)

basamaklar uygulandi.

4.1.10 Solid/likid Oraninin Saptanmasi

Yapilan ekstraksiyon islemleri sonrasinda Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozlicl karisimi
en uygun olan karisim olarak secildi. 1 gram giil yaprag icin gerekli ¢6zlici miktarini
saptamak icin degisik oranlarda gl yapragi / ¢6zicu karisimi kullanarak ekstraksiyon

¢alismalari tekrarlandi.
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»1/10, 1/20, 1/30, 1/40 solid/likid oranlari icin segtigimiz ¢ozlici karisimi kullanilarak
ultrasonik banyoda 40 dakika ekstraksiyon islemi uygulandi (25 °C). Elde edilen
ekstraktlar mavi bant sizgec¢ kagidi yardimiyla siizildl, kullanilan ¢oziciyle yikama
islemi yapildi ve hacim 50 mL’ye ¢6ziicliyle tamamlandi.

»1/60 ve 1/80 solid/likid oranlari igin sectigimiz ¢ozlici karisimi kullanilarak ultrasonik
banyoda 40 dakika ekstraksiyon islemi uygulandi (25 °C). Elde edilen ekstraktlar mavi
bant slizge¢ kagidi yardimiyla siizlildli, kullanilan ¢6ziclyle yikama islemi yapildi ve

hacim 100 mL’ye ¢Oziicliyle tamamlandi.

Elde edilen 50 mL’lik ¢ozeltilerden 5 mL alinip segilen ¢6zicu karisimiile 10 mL’'ye (1/2)
seyreltme yapildi. Daha sonra numunelerin blank ¢ozeltisine (Etanol/0,1 N HCI, (90/10,

v/v) karsi Uv-Vis spektrofotometre cihazinda absorbans degerleri okundu.

Elde edilen 100 ml’lik ¢ozeltiden alinip seyreltme yapilmadan numunelerin blank
¢ozeltisine (Etanol/0,1 N HCI, (90/10, v/v) karsi Uv-Vis spektrofotometre cihazinda

absorbans degerleri okundu.

4.1.11 Solid/likid Orani igin Ekstraksiyon Siiresinin Saptanmasi

Solid/likid oranini 1/40 olarak saptadiktan sonra, ekstraksiyon siiresinin saptanmasi igin
1 gram gul yaprag tartildi ve silifli erlene konularak (izerine 40 mL Etanol/0,1 N HCI
(90/10, v/v) g¢ozicu karisimi ilave edildi. 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika ultrasonik
ekstraksiyona tabi tutulan gil numuneleri daha sonra mavi bant slizge¢ kagidi
yardimiyla stzilerek, ¢oziict karisimi ile 3 kere yikama islemi yapildiktan sonra ayni
¢Oziiciiyle 50 ml'ye tamamlandi. Uv-Vis spektrofotometre cihazinda absorbans
degerleri okundu. Ekstraksiyon islemi 2. ve 3. kez, 10 ve 40 dakika ekstraksiyon sireleri

icin kalinti glil yapraklarina uygulandi.

4.2 Calismada Kullanilan Diger Ekstraksiyon Yontemleri

Calismamizda, ultrasonik ekstraksiyon disinda sokslet ekstraksiyon, normal distilasyon,
marine ekstraksiyon ve manyetik karistirici yardimiyla yapilan ekstraksiyon islemleri de

denendi.
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4.2.1 Sokslet Ekstraksiyonu (S.E.)

Ultrasonik ekstraksiyon igin segilen Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozlici karisimi,
sokslet ekstraksiyonunda da kullanildi. 5 gram giil yaprag hassas terazide tartilip,
kartusa konuldu. Cam balona kaynama taslari ve Etanol/0,1 N HCl (90/10, v/v)
ekstraksiyon ¢ozliclisi 700 mL kadar konuldu. Dizenek kurulduktan sonra sogutma
suyu acildi ve isitici orta seviyede calistirildi. Dizenegimizin bir sifon yapmasi icin
ekstraksiyon islemimiz 6 saat slirdi. Elde edilen sokslet ekstresinde ¢ozlicliniin geri
kazanilmasi rotary evaparatorde yapildi. Gil ekstresinin toplam hacmi 150 mL olacak
sekilde ¢ozictu karisimi uguruldu. Elde edilen gll ekstresi mavi bant sizge¢ kagidi
yardimiyla stizlildii. Elde edilen giil ekstresine calismada kullanilan 3 kantitatif yontem

ayri ayri uygulandi. Calisma 3 kez tekrarlandi.

4.2.2 Normal Distilasyon (N.D.)

Ultrasonik ekstraksiyon igin secilen Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozlci karisimi,
normal distilasyon diizenegi icin yapilan islemlerde de kullanildi. 5 gram gil yapragi
hassas terazide tartilip destilasyon balonuna konuldu. Ayrica destilasyon balonuna
kaynama taslari da konuldu. Destilasyon balonuna 120 — 130 mL kadar ¢ozlict karisimi
ilave edildi. Dlzenek kurulduktan sonra sogutma suyu acildi ve isitici orta seviyede
cahistinldi. 2,5 saat sonunda isitici kapatildi ve diizenek soguduktan sonra giil ekstresi
mavi bant sizgec¢ kagidi yardimiyla slzildi hacim 150 ml'ye ¢Oziici karisimiyla
tamamlandi. Elde edilen giil ekstresine ¢alismada kullanilan 3 kantitatif yontem ayri

ayri uygulandi. Calisma 3 kez tekrarlandi.

4.2.3 Marine Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon icin secilen Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢oziici karisimi,
marine ekstraksiyonu isleminde de kullanildi. 1 gram gil yapragl hassas terazide
tartilip, silifli erlene alindi ve 40 mL Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozlic karisimi ilave

edildi. 24 saat ve 48 saat sonunda 6l¢tiimler alindi. Calisma 3 kez tekrarlandi.
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4.2.4 Manyetik Kanigtirici Kullanilarak Yapilan Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon igin segilen Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozlici karisimi,
manyetik karistirici kullanilarak yapilan islemlerde de kullanildi. 1 gram gil yapragi

tartilip, tzerine 40 mL ¢ozlicl eklendi ve asagidaki islemler uygulandi.

a) 2 saat manyetik karistiricida karistirildi, Uv-Vis spektrofotometre’de 6l¢tim alindi.

b) 2 saat karistirilip 6l¢iim alinan numune(a’daki numuneden), 24 saat bekletilip tekrar
Uv-Vis spektrofotometre’de 6lgiim alindi. Bozunma olup olmadigi kontrol edildi.

c) 2 saat karistirip 24 saat beklettikten sonra 6lctim alindi.

d) Karistirma islemi yapilmadan hazirlanan numune, 24 saat bekletildi ve elde edilen
gll ekstreleri mavi bant sizge¢ kagidi yardimiyla stzildi ve hacmi 50 ml'ye ¢6ziici

karisimiyla tamamlandi ve Uv-Vis spektrofotometre’de olglimler alindi.

Yapilan tiim islemler 2 kez tekrar edildi.

4.3 Boyarmaddenin Cesitli Faktorlere Karsi Bozunmasinin incelenmesi

Gul yaprag ekstresinin sicakliga, pH’a, hava oksijenine, Uv 1siga, H,0, ve NaNO,
ilavesine karsi bozunmalari incelendi. Ayrica 0,1 N NaOH’e karsi titrasyon islemi de

yapild.

4.3.1 Boyarmaddenin Sicakliga Karsi Bozunmasinin incelenmesi

Bu calismada ekstraksiyon stiresi 40 dakika olarak uygulandi. Calisma sicakliklari 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 °C olacak sekilde secildi. Su banyosunda bekletilen giil
ekstresinden yukarida belirtilen sicakliklara ulasildiginda 5 mL alindi ve sogumasi
beklendikten sonra ¢oziict karisimiyla hacim 10 mL'ye tamamlandi. Gl numuneleri su
banyosunda belirtilen sicakliklarda 20’ser dakika bekletildi ve tim &rneklerin
sicakhiklarinin oda sicakligina dismesinin ardindan Uv-Vis spektrofotometre’de
Olctiimler alindi. Calismalar 2 kez tekrar edildi. Blank ¢ozeltisi, Etanol/0,1 N HCI (90/10,

v/v) ¢cozlicUsudur.
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4.3.2 Boyarmaddenin pH’ a Karsi Bozunmasinin incelenmesi

5 gram gl yapragi tartilip silifli erlene konuldu ve 40 mL Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v)
¢Ozlicl karisimi ilave edilerek ultrasonik banyoda 10 dakika bekletildi ve mavi bant
suzgec¢ kagidi yardimiyla stzildia ve ¢ozlici karisimiyla hacim 50 mL'ye tamamlandi.
Ayni gul yapraklarina 2. ve 3. ekstraksiyonlar igin benzer islemler uygulandi. 3
ekstraksiyon sonucunda elde edilen giil ekstreleri birlestirildi. Ve elde edilen 150 mL’lik

ekstraksiyon numunesinden 1’er mL alinip, pH tamponlariyla 10 mL’ye tamamlandi.
Ayrica standart antosiyanin ¢ozeltisinin de pH’ a karsi bozunmasi incelendi.

Calisilan pH’lar; 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 ‘dir. Hazirlanan pH tampon ¢ozeltileri kullanilarak

numuneler 10 mL’ye tamamlandi. Her bir ¢ozelti igin UV spektrumu alindi. Blank
¢Ozeltisi olarak her pH degeri icin ¢alisilan (kendi) pH tamponlari kullanildi. Calisma 2

kez tekrar edildi.

4.3.3 Boyarmaddenin Hava Oksijenine Karsi Bozunmasinin incelenmesi

Marine ekstraksiyonu isleminde 24 saat bekletilen gil ekstresi ile boyarmaddenin hava
oksijenine karsi bozunmasi incelendi. Bu ¢ozeltiden 50 mL kadar ¢ozelti bir behere
alindi ve agzi agik beherde hava ile temas halinde birakildi. Cesitli zaman araliklarinda
bu c¢o6zeltiden, 5 mL alinip hacim 10 ml’ye Etanol/0,1 N HCl (90/10, v/v) ¢oziicu
karisimiyla tamamlandi ve UV —Vis spektrofotometre’de dlciimler alindi. Blank ¢ozeltisi

¢Ozicu karisimidir. Calisma 2 kez tekrar edildi.

Calisilan zaman araliklari: 0, 20 dakika, 30 dakika, 40 dakika, 50 dakika, 60 dakika, 90

dakika, 120 dakika ve 180 dakika.

4.3.4 Boyarmaddenin UV Lamba Altinda Bozunmasinin incelenmesi

Marine ekstraksiyonu isleminde 24 saat bekletilen gl ekstresi ile boyarmaddenin UV
Isiga karsi bozunmasi incelendi. Bu ¢ozeltiden 50 mL kadar ¢ozelti silifli bir erlene alindi
ve 125 watt’'lik UV 1sik kaynag ile arasinda yaklasik 25 cm mesafe olacak sekilde bir
kabin icine vyerlestirildi. Uv lamba altinda bekletilen c¢o6zeltiden c¢esitli zaman

araliklarinda, 5 mL alinip hacim 10 ml’ye Etanol/0,1 N HCl (90/10, v/v) ¢ozlicl
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karisimiyla tamamlandi ve UV —Vis spektrofotometre’de élglimler alindi. Blank ¢dzeltisi

¢Ozlcl karisimidir. Calisma 2 kez tekrar edildi.

Calisilan zaman araliklari : 30 dakika, 1 h,2h,3 h,4h,5h, 6 h, 24 h.

4.3.5 Boyarmaddenin Yiikseltgen ve indirgenlere Karsi Bozunmasinin incelenmesi

Marine ekstraksiyonu isleminde 24 saat bekletilen giil ekstresinde boyarmaddenin
H,0, ilavesine karsi bozunmasi incelendi. Bu ¢ozeltiden 25 mL kadar ¢ozelti bir behere
alindi ve lzerine 5-6 damla H,0, c¢Ozeltisi damlatiip 5 dakika beklendi ve rengin

kayboldugu gozlendi.

Marine ekstraksiyonu isleminde 24 saat bekletilen gil ekstresinde boyarmaddenin
NaNO, ilavesine karsi bozunmasi incelendi. Bu ¢ozeltiden 25 mL kadar ¢o6zelti bir
behere alindi ve Uzerine 5-6 damla % 10’luk NaNO, ¢o6zeltisi damlatiip 5 dakika

beklendi ve rengin kahverengi-yesile dondugi gozlendi.

4.3.6 NaOH’e Karsi Titrasyon

Marine ekstraksiyonu isleminde 24 saat bekletilen gtil ekstresinden, titrimetrik olarak
miktar tayin etme ve ayrica asidin kuvvetini gérebilmek amaciyla 25 mL’lik bir ¢ozelti
alinarak, 0,1 N NaOH degisik miktarlarda ilave edilerek pH 6lcimi yapildi ve renk

degisimleri kontrol edildi.

4.4 Toplam Antosiyaninin Kantitatif Tayini igin Gelistirilen Yontemler ve Standart

Yontem

4.4.1 Spektrumlarin Cizilmesi igin Gelistirilen Yontemler

Gul yapraklarindan dogal boyarmadde eldesi icin uygulanan ekstraksiyon islemleri ile
elde edilen ekstrelerde antosiyanin tayini icin absorpsiyon, 1. tlirev absorpsiyon ('D),
fark spektroskopisi ve pH diferansiyel referans yontemleri kullanildi. Absorpsiyon ve
tlrev yontemlerinde spektrumlarin ¢izilmesinde absorpsiyon spektrumlari, Etanol/0,1
N HCI (90/10, v/v) ¢6zlici karisimina karsi, fark tiirev spektroskopik yontemde, pH 1,0
ve pH 7,0 'ye karsi 400 — 600 nm dalga boyu araliginda, referans yontem igin 300 — 800
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nm dalga boyu araliginda distile suya karsi 1 nm bant genisliginde ve 1200 nm/dk

tarama hizi ile alindi.

4.4.2 Absorpsiyon Spektroskopisi Yontemi ( Yontem 1)

4.4.2.1 Absorpsiyon ve Tiirev Spektroskopisi Yontemi (Yontem 1.a ve 1.b) ile Giil

Yapraklarinda Antosiyanin Tayini i¢in Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi

125 pg/mL stok antosiyanin ¢ozeltisinden 1, 2, 3, 4 ve 5 mL alinarak 10 mL’lik balon
jojelere aktarildi ve Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢Ozictu karisimi ile hacmine
tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra absorpsiyon ve 1. tiirev absorpsiyon

spektrumlari alindi. Calisma 3 kez tekrarlandi.

4.4.2.2 Absorpsiyon ve Tirev Spektroskopisi Yontemi ( Yontem 1.a ve 1.b )’'nin Giil

Yapragina Uygulanmasi

Gul yapraklari kiiglik parcalara ayrildiktan sonra 5 gramlik 6rnek hassas terazi ile tartildi
ve 100 ml’lik kapakh silifli erlene alindiktan sonra lizerine 40 mL Etanol/0,1 N HCI
(90/10, v/v) ¢ozlcu karisimi ilave edildi. Ultrasonik banyoda 10 dakika ekstraksiyon
islemine tabi tutuldu. Erlen igindeki karisim mavi bandh slizge¢ kagidindan sizilda ve
hacim 50 mL’ye Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢6zlicli karisimi ile tamamlandi. Pes pese
3 ekstraksiyon islemi ayni gl yapraklarina 10’ar dakika stire ile uygulandi. Hacimler 50
mL’ye tamamlandigindan toplam ¢6zelti miktarimiz 3 ekstraksiyon sonunda 150 mL’dir.
Bu ¢ozeltiden 1, 2, 3, 4 ve 5 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ekstraksiyon
¢ozlictsu ile hacmine tamamlandi. Elde edilen ¢ozeltinin Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v)

¢Ozlicl karisimina karsi absorpsiyon (A) ve birinci tiirev (lD) absorpsiyon egrileri alindi.
Calisma 3 kez tekrarlandi.

Elde edilen antosiyanin iceren ekstrakta asagida belirtilen tim analiz yontemleri

uygulandi.
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4.4.3 Fark Spektroskopisi Yontemi ( Yontem 2.ave 2.b)

4.4.3.1 Fark Spektroskopisi Yontemi ( Yontem 2.a ve 2.b ) ile Gul Yapraklarinda

Antosiyanin Tayini igin Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi

125 pg/mL stok antosiyanin ¢ozeltisinden 4 seri olacak sekilde 1, 2, 3, 4 ve 5 mL
alinarak 10 mL’lik balon jojelere aktarildi. Yontem 2.a igin pH 4,5 ve pH 1,0 tampon
¢Ozeltileriyle ve Yontem 2.b icin pH 7,0 ve pH 1,0 tampon c¢ozeltileriyle hacmine
tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra Yéntem 2.a’da pH 4,5’a (referans hiicre) karsi
pH 1,0 (numune hicresi)’de hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri 532 nm’de ve
Yontem 2.b’de pH 7,0’ye(referans hiicre) karsi pH 1,0 (numune hiicresi)’de hazirlanan

¢Ozeltilerin absorbans degerleri 528 nm’de alindi. Calisma 3 kez tekrarlandi.

4.4.3.2 Fark Spektroskopisi Yontemi ( Yontem 2.a ve 2.b )’nin Gil Yapragina

Uygulanmasi

Bolim 4.4.2.2°de anlatildig gibi ekstraksiyon islemi ayni sekilde uygulandi. Elde edilen
ektraksiyon cozeltisinden 4 seri olacak sekilde 1, 2, 3, 4 ve 5 mL alinarak 10 mL’ik balon
jojeye aktarildi. Yontem 2.a icin pH 4,5 ve pH 1,0 tampon ¢o6zeltileriyle ve Yontem 2.b
icin pH 7,0 ve pH 1,0 tampon ¢ozeltileriyle hacmine tamamlandi. yice karistirildiktan
sonra elde edilen ekstraksiyon ¢ozeltisi Yontem 2.a’da pH 4,5’a (referans hiicre) karsi
pH 1,0 (numune hiicresi)’de hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri 532 nm’de ve
Yontem 2.b’de pH 7,0’e (referans hiicre) karsi pH 1,0 (numune hiicresi)’de hazirlanan

¢Ozeltilerin absorbans degerleri 528 nm’de alinmistir. Calisma 3 kez tekrarlandi.

4.4.4 Standart Yontem ( Referans Yontem ) ( Yontem 3)

4.4.4.1 Standart Yontem ( Referans Yontem ) ile Giil Yapraklarinda Antosiyanin

Tayini i¢in Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi

125 pg/mL stok antosiyanin ¢oOzeltisinden 2 seri olacak sekilde 1, 2, 3, 4 ve 5 mL
alinarak 10 mL’lik balon jojelere aktarildi. Birinci seri ¢ozeltiler pH 1,0 tampon c¢ozeltisi
ve ikinci seri cozeltiler pH 4,5 tampon c¢ozeltileriyle hacmine tamamlandi. lyice

karistirildiktan sonra 1. seri ¢ozeltilerin (pH:1,0 ile hazirlanan) ve 2. seri ¢ozeltilerin
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(pH:4,5 ile hazirlanan) distile suya karsi 300-800 nm dalga boyu araliginda ayri ayri
alinan absorpsiyon spektrumlarinda, 530 ve 700 nm’deki absorbans degerleri okundu.

Calisma 3 kez tekrarlandi.

4.4.4.2 Standart Yontemin ( Referans Yontem ) Giil Yapragina Uygulanmasi

Bolim 4.4.2.2’de anlatildigi gibi ekstraksiyon islemleri ayni sekilde uygulandi. Bu
¢Ozeltiden 2 seri olacak sekilde 1, 2, 3, 4 ve 5 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye
aktarildi. Yontem 3.a icin pH 1,0 ve Yontem 3.b icin pH 4,5 tampon cozeltileriyle
hacmine tamamland. lyice karistirildiktan sonra elde edilen ekstraksiyon ¢ozeltisi
Yontem 3.a’da distile suya (referans hicre) karsi pH 1,0 (numune hiicresi)’de ve
Yontem 3.b’de distile suya (referans hicre) karsi pH 4,5 (numune hicresi)'de
hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri 530 ve 700 nm’de okundu. Calisma 3 kez

tekrarlandi.

4.5 Gil Yapragi Numunelerinde Kantitatif Tayinler

Bolim 4.2.2.2'de anlatildigi sekilde uygulanan ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen gil ekstrelerine gelistirilen kantitatif yontemlerin uygulanmasiyla elde edilen
antosiyanin miktari mg A/ 100 g gil olarak hesaplandi. Hesaplar yapilirken, her bir
yontem icin ayri ayri hazirlanan o6lct egrileri kullanilarak absorbans degerlerinden

konsantrasyon degerlerine gecis yapildi. (A: Antosiyanin)

4.6 Validasyon Galismalari

Validasyon; bir metod veya o6l¢cim prosediriiniin, belirlenen amaglara uygunlugunun
objektif olarak test edilip belgelendirilmesidir (ISO/IEC 17025). Bu amagla
gerceklestirilen validasyon islemleri Bolim 3.6 ‘da detayli bir sekilde anlatildi.

Validasyon galismalari standart ¢ozelti ve ekstraksiyon numuneleri igin ayri ayri yapildi.

4.6.1 Standart Antosiyanin Cozeltisi icin Uygulanan Validasyon islemleri

Stok antosiyanin ¢ozeltisinden (125 pg/mL) 3 mL alindi ve her bir yéntem icin ayri ayri
uygulanmak suretiyle 10 mL’ye tamamlandi. Elde edilen standart antosiyanin ¢ozeltisi

kullanilarak ¢alismanin tekrarlanabilirligini (kesinligini) test etmek icin intra-day ( Giin
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ici ) ve inter-day ( Giinler arasi ) élgiimleri alinarak validasyon islemleri uygulandi. Ayni
sekilde hazirlanan 10’ar adet standart ¢ozeltiye her bir yontem ayri ayri uygulanarak
UV spektrofotometrede ilgili dalga boylarinda absorbans degerleri okundu ve her bir
yontem icin elde edilen kalibrasyon denklemleri yardimiyla miktar tayini yapildi. Her bir
yontem icin ortalama, standart sapma (SD), bagil standart sapma (RSD) hesaplari ve %

verim (geri kazanma) ¢alismalari yapildi.

Bolim 4.4.2.2°de anlatildigi gibi ekstraksiyon islemleri uygulanarak elde edilen giil
ekstrelerinde girisim yapan maddelerin matris etkisini gidermek amaciyla; gil
ekstresinden 2 mL alindi ve lzerine stok antosiyanin ¢ozeltisinden 1 mL ve 2 mL artan
derisimlerde ilave edildi. ilk numune c¢ozeltisine ilave yapilmadi ve UV
spektrofotometrede absorbans degeri Olclldi. Daha sonra numuneye 1 mL ve 2 mL
olacak sekilde standart ¢ozeltiden ilave yapildi. Ayni prosedir her bir yontem icin ayri
ayri uygulandi ve kalibrasyon egrileri elde edildi. Bu egrilerden vyararlanarak
ekstrelerdeki antosiyanin miktari mg antosiyanin / 100 g gul yapragi olarak hesaplandi

ve her bir ydontem igin % verim degerleri saptandi.

4.6.2 Giil Yaprag Ekstresine Uygulanan Validasyon islemleri

GUl yapragi ekstreleri igin; Bolim 4.4.2.2’de anlatildig1 sekilde ekstraksiyon islemi ile
elde edilen gil ekstresinden belli bir miktar alindi ve her bir yontem icin ayri ayri
uygulanmak suretiyle 10 mL’ye tamamlandi. Ayni sekilde hazirlanan 5’er adet numune
¢Ozeltisine her bir yontem ayri ayri uygulanarak UV spektrofotometrede ilgili dalga
boylarinda absorbans degerleri okundu. Her bir yontem icin ortalama, standart sapma

(SD), bagil standart sapma (RSD) ve % verim hesaplari yapildi.

Bolim 4.4.2.2’de anlatildig1 gibi ekstraksiyon islemleri uygulanarak elde edilen giil
ekstrelerinde ¢alismanin tekrarlanabilirligini (kesinligini) test etmek icin intra-day ( Giin

ici ) ve inter-day ( Ginler arasi ) dlctimleri alinarak validasyon islemleri uygulandh.

Kullandigimiz yontemlerin performansini izlemek icin, ilgili bilesiklerin en diisiik tespit
edilebilir (LOD) ve en dislik hesaplanabilir (LOQ) limit degerleri her bir ydontem igin ayri

ayri hesaplandi.
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4.7 Kumas Boyamada Uygulanan Yontemler

YinlG kumas parcgaciklarina Bolim 2.11.3’de belirtilen boyama yontemleri ayri ayri
uygulandi ve boyanmis ylinli kumas parcaciklarinin renk kodlari belirlenerek, sirtiinme

hasliklari, 1sik hashklari ve ter hasliklari tespit edildi. Ayrica reflektans egrileri ¢izildi.

4.7.1 1.Yontemle Yinlii Kumas Boyama ( Tannik asit+Mordan->Boya )

Tim boyamalarda 0,2 g mordan tuzu ve 0,1 g tannik asit pH 4,0 tampon ¢6zeltisinde
¢ozlilerek hacim 100 mL'ye tamamlandi. Yinli kumas pargaciklari (5 gram), hazirlanan
¢ozeltide 100 °C’de 30 dakika kaynatildi. Kaynatma siiresi sonunda, yinli kumas
parcaciklari 6nce soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi ve iyice sikildi. 25
mL gil ekstresi, ¢alisilacak pH’daki tampon ¢ozelti ile 100 mL'ye tamamlandi. Yinli
kumas parcaciklari elde edilen boya cézeltisinde tekrar 100 °C’de 60 dakika kaynatildi.
Kaynatma islemi sona erdiginde, yunli kumas parcaciklari 6nce soguk, sonra kaynamis
sicak destile su ile tekrar yikandi, sikildi ve slzge¢ kagitlarinin (zerine serilerek

kurutuldu.

4.7.2 2.Yontemle Yinlii Kumas Boyama ( Boya -»Tannik asit+Mordan )

Tim boyamalarda, 25 mL gil ekstresi, pH 4,0 tampon c¢ozeltisi ile 100 ml'ye
tamamlandi. Yiinli kumas parcaciklari (5 gram), hazirlanan boya ¢ozeltisinde 100 °C’de
60 dakika kaynatildi. Kaynatma siresi sonunda, yinli kumas parcaciklari 6nce soguk,
sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi ve iyice sikildi. 0,2 g mordan tuzu ve 0,1 g
tannik asit pH 4,0 tampon ¢oOzeltisinde ¢ozllerek hacim 100 mL'ye tamamlandi. Yinlu
kumas parcaciklari elde edilen c¢ozeltide, tekrar 100 °C’'de 30 dakika kaynatildi.
Kaynatma islemi sona erdiginde, yunli kumas parcaciklari dnce soguk, sonra kaynamis

sicak destile su ile yikandi, sikildi ve slizgeg kagitlarinin tizerine serilerek kurutuldu.

4.7.3 3. Yontemle Yiinlii Kumas Boyama ( Tannik asit-»Boya->Mordan )

Tim boyamalarda 0,1 g tannik asit pH 4,0 tampon c¢ozeltisinde ¢oziilerek hacim 100

mL’ye tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari hazirlanan ¢ozeltide 100 °C’de 30 dakika

kaynatildi. Kaynatma siresi sonunda, 6nce soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile

yikandi ve iyice sikildi. 25 mL gul ekstresi pH 4,0 tampon c¢Ozeltisi ile 100 mlL'ye
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tamamlandi. Yunli kumas parcaciklari, elde edilen boya cozeltisinde 100 °C’'de 60
dakika kaynatildi. Kaynatma islemi sona erdiginde, ylnli kumas parcaciklari 6nce
soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi ve iyice sikildi. 0,2 g mordan tuzu, pH
4,0 tampon c¢ozeltisinde ¢ozilerek hacim 100 mL’ ye tamamlandi. YUnli kumas
parcaciklari, elde edilen c¢ozeltide tekrar 100 °C’de 30 dakika kaynatildi. Kaynatma
islemi sona erdiginde, yiunli kumas parcaciklari 6nce soguk, sonra kaynamis sicak

destile su ile yikandi, sikildi ve stizgec¢ kagitlarinin tzerine serilerek kurutuldu.

4.7.4 4.Yontemle Yinlii Kumas Boyama ( Tannik asit<»Mordan->Boya )

Tim boyamalarda 0,1 g tannik asit pH 4,0 tampon ¢ozeltisinde ¢6ziilerek hacim 100
mL’ye tamamlandi. Yiinli kumas parcaciklari hazirlanan ¢ézeltide 100 °C’de 30 dakika
kaynatildi. Kaynatma slresi sonunda, 6nce soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile
yikandi ve iyice sikildi. 0,2 g mordan tuzu pH 4,0 tampon ¢ozeltisinde ¢ozilerek hacim
100 ml’ye tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari, elde edilen ¢ézeltide 100 °C’de 30
dakika kaynatildi. Kaynatma siiresi sonunda, 6nce soguk, sonra kaynamis sicak destile
su ile yikandi ve iyice sikildi. 25 mL gul ekstresi pH 4,0 tampon ¢ozeltisi ile 100 mL’ye
tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari, elde edilen boya ¢ozeltisinde tekrar 100 °C’de
60 dakika kaynatildi. Kaynatma islemi sona erdiginde, yinli kumas pargaciklari énce
soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi, sikildi ve slizge¢ kagitlarinin tzerine

serilerek kurutuldu.

4.7.5 5. Yontemle Yiinlii Kumas Boyama ( Mordan->Boya->Tannik asit )

Tim boyamalarda 0,2 g mordan tuzu pH 4,0 tampon ¢ozeltisinde ¢oziilerek hacim 100
mL’ye tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari hazirlanan ¢dzeltide 100 °C’de 30 dakika
kaynatildi. Kaynatma siresi sonunda, 6nce soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile
yikandi ve iyice sikildi. 25 mL gl ekstresi, pH 4,0 tampon c¢ozeltisi ile 100 mL'ye
tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari, elde edilen boya c¢ézeltisinde tekrar 100 °C’de
60 dakika kaynatildi. Kaynatma islemi sona erdiginde, ylnli kumas parcaciklari 6nce
soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi ve iyice sikildi. 0,1 g tannik asit pH 4,0
tampon c¢ozeltisinde ¢ozilerek hacim 100 mL'ye tamamlandi. Yiinlii kumas parcaciklari

hazirlanan ¢ézeltide 100 °C’'de 30 dakika kaynatildi. Kaynatma siiresi sonunda, énce
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soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi, sikildi ve stizge¢ kagitlarinin Gzerine

serilerek kurutuldu.

4.7.6 6. Yontemle Yinlii Kumas Boyama ( Mordan->Boya )

Tim boyamalarda 0,2 g mordan tuzu pH 4,0 tampon ¢ozeltisinde ¢ozililerek hacim 100
mL’ye tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari hazirlanan ¢ézeltide 100 °C’de 30 dakika
kaynatildi. Kaynatma siiresi sonunda, énce soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile
yikandi ve iyice sikildi. 25 mL gil ekstresi pH 4,0 tampon c¢ozeltisi ile 100 mL'ye
tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari, elde edilen boya ¢dzeltisinde tekrar 100 °C’de
60 dakika kaynatildi. Kaynatma islemi sona erdiginde, yunli kumas pargaciklari 6nce
soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi, sikildi ve stizgeg¢ kagitlarinin izerine

serilerek kurutuldu.

4.7.7 7.Yontemle Yinli Kumas Boyama ( Boya->Tannik asit->Mordan )

Tim boyamalarda, 25 mL gtil ekstresi pH 4,0 tampon ¢ozeltisinde ¢ozilerek hacim 100
mL’ye tamamland. Yiinli kumas parcaciklari, hazirlanan boya ¢ézeltisinde 100 °C’de 60
dakika kaynatildi. Kaynatma siresi sonunda, yunli kumas parcaciklari, énce soguk,
sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi ve iyice sikildi. 0,1 g tannik asit pH 4,0
tampon c¢ozeltisinde ¢ozilerek hacim 100 mL’ye tamamlandi. Yiinli kumas parcaciklari
hazirlanan c¢dzeltide 100°C’de 30 dakika kaynatildi. Kaynatma siiresi sonunda, énce
soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi ve iyice sikildi. 0,2 g mordan tuzu pH
4,0 tampon c¢ozeltisinde ¢ozilerek hacim 100 mL’ ye tamamlandi. Yunli kumas
parcaciklari, elde edilen ¢ézeltide 100 °C’de 30 dakika kaynatildi. Kaynatma siiresi
sonunda, 6nce soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi, sikildi ve slizgeg

kagitlarinin Gzerine serilerek kurutuldu.

4.7.8 8. Yontemle Yinlii Kumas Boyama ( Tannik asit+Mordan+Boya )

Tim boyamalarda 0,2 g mordan tuzu ve 0,1 g tannik asitin, pH 4,0 tampon ¢ozeltisinde
¢Ozlinmesi saglandi, daha sonra 25 mL giil ekstresi ilave edildi ve hacim 100 mL olacak
sekilde pH 4,0 tampon ¢ozeltisi ile tamamlandi. YUunli kumas parcaciklari, elde edilen

boya cozeltisinde 100 °C’'de 60 dakika kaynatildi. Kaynatma islemi sona erdiginde,

137



yunli kumas pargaciklari dnce soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi, sikildi

ve slizgeg kagitlarinin tzerine serilerek kurutuldu.

4.7.9 9.Yontemle Yiinlii Kumas Boyama ( Tannik asit-»Boya )

Tim boyamalarda 0,1 g tannik asit pH 4,0 tampon ¢o6zeltisinde ¢6zllerek hacim 100
mL’ye tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari hazirlanan c¢ézeltide 100 °C’de 30 dakika
kaynatildi. Kaynatma siiresi sonunda, énce soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile
yikandi ve iyice sikildi. 25 mL gul ekstresi pH 4,0 tampon ¢0Ozeltisi ile 100 mL’ye
tamamlandi. Yiinli kumas parcaciklari, elde edilen boya ¢ézeltisinde tekrar 100 °C’de
60 dakika kaynatildi. Kaynatma islemi sona erdiginde, yunlii kumas parcgaciklari 6nce
soguk, sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi, sikildi ve stizgeg¢ kagitlarinin izerine

serilerek kurutuldu.

4.7.10 10. Yontemle Yunli Kumas Boyama ( Sadece boya)

Tim boyamalarda, 25 mL gil ekstresi pH 4,0 tampon c¢ozeltisi ile 100 mL'ye
tamamlandi. Yinli kumas parcaciklari, hazirlanan boya cozeltisinde 100 °C’de 60
dakika kaynatildi. Kaynatma siresi sonunda, yunli kumas parcaciklari, énce soguk,
sonra kaynamis sicak destile su ile yikandi, sikildi ve slzge¢ kagitlarinin (zerine

serilerek kurutuldu.

4.8 Boyanmis Numunelere Haslik Testlerinin Uygulanmasi

4.8.1 Boyanmis Numunelerin Renk Olgiimleri

Tekstil endustrisinde yaygin olarak kullanilan CIELab sistemi rengin daha kolay ve
anlasilir tanimini yapmaktadir. Spectro Eye X-rite Spectro Ey cihazinda (Sekil 4.1), D65
1sig1 altinda (L,a ve b), (L,c ve h), (X, Y ve Z) ve (x ve y) koordinat sistemleri ve reflektans

egrileri kontrol edildi.

Bilindigi gibi, farkli 1sik kaynaklari, renkleri farkl gosterir. Clinki her 1sik kaynaginin
spektrumu farkhdir. En iyi 1sik kaynagi Giines’ tir. Bilinen isinlar yaklasik olarak 10™* nm

ila 10" nm dalga boyuna sahiptirler. Gérlinen 151k bolgesi ise 380 — 780 nm arasindadir.
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Reflektans egrileri 380 — 730 nm dalga boyu araliginda 6l¢iim yapmak amaciyla hem
reflektans hem de transmitans olarak renk olgimi yapmak amaciyla dizayn edilmistir.
Yaptigimiz deneysel ¢alismada, reflektans egrileri igin 380-710 nm dalga boyu
araliginda her 30 nm’de bir 6lcim alindi. Reflektans egrileri sonuglar ve tartisma

kisminda yorumlandi.

Spetro Eye X-rite cihazinda renk koordinatlarinin alinmasi amaciyla L*,a*, b*, C*, h, X,

Y, Z, x, y degerleri okundu.

Sekil 4.1 Spectro Eye X-rite cihazi

4.8.2 Boyanmis Numunelere Isik Hasliginin Uygulanmasi

Isik hashgi uygulanacak boyanmis yiinli kumas parcaciklari, 12x6 cm? ‘lik kartelalara,
standartlara uygun sekilde yerlestirildikten sonra yarisi kapatildi ve 700 Apollo James
(H. Heal & Co. Ltd) soldurma cihazindaki yerlerine dikkatli bir sekilde yerlestirildi (Sekil
4.2). Hazirlanan mavi karteld da soldurma cihazina yerlestirildi. 2200 Watt ark ksenon
lamba altinda I1SO 105 B02 1999 standardina goére 1si8a karsi renk hasliklari kontrol
edildi. 4 numarali mavi yiin referans olarak alindi ve gri skalaya gore 4’e kadar solma

islemi gerceklesinceye kadar teste devam edildi.
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Sekil 4.2 700 Apollo James (H. Heal & Co. Ltd) 1sik hashgi test cihazi

4.8.3 Boyanmis Numunelere Siirtiinme Hasliginin Uygulanmasi

Surtme cihazi (Krokmetre) (Sekil 4.3), strtinmeye karsi renk hasliklarinin tayininde
kullanildi. Strtme bezi olarak 5x5 cm boyutunda, boyasiz, nisasta ve diger apre
maddeleri giderilmis, agartilmis pamuklu kumaslar hazirlandi. Kuru ve yas slirtme

hasligi olmak tzere iki sekilde uygulandi.

4.8.3.1 Kuru Siirtiinme Hashgi

Boyanmis yunli kumas pargaciklari, stirtme cihazinin ¢eneleri arasina uzunlamasina
strtlilecek sekilde kirisiksiz olarak yerlestirildi. Cihazin sirtme baski ayagina beyaz
pamuklu sirtme bezi (refakat bezi) sarildi ve kiskag ile tutturuldu. 10 cm’ lik aralik
icinde, 10 saniyede, 10 defa gidip gelecek sekilde ve ayni dogrultuda pamuklu bez

numuneye surtalda.

4.8.3.2 Yas Siirtiinme Hashgi

Bu haslik tayininde, slirtme cihazi ayni sartlar altinda yeni bir kuru numune (zerine, su

ile 1slatilmis pamuklu bez ile kuru strtinme hasliginda anlatildigi gibi ¢ahsildi. Srtme
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bezi (refakat bezi), ya tel kafese konulup Uzerine su damlatilarak veya baska bir
metotla kendi agirhginin % 100’ U kadar su almasi saglandiktan sonra deneyde
kullanildi. Deneyden sonra pamuklu bez oda sicakliginda birakilarak kurutuldu (TS 717

EN ISO 105-X12).

Sekil 4.3 El tahrikli krockmeter [203]

4.8.4 Boyanmis Numunelere Ter Hashginin Uygulanmasi

Bu haslik tayininde, asidik ve bazik (alkali) ¢ozeltiler kullanildi. Asidik ¢bzeltinin pH’si 5,5
ve alkali ¢ozeltinin pH’si 8,0’dir. Ter hashginda refakat bezi olarak Uzerinde cesitli
kumas tirleri bulunan referans bez kullanildi. Numuneler asit veya alkali ter hasligi
cozeltilerinden birisi ile 1/50 flotte oraninda, oda sicakliginda 30 dakika muamele
edildi. % 100 flotte iceren numuneler hidrotest aletinde (Sekil 4.4) 5 kg agirhk altinda
37 °C'de 4 saat bekletildi. Bu sire sonunda alinip 60 oc 'vyi gecmeyecek sekilde
kurutulur. Akma ve renk degisimi gri skala ile degerlendirildi (TS EN 1SO 105-E-04, Ocak
2010).

Asetat, pamuk, poliamid, poliester, akrilik, yin kumas tirlerinde akma ve solma

dizeyleri inclendi.
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Sekil 4.4 Ter hashg test cihazi

4.8.5 Boyanmis Numunelerde Antibakteriyel Ozelligin Arastiriimasi

AATCC 147 Antibakteriyel Test Metodu ile mevcut kumasin antibakteriyel etki gdsterip
gostermedigi belirlendi. Bu test islemi bakteriostatic etkilerin tespit edilmesinde

kullaniimaktadir.

AATCC 147 Antibakteriyel Test Metodunun uygulanmasi : E. coli bakterileri ile
hazirlanan bakteri konsantrasyonu, igerisinde nutrient Broth Agar bulunan petri
kaplarina parelel cizgiler halinde asilandi. Aktivitesi tespit edilmek istenen kumas 2,5 x
5 cm boyutlarinda kesilerek; asilanan bakteri kolonileri ile temas edecek sekilde
yerlestirildi. Bakteriler kumas (izerinde kolaylikla iireyebilsinler diye 37 °C’ de 24 saat
slire ile etlivde bekletildi. 24 saatlik strenin ardindan, bakteriler kumas Uzerinde

bulunmuyorsa; tekstil ylizeyinin antibakteriyel 6zellik gosterdigi anlasildi.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

5.1 Giil Yapraklarindan Antosiyanin Ekstraksiyonu

Bolim 4.1.7 ve 4.1.8'de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde; Ultrasonik
banyo ile gil yapraklarindan dogal boyarmadde eldesi icin literatlirde verilen ¢ozlicl
sistemleri denendi. Cozlicl sisteminin belirlenebilmesi icin elde edilen absorbans ve 1.
tlrev absorbans degerleri Cizelge 5.1 ‘de ve Sekil 5.1 ve 5.2’de verilmistir. Etanol / 0,1
N HCl (90/10, v/v) ¢ozlici sisteminin ekstraksiyon veriminin oldukg¢a iyi olmasi;
etanollin, metanol kadar zehirli olmamasi ve aseton kadar ugucu olmamasi nedeniyle

bu ¢ozicl sistemi ekstraksiyon ¢ozliclisi olarak tercih edildi.

Antosiyaninler, nétral veya alkali ortamda kararli olmadiklarindan asidik c¢ozeltiler
kullanilarak ekstrakte edilirler. Antosiyaninlerin ekstraksiyonunda g¢ogunlukla distk
kaynama noktal alkollerin seyreltik mineral asitli (< % 1 HCI gibi) ¢ozeltileri kullanihr
(Harborne, 1984). Ekstraksiyon islemi her bir ¢ozlicli sistemi ile tekrarlandi ve elde
edilen ekstrelerin UV-Vis spektrofotometre’de absorbans degerleri okundu. Yapilan
calismalarda gil yapraklarindaki antosiyaninlerin ekstraksiyonu igin galisilan ¢6zlici
sistemlerinden Etanol/ 0,1 N HCI (90/10, v/v) karisimi en uygun ¢6zicu olarak secildi.
Etanol/ Metanol (90/10, v/v), Metanol/ Etanol (90/10, v/v), Etanol/ 0,1 N CH3;COOH
(90/10, v/v) goziiclleri de iyi sonug verdi. Ancak metanol zehirli oldugundan gidalarda
kullanilmasi  zordur. Bu ylizden metanol sistemleri elendi (Francis, 1982).
Antosiyaninlerin disiik pH’larda daha kararh oldugu bilindiginden asitli ortam tercih
edildi. HCl ile asitlendirme sonucu, distk pH’In yani sira basit antosiyaninlerden

flavilyum klorir tuzlari olusacak bir aralik saglanmis olur. HCl gibi mineral asitin
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kullanimi kompleks pigmentlerin ve ko-pigmentlerin dogal formlarinin degisimine ve
kararsiz acil kalintilarinin kaybina sebep olur (Moore v.d., 1982). Ekstraksiyon sirasinda
pigment bozunumunu en duisik seviyede tutmak igin 30 °C’nin altinda ¢alisiimahdir

[56].

5.2  Ultrasonik Ekstraksiyon igin Secilen Etanol/0,1 N HCI Oraninin Saptanmasi

Bolim 4.1.8’de anlatildig sekilde elde edilen giil ekstrelerini kullanarak, Etanol /0,1 N
HCl ¢ozeltisi icin ayri ayri alkol/asit oranlarinin denenmesindeki amacimiz; ortamin
pH’Iindaki degisimlerin absorpsiyon Uzerinde ne kadar etkili oldugunu gorebilmekti ve
ortamin pH’inin 1 civarinda oldugu durumlarda antosiyaninlerin en kararli oldugu yapi
ele gecmistir (Moore v.d., 1982). Bolim 4.1.9’da verilen her bir ¢6zlici orani icin ayri
ayri Uv-Vis spektrofotometre’de absorbans degerleri olglldi. Cozlici oranlarina
baktigimizda, Sekil 5.4.a ve 5.4.b’de gorildigl gib en uygun oranlarin 5, 8 ve 9
numarall ekstraksiyon islemlerinde elde edildigi gorildi. Ancak elde edilen ekstraktin
gidalarda kullanimini da gz 6niinde bulundurarak asit orani 9 numarali islem olacak
sekilde secildi. En iyi sonug; Etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozlicl sistemi ile elde edildi.
Etanol / 0,1 N HCl ¢6zlici sistemi igin karisim oraninin belirlenmesinde o6lgllen
absorbans ve 1. tiirev absorbans degerleri Cizelge 5.2 ‘de alinan spektrumlar ise Sekil

5.3 ve 5.4’de verildi.

5.3 Solid/likid Oraninin Saptanmasi

Bolim 4.1.10’da anlatildig sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, 1/40 solid/likid
oranindan sonra yapilan 5 ve 6 numarali ekstraksiyon islemlerinde tiirev ve absorbans
degerlerinde pek fazla bir degisim gozlenmedi. En yiksek absorbans degeri 1/40
solid/likid orani ile elde edildi. Boylece solid/likid oranimiz 1/40 olarak secildi.
Solid/likid oranlari i¢in 6lgllen absorbans ve 1. tiirev absorbans degerleri Cizelge 5.3

‘de alinan spektrumlar ise Sekil 5.5 ve 5.6’da verildi.

5.4 Solid/likid Orani igin Ekstraksiyon Siiresinin Saptanmasi

Bolim 4.1.11'de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, en yliksek

absorbans degeri 40 dakika ekstraksiyon siiresi icin okundu, ancak yapilan ¢alismada 10
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dakika ekstraksiyon suresi tercih edildi. Clinku gil numuneleri igin ekstraksiyon islemi 3
kere tekrar edildi. Hem zaman kaybini hem de eneriji sarfiyatini azaltmak icin 10 dakika
ekstraksiyon siresi segildi. 10’ar dakikalik 3 ekstraksiyon sonunda giil yapraklarindaki
kirmizi boyanin neredeyse tamamini almayi basardik. Artik 3. ekstraksiyon sonucunda
spektrofotometreden okunan absorbans degerlerinde bir degisiklik olmadigi gézlendi.
Bu ylzden de zaman ve enerji kaybini engellemek igin 10 dakika ekstraksiyon siiresi
tercih edildi. 1/40 Solid/likid orani igin ekstraksiyon siiresinin saptanmasinda olglilen
absorbans ve 1. tiirev absorbans degerleri Cizelge 5.4‘de alinan spektrumlar ise Sekil
5.7, 5.8’de verilmistir. 40 dakika ekstraksiyon siresi icin yapilan 3 ekstraksiyon islemine
ait sonuclar Cizelge 5.5’de alinan spektrumlar ise Sekil 5.9 ve 5.10’da verildi. Ayrica 10
dakika ekstraksiyon stresi icin yapilan 3 ekstraksiyon islemine ait sonuglar Cizelge

5.6’da alinan spektrumlar ise Sekil 5.11 ve 5.12’de verildi.

5.5 Sokslet Ekstraksiyonu (S.E.) — Normal Distilasyon (N.D.)

Bolim 4.2.1 ve 4.2.2’de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, sokslet ve
distilasyon diizeneklerinden elde edilen giil ekstrelerine ait absorbans degerleri Cizelge

5.7’de ve ayrica kantitatif analiz sonuglari Cizelge 5.8’de verildi.

5.6 Marine Ekstraksiyon

Bolim 4.2.3’de anlatildigi sekilde vyapilan ekstraksiyon islemlerinde, marine
ekstraksiyonuna ait absorbans degerleri Cizelge 5.9'da ve absorpsiyon spektrumu ise

Sekil 5.13’de verildi.

5.7 Manyetik Kanistirici Kullanilarak Yapilan Ekstraksiyon

Bolim 4.2.4'de anlatildigl sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, manyetik karistirici
kullanilarak vyapilan farkli ekstraksiyon islemlerinde okunan absorbans degerleri
(Solid/likid:1/40) Cizelge 5.10 ‘da ilgili absorpsiyon spektrumu ise Sekil 5.14 ve 5.15’de,
manyetik karistirici kullanilarak 2 kez pes pese yapilan ekstraksiyon islemlerinde alinan
Olciimler (Solid/likid:1/40) Cizelge 5.11‘de ve ilgili absorpsiyon spektrumu ise Sekil
5.16’da verildi.
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5.8 Boyarmaddenin Sicakhiga Karsi Bozunmasinin incelenmesi

Bolim 4.3.1’de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, giil yapragi
ekstresinin sicakliga karsi bozunmasinin incelenmesi ile elde edilen absorbans degerleri
ve spektrumlar (Amax:524 nm) Cizelge 5.12 ve Sekil 5.17’de verildi. Elde edilen sonuglar,

boyarmaddenin yiksek sicakliga kadar dayanikh oldugunu goésterdi.

5.9 Boyarmaddenin pH’a Karsi Bozunmasinin incelenmesi

Bolim 4.3.2’de anlatildig sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, pH’1 2 olan boya
¢ozeltilerinin rengi pek degismezken, pH’i 4 ve 6 olan g¢ozeltilerin rengi agilmistir. pH’si
8 ve 10 olan ¢ozeltilerin rengi maviye kayarken, pH’si 12 olan ¢6zeltinin renginin sariya
dondugl gozlendi. Gil yapragi ekstresinin pH’a karsi degisiminin incelenmesi ile elde
edilen absorbans degerleri (Amax:524 nm) Cizelge 5.13‘de ve ilgili absorpsiyon
spektrumlari ise Sekil 5.18, 5.19°da verildi. Standart ¢ozelti icin elde edilen absorbans

degerleri Cizelge 5.14 ve ilgili absorpsiyon spektrumlari ise Sekil 5.20 ve 5.21’de verildi.

5.10 Boyarmaddenin Hava Oksijenine Karsi Bozunmasinin incelenmesi

Bolim 4.3.3'de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde elde edilen
sonuclarda, Anaxlarda bir degisiklik olmazken, absorbanslarda kiiclik artislar
gorilmektedir. Absorbanstaki bu artisin, agzi acik olarak bekletilen ¢ozeltinin
¢Ozliclislinin ugmasl sonucu meydana gelen konsantrasyon artisindan kaynaklandigi
dusltinilmektedir. GUl vyapragi ekstresinin hava oksijenine karsi bozunmasinin
incelenmesi ile elde edilen absorbans degerleri (Anax:524 nm) Cizelge 5.15‘de ve ilgili

absorpsiyon spektrumu ise Sekil 5.22'de verildi.

5.11 Boyarmaddenin UV Lamba Altinda Bozunmasinin incelenmesi

Bolim 4.3.4’de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, gil yapragi
ekstresinin Uv lamba altindaki bozunmasindan elde edilen absorbans degerleri
(Amax:524 nm) Cizelge 5.16‘de ve ilgili absorpsiyon spektrum ise Sekil 5.23'de

verilmistir.
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5.12 Boyarmaddenin Yiikseltgen ve indirgenlere Karsi Bozunmasinin incelenmesi

Bolim 4.3.5’de anlatildig sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, H,0; ilave edildi ve
5, 10 ve 20 dakika sonra Ol¢limler alinarak H,O, ilavesine karsi boyarmaddenin
bozunup bozunmadigl incelendi ve absorbans degerleri Cizelge 5.17'de ve ilgili
absorpsiyon spektrumu ise Sekil 5.24, 5.25'de verildi. H,0, ilavesinden sonra
boyarmaddenin renginin acildigl gézlendi ancak hacim tamamlama igin kullandigimiz
etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozucu karisimi ile tamamlandiginda, rengin tekrar eski
haline dondigiu goézlendi. Bu sonuglar, ¢alismada kullanilan ¢o6ziici karisiminda

boyarmaddenin oldukga kararli oldugunu gosterdi.

Bolim 4.3.5’de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde, NaNO, ilave edildi
ve 5, 10 ve 20 dakika sonra 6l¢iimler alinarak NaNO, ilavesine karsi boyarmaddenin
bozunup bozunmadigl incelendi ve absorbans degerleri Cizelge 5.18'de ve ilgili
absorpsiyon spektrumu ise Sekil 5.26 ve 5.27’de verildi. NaNO, ilavesinden sonra
boyarmaddenin renginin kahverengi-yesile dondigii gozlendi ancak hacim tamamlama
icin kullandigimiz etanol/0,1 N HCI (90/10, v/v) ¢ozlici karisimi ile tamamlandiginda,
rengin tekrar eski haline dondigli gézlendi. Bu sonuglar, calismada kullanilan ¢6zlici

karisiminda boyarmaddenin oldukga kararli oldugunu goésterdi.
5.13 Boyarmaddenin Baz ( 0,1 N NaOH ) ile Titrasyonu

Bolim 4.3.6’'da anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde elde edilen
sonuclara goére disiik pH degerlerinde renk, kirmizi ve pembe oldu. ilave edilen NaOH
miktar1 arttikca pH belli bir noktaya kadar artmis ve sonra sabit kalmistir. Olusan
renklerin sirasiyla kirmizidan yesile ve kahverengiye kaydigl gézlendi. Sonuglar Cizelge
5.19 ve ilgili absorpsiyon grafiginde Sekil 5.28’de verildi. Grafikte goruldugi gibi
esdeger nokta pH:8,2’de ortaya c¢cikmaktadir. Bu noktanin disinda baska bir donim
noktasi goriilmediginden boyarmaddenin monoprotik 6zellik tasidigi saptandi. Elde
edilen denklemden, yari nétralizasyon noktasina karsilik gelen pH degeri 3,61 bulundu.

Sonug olarak bu asidin pK, degeri 3,61, disosiyasyon sabiti ise K,: 2,45x10™ bulundu.
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5.14 Absorpsiyon ve Tiirev Spektroskopisi Yontemi (Yontem 1.a ve 1.b) ile Giil

Yapraklarinda Antosiyanin Tayini i¢in Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi

Bolim 4.4.2.1’de anlatildigi sekilde hazirlanan stok antosiyanin ¢o6zeltisinden
hazirlanan standart ¢ozeltilerin (12,5-62,5 pg/mL) 400-600 nm dalga boyu araliginda
alinan absorpsiyon spektrumlari Sekil 5.29'da verildi. Stok antosiyanin ¢ozeltisinden
hazirlanan standart ¢ozeltilerin (12,5-62,5 pg/mL) 544 nm’deki absorbans degerleri
Olclildii ve 3 kez tekrarlanan calismadan elde edilen ortalama absorbans degerleri
yardimiyla hazirlanan olci egrisi Sekil 5.29°da, bu olcl egrisine ait degerler ise Cizelge
5.20°de ve bu egrinin regresyon analizine ait parametreler Cizelge 5.21’'de verildi. Stok
antosiyanin c¢ozeltisinden hazirlanan standart ¢ozeltilerin (12,5-62,5 upg/mL) 400-600
nm dalga boyu araliginda alinan 1. tlrev absorpsiyon spektrumlari Sekil 5.30’da verildi.
Stok antosiyanin ¢ozeltisinden hazirlanan standart ¢ozeltilerin (12,5-62,5 pug/mL) 510
nm’deki 1. tlrev absorbans degerleri 6lclldi ve 3 kez tekrarlanan calismadan elde
edilen ortalama absorbans degerleri yardimiyla hazirlanan 6lci egrisi Sekil 5.30’da, bu
Olcl egrisine ait degerler ise Cizelge 5.22'de ve bu egrinin regresyon analizine ait

parametreler Cizelge 5.23’de verildi.

5.15 Absorbsiyon ve Tiirev Spektroskopisi Yontemi ( Yontem 1.a ve 1.b )'nin Gl

Yapraklarina Uygulanmasi

Bolim 4.4.2.2’de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde elde edilen giil
yapragl ekstrelerine ait absorpsiyon spektrumlari ve D absorbsiyon spektrumlari Sekil
5.31’de verildi. Yontem 1.a ve 1.b icin elde edilen absorbans degerleri Cizelge 5.24’de

verildi.

5.16 Fark Spektroskopisi Yontemi ( Yontem 2.a ve 2.b ) ile Gul Yapraklarinda

Antosiyanin Tayini icin Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi

Bolim 4.4.2.1’de anlatildigi sekilde hazirlanan stok antosiyanin c¢o6zeltisinden
hazirlanan standart c¢ozeltilerin (12,5-62,5 pg/mL); Yontem 2.a i¢in pH 4,5 blank
¢Ozeltisine karsi elde edilen absorpsiyon spektrumlari Sekil 5.32’de verildi. Stok
antosiyanin ¢ozeltisi icin 532 nm’deki absorbans degerleri yardimiyla hazirlanan 6l¢i
egrisi Sekil 5.32'de, bu 06l¢l egrisine ait degerler ise Cizelge 5.25'de ve bu egrinin
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regresyon analizine ait parametreler Cizelge 5.26’da verildi. Yontem 2.b icin pH 7,0
blank ¢ozeltisine karsi elde edilen absorpsiyon spektrumlari Sekil 5.33’de verildi. Stok
antosiyanin g¢ozeltisi icin 532 nm’deki absorbans degerleri yardimiyla hazirlanan 6lgu
egrisi Sekil 5.33‘de, bu ol¢li egrisine ait degerler ise Cizelge 5.27‘de ve bu egrinin

regresyon analizine ait parametreler Cizelge 5.28’de verildi.

5.17 Fark Spektroskopisi Yontemi ( Yontem 2.a ve 2.b )'nin Giil Yapraklarina

Uygulanmasi

Bolim 4.4.2.2’de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde elde edilen giil
yapragi ekstreleri kullanilarak; Bolim 4.4.2.2’de anlatilan fark spektroskopisi uygulandi.
Yontem 2.a icin pH 4,5 blank ¢ozeltisine karsi elde edilen absorpsiyon spektrumlari
Sekil 34’de verildi. Yontem 2.a icin elde edilen absorbans degerleri Cizelge 5.29'da
verildi. Yontem 2.b igin pH 7,0 blank ¢ozeltisine karsi elde edilen absorpsiyon
spektrumlari Sekil 35’de verildi. Yontem 2.b icin elde edilen absorbans degerleri Cizelge
5.30’da verildi. Yontem 2.a ve 2.b igin 1l.tlirev degerleride kontrol edildi ve
antosiyaninin kantitatif tayini icin hesaplamalarda kullanildi. Ancak absorbans ve
1.tirev absorbans degerlerinden elde edilen antosiyanin miktarlari biribirine yakin

oldugundan hesaplamalar absorbans degerleri Gizerinden yapildi.

5.18 Standart Yontem ( Referans Yontem ) ile Gil Yapraklarinda Antosiyanin Tayini

igin Olgii Egrilerinin Hazirlanmasi

Bolim 4.4.2.1'de anlatildigi sekilde hazirlanan stok antosiyanin c¢o6zeltisinden
hazirlanan standart ¢ozeltilerin (12,5-62,5 pg/mL); birinci seri ¢ozeltiler (pH:1,0 ile
hazirlanan) ve ikinci seri ¢ozeltiler (pH:4,5 ile hazirlanan) icin distile su blank ¢ozeltisine
karsi elde edilen absorpsiyon spektrumlari Sekil 5.36’da ve bu spektrumlara ait
absorbans degerleri Cizelge 5.31 ve 5.32’de verildi. Stok antosiyanin ¢6zeltisi igin 530
nm ve 700 nm’deki absorbans degerleri yardimiyla hazirlanan 6lcu egrisi Sekil 5.37‘de,
bu o6lcli egrisine ait degerler ise Cizelge 5.33‘de ve bu egrinin regresyon analizine ait

parametreler Cizelge 5.34’de verildi.
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5.19 Standart Yontemin ( Referans Yontem ) Giil Yapraklarina Uygulanmasi

Bolim 4.4.2.2°de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde elde edilen gl
yapragi ekstreleri kullanilarak; Bolim 4.2.3.2’de anlatilan standart (referans) yontem
uygulandi. Yontem 3.a (pH:1,0 ile hazirlanan) ve 3.b (pH:4,5 ile hazirlanan) igin distile
su blank cozeltisine karsi elde edilen absorpsiyon spektrumlari Sekil 5.38’de verildi.

Yontem 3.a ve 3.b icin elde edilen absorbans degerleri Cizelge 5.35’de verildi.

5.20 Giil Yapragi Numunelerinde Kantitatif Tayinler

Bolim 4.3’de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde elde edilen giil
yapragl ekstreleri kullanilarak; gelistirilen yontemlerin uygulanmasiyla elde edilen
sonuclar g A/100 g gil olarak ve bu c¢alismalara ait ortalama, standart sapma (SD) ve

bagil standart sapma (RSD) degerleri Cizelge 5.36’da verildi.

Geligtirilen yontemler ile bulunan sonuglarin karsilastirilmasi amaciyla giil yapragi
ekstreleri (AOAC Method, 2005, 02.) belirtilen yontem ile analiz edilmistir. Gelistirilen
yontemlerle elde edilen sonuclarin 4 deneme lizerinden standart sapma, bagil standart
sapma ve %95 olasilik duzeyinde glven sinirlari ile hesaplanarak yapilan istatistik
degerlendirmeler kiyas yontemi ile karsilastirildi. Elde edilen antosiyanin miktarlarinin
0,2959-0,5345 (g A/100 g gul) arasinda degistigi belirlendi ve bu o6l¢climlere ait RSD
degerlerinin 1,49-7,59 arasinda degistigi saptandi. Gelistirilen yontemlerin ayni sonucu
verip vermedigini kontrol etmek amaciyla %95 giiven araliginda “t” testi uygulandi ve
sonuclarin 8,31-13,65 arasinda degistigi belirlendi ve elde edilen sonuglarin; gelistirilen
yontemler ile karsilastirilan yontem arasindaki farkin anlamli oldugu yani ortalamalar
yoninden farkin ¢ok oldugu gorildi. Gelistirilen yontemlerin kesinlikleri arasinda
farkin belirlenebilmesi amaciyla “F” testi uygulandi ve sonuglarin 1,33-56,25 arasinda
degistigi belirlendi. F testi analizleri sonucunda ise Yontem 1.b haric¢ diger yontemler ile
standart yontem arasinda standart sapmalar yoniinden anlamli bir fark olmadig yani

standart sapmalar arasindaki farkin anlamsiz oldugu gordlda.
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5.21 Validasyon islemleri

5.21.1 Standart Antosiyanin Cézeltisine Uygulanan Validasyon islemleri

Bolim 3.10.2°de anlatilan yontemin dogrusalliginin belirlenebilmesi amaciyla her bir
yontem icin konsantrasyon araligi 12,5-62,5 ug/mL olacak sekilde hazirlanan
kalibrasyon egrilerinin R* degerlerine bakildiginda degerlerin 0,9974-0,9987 arasinda
degistigi saptandi. Sonuglardan goruldigli Uzere kalibrasyon egrilerinin dogrusal

oldugu gozlendi.

Yontemin dogrulugunun saptanabilmesi amaciyla % verim ve standart ekleme
calismalari 3 yontem igin ayri ayri yapildi. Yapilan % verim g¢alismalarinda degerlerin
%79,32 - %97,68 arasinda degistigi goriildii. Standart ekleme yonteminde elde edilen %
verim degerlerinin ise %90,75 - %99,16 arasinda degistigi gorildi. Yontem 1.b
haricinde kalan diger yontemlerde oldukca yliksek % verim degerleri elde edildi ve

yontemlerin dogrulugu saptanmis oldu.

Yontemlerin kesinligi hakkinda bilgi verebilmek amaciyla her bir yontem icin giin ici ve
gunler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalari yapildi. Elde edilen % verim degerlerinin
%79,32 - %97,68 arasinda degistigi saptandi. Yapilan tekrarlanabilirlik calismalarinda
elde edilen bagil standart sapma degerlerinin (RSD) 0,25-0,95 arasinda degistigi
saptandi. Elde edilen RSD degerlerinin dlsik olmasindan dolayr ydntemlerin

kesinliginin yliksek oldugu belirlendi.

Gelistirilen yontemlerde, antosiyanin varliginin giivenilebilir bir sekilde saptanabilecegi
en dislik konsantrasyon diizeyini saptayabilmek amaciyla hesaplanan LOD degerlerinin
0,21-1,07 pg/mL arasinda degistigi ve bu sonuglarin olduk¢a iyi oldugu goraldi.
Geligtirilen yontemlerde, antosiyanin miktarinin giivenilebilir bir sekilde dlgilebilecegi
minumum konsantrasyonlari saptayabilmek amaciyla hesaplanan LOQ degerlerinin

0,69-3,58 pug/mL arasinda degistigi ve bu sonuglarin oldukca iyi oldugu gorald.

Bolim 4.4.1'de anlatildig1 sekilde yapilan islemler her bir yontem icin ayri ayri
uygulandi. Her bir yontem icin, ayni glin ve farkli glinler icerisinde yapilan calismalarin
tekrarlanabilirligi hakkinda bilgi sahibi olmak icin; intra-day (Giin ici) ve inter-day

(Giinler arasi) calismalar yapildi. Bu ¢alismaya ait sonuglar intra-day (Giin ici) ve inter-
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day (Gulnler arasi) olarak Cizelge 5.37-5.48'de verildi. Buna gore; gelistirilen

yontemlerin yiksek kesinlige sahip oldugu sonucuna ulasildi.

5.21.2 Giil Yapragi Ekstrelerine Uygulanan Validasyon islemleri

Yontemlerin kesinligi hakkinda bilgi verebilmek amaciyla, her bir yontem igin gilin ici ve
ginler arasi tekrarlanabilirlik galismalari yapildi. Elde edilen RSD degerlerinin 0,09-0,78
arasinda degistigi gorildi. Buna gore; gul ekstrelerinin RSD degerlerinin disik

olmasindan dolayi yontemlerin kesinliginin ylksek oldugu sonucuna ulasildi.

Geligtirilen yontemlerde, antosiyanin varliginin giivenilebilir bir sekilde oOlgllebilecegi
en disik konsantrasyon diizeyini saptayabilmek amaciyla hesaplanan LOD degerlerinin
0,10-0,80 pg/mL arasinda degistigi ve bu sonuglarin oldukga iyi oldugu gorildi.
Gelistirilen yontemlerde, antosiyanin miktarinin glivenilebilir bir sekilde dlcilebilecegi
minumum konsantrasyonlari saptayabilmek amaciyla hesaplanan LOQ degerlerinin

0,33-2,62 pg/mL arasinda degistigi ve bu sonuglarin oldukgca iyi oldugu goruldi.

Gelistirilen yontemlerin dogrulugunun saptanabilmesi icin yukarida da bahsedildigi gibi
yapilan standart ekleme c¢alismasi sonucunda elde edilen absorbans degerleri,
kalibrasyon egrileri, % Verimler ve mg Antosiyanin / 100 g gul yapragindaki antosiyanin

miktarlari Cizelge 5.49-5.51"de ve kalibrasyon grafikleri ise Sekil 5.39-5.43’de verildi.

Bolim 4.4.1'de anlatildigi sekilde yapilan islemler her bir yontem igin ayri ayri
uygulandi. Sonuglar intra-day (Giin ici) ve inter-day (Giinler arasi) olarak Cizelge 5.52-
5.63’de verildi. Bu g¢alismalarin asil amaci; dogal kaynakli bir numune olan kirmizi gl
yapraklarindaki karmasik matriks icerisindeki antosiyaninin bekleme sonucunda
gdstermis olabilecegi degisimleri ve matriks girsimlerini incelemekti. Buna gére; intra-
day (Gin ici) ve inter-day (Ginler arasi) calismalarinda, yukarida da belirtildigi izere
Olglim sonuglarina matriks etkisinin ¢ok diisiik oldugu ve elde edilen RSD degerlerinden

kesinligin yiksek oldugu sonucuna ulasildi.

Ayrica, stok antosiyanin ¢ozeltisinden hazirlanmis olan standart ¢ozeltinin (37,5 pg/mL)
ve BoOllim 4.4.2.2'de anlatildigi sekilde yapilan ekstraksiyon islemlerinde elde edilen gl
yapragl ekstrelerinin 3’er mLl’si alinarak absorpsiyon spektrumlari karsilastirildi.

Sonuclar Sekil 5.44- 5.49’da verildi.
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5.22 Kumas Boyamada Uygulanan Yontemler

Bolim 4.5 ’de anlatilan boyama yodntemleri kullanilarak boyama prosedirleri
uygulandi. Antosiyanin dogal bir boyarmaddedir ve suda ¢oziiniir. Boyar maddenin
yline baglanarak, ¢oziinmemesini saglamak amaciyla, K,Cr,0;,  Al(NO3);.9H,0,
KAI(SO,4),.12H,0, FeCl3.6H,0, CuCl;.2H,0, AgNOs3, MgCl,.6H,0, FeS04.7H,0 mordan

tuzlari ve tannik asit kullanildi.

Yukarida bahsedilen mordanlar ile on farkli boyama yontemi uygulanarak, pH: 4’de
hazirlanan tampon c¢ozelti ile 66 adet ham yinli kumas parcacigl boyandi. Boyama
yontemi degistikce farkli renkler elde edildi. Boyanmis ylnli kumas pargaciklari Cizelge
5.69 ‘da gorilmektedir. 5 g ylnli kumas ve % 2 renk siddeti icin, 0,2 g mordan tuzu ve

0,1 g tannik asidin yeterli oldugu bilindiginden belirtilen miktarlar kullanildi [202].

Tannik asit ile ilgili yapilan literatlir arastirmalarinda, yapisindaki hidroksil gruplari
sebebiyle, mordan tuzunun kumasa daha iyi baglanmasinda iyi bir araci olmasi,
antibakteriyal 6zellik tagimasi ve tannik asit ile muamele edilen kumaslarda i1sik ve
yikama hasliginin arttiginin tespit edilmesi, bizi ¢alismalarimizda tannik asit kullanmaya

yoneltti.

Al(NO3)3.9H,0, KAI(SO4),.12H,0 ve MgCl,.6H,0 mordan tuzlari ile pH 4’de yapilan
boyamalarda olusan renklerin acik sari, toprak rengi, haki ve acik kahverengi arasinda

degistigi ve renklerin birbirine ¢ok yakin oldugu goézlendi.

K,Cr,07 ve CuCl,.2H,0 mordan tuzlari ile pH 4’de yapilan boyamalarda olusan renklerin
acik yesil, yesilimsi kahve, agik kahverengi arasinda degistigi ve renklerin birbirine ¢ok

yakin oldugu gozlendi.

FeCl;.6H,0 ve FeS04.7H,O mordan tuzlari ile pH 4’de yapilan boyamalarda olusan
renklerin koyu mavi, lacivert ve lacivert tonlari arasinda degistigi ve renklerin birbirine

cok yakin oldugu gozlendi.

AgNO3z mordan tuzu ile pH 4’de yapilan boyamalarda olusan renklerin koyu kahverengi,
actk kahverengi ve kahverengi tonlari arasinda degistigi ve renklerin birbirine ¢ok yakin

oldugu gozlendi.
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Mordan olarak kullanilan gegis metali tuzlarinin degistirilmesiyle, renk degisikliginin
olusmasi; gegis element katyonu, boyarmadde ve yindeki serbest aminoasit
molekdillerinin olusturdugu komplekslerdeki, 1sik absorpsiyonunun farkli olmasi ve
ligand alan yarilmasi teoremi ile agiklanabilir. Yarilma enerjileri her katyon igin farkli

oldugundan, olusan renkler de farkli olmaktadir [202].

5.23 Boyanmis Numunelere Haslik Testlerinin Uygulanmasi

Bolim 4.8 ‘de anlatilan islemler uygulanarak; boyanmis numunelere isik hasligi, ter
hashigi, kuru-yas strtinme haslik testleri uygulandi. Ayrica renk kodlari belirlendi ve
reflektans egrileri kontrol edildi. Sonuglar Cizelge 5.64-5.68’de ve Sekil 5.50-5.57 ‘de

verilmistir.

Boyanmis ylnli kumas parcaciklarina 1sik hashgl testi (TS EN ISO 105 B02 1999)
uygulandi ve elde edilen sonuclar mavi ve gri skalaya gore degerlendirildi. Buna gore
1Istk hashgl test sonuglarinin nadiren 3, ortalama olarak da 4-6 arasinda, birkag
boyamada ise 7-8 oldugu, bu sonuclarin dogal boyama icin oldukca yiksek degerler

olmasi boyama kalitesi agisindan énemlidir.

Boyanmis yunli kumas parcaciklarina sirtiinme hasligi testi (TS 717 EN 1SO 105-X12)
de uygulanarak elde edilen sonuglar gri skalaya gore degerlendirildi. Buna gore
sirtinme hasligi test sonuglarinin, FeClz.6H,0 ve FeS0,4.7H,0 mordan tuzlari haricinde
kalan diger tim mordan tuzlarinda 4-5 arasinda oldugu ve bu sonucun ¢ok iyi oldugu,
FeCl;.6H,0 ve FeS0,4.7H,0 mordan tuzlarinda ise ortalama 3-4 arasinda oldugu ve bu
sonucun normal oldugu saptandi. K,Cr,07,  AI(NO3)3.9H,0, KAI(SO4),.12H,0,
CuCl,.2H,0, AgNO3 ve MgCl,.6H,0 mordan tuzlarinin kullanildigi boyamalarda genelde

yuksek stirtinme hasligi sonuglari elde edildi.

AgNO3; ve MgCl,.6H,0 mordan tuzlarinin kullanildigi boyamalarda genelde yiksek isik
hashgi sonuclari elde edildi. Bu tuzlarin sagliga zararh olmadigi ve AgNOs tuzunun saglhk
acisindan yararh oldugu bilindiginden pH: 4 ortaminda gil yapragi ile yapilan
boyamalarda AgNO3 ve MgCl,.6H,O mordan tuzlarinin etkin olarak kullanilabilecegini

soyleyebiliriz.

154



Boyanmis yinli kumas parcaciklarina ter hasligi testi (TS EN ISO 105-E-04, Ocak 2010)
de uygulanarak elde edilen sonuglar gri skalaya gore degerlendirildi. Buna gore ter
hasligi sonuglarinin birka¢ boyamada 4-5 arasinda diger bitiin mordan tuzlari igin 5

oldugu ve bu sonucun ¢ok iyi oldugu belirlendi.

FeCl;.6H,0 ve FeS0,4.7H,0 mordan tuzlarinin stirtinme hasliklari haricinde diger bitiin
mordan tuzlarinin stirtiinme, 1sik ve ter hasliklarinin sonuglari oldukga yiiksek oldugu

belirlendi.

FeCl;.6H,0 ve FeS04.7H,0 mordan tuzlari ile 5. ve 7. yontemler kullanilarak yapilan

boyamalarda en yiksek isik, stirtinme ve ter haslgi elde edilmistir.

Boyanmis kumas numunelerinin antibakteriyel 6zellik gosterip gostermedigi (AATCC
147 Antibakteriyel Test Metodu) arastirildi ve 1. ve 2. yontemlerin uygulanmasiyla elde
edilen boyanmis yinli kumas parcaciklarinin antibakteriyel 6zellik gosterdigi saptandi.
Sonu¢ olarak tannik asit ve AgNOs; mordan tuzunun bir arada oldugu boyama

yontemlerinin antibakteriyel 6zellik gosterdigi belirlendi.

Ulkemiz, dogal boyamacilik bakimindan oldukca eski bir tarihsel gelenege ve dogal
boyamacilikta kullanilan bitkiler agisindan zengin bir potansiyele sahiptir. Glinimuzde
bu zenginlik boyamacilikta kullanilan bitki sayisina yansitilamamaktadir. Ulkemizde
boya bitkilerinin kaltarl yapilamamakta, boyama igin gerekli materyal dogadan
toplamalar yolu ile saglanmaktadir. Ekonomik agidan énemli boya bitkilerinin tespit
edilerek, bu bitkilerin klltlire alinmasi ve belirli standartlarda retilmesi ile unutulmaya
ylz tutmus eski bir tarimsal faaliyet alani yeniden giincellesecek, yoresel olarak yapilan
el sanatlar ve oOzellikle ihra¢ degeri ylksek olan hali ve kilimlerin boyanmalari igin
hammadde temin edilmis olacaktir. insan saghgina zarar veren sentetik boyalarla
boyanan ylnler yerine, insan sagligina zarar vermeyen, dogal bitkilerden elde edilen
boyalarla boyanan yinlerin glinimuzde kullaniimasi, gerekliligini ortaya koymaktadir.
Dogal boyalarla boyanan materyaller turistik acidan dnemli bir yere sahiptir. Ayrica
uzun vyillardan beri (lkemizde ugrasilan bir ata sanatini yasatmak, slirdirmek,
genisletmek ve bir doviz kaynagi haline getirmek Glkemiz acisindan 6nemlidir. Son
yillarda, ekolojik denge, biyolojik ayrisma ve dogal boyalarin ¢evreye daha iyi uyumu

dogal boyalarin 6nemini artirmaktadir [202].
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AE renk farklihklarini tespit etmek amaciyla; 9. ve 10. boyama ydntemleri tuz
barindirmadiklarindan dolayi referans olarak kabul edildi. 6. boyama yontemi (M
—>Boya) icin sadece boyanin oldugu 10. yontem, diger boyama yontemlerine ise 9.

yontem referans olarak kullanildi.

Reflektans egrilerine bakildiginda K,Cr,05 icin 2., 6. ve 8. yontemler az da olsa ufak
farkhlikla diger reflektans egrilerinden ayrilmaktadir. L,a ve b degerlerinden elde edilen
AE renk farkliliklari referanslara gore hesap edildiginde (Cizelge 5.70) 2., 6. ve 8.
yontemlerin AE renk farkliliklari daha distk bulundu. 3., 4. ve 7. yodntemler
K,Cr,0;mordan tuzunun 6n plana gikisinda daha uygun yontemler olarak gorildi. 1. ve
5. yontemlerde ise mordan ve boya renklerinin dengeli bir sekilde yiine fiske oldugu
goraldu. AE renk farkhliklari degerlerinin 7’den 27’ye kadar genis bir aralikta yer almasi
ve daginik AE renk farkhliklari degerleri gérilmesi nedeniyle bu yéntemlerin, K,Cr,05

mordan tuzunun kullaniminda énemli renk farkliliklari olusturdugu saptandi.

Bu sonuclar ise; K,Cr,0; tuzunun 2., 6. ve 8. yontemlerde daha arka planda kalarak
boya renginin 6n plana ciktigini goésterdi. 2. yontemde bu sonucun ortaya ¢ikmasi

boyanin renginin 6n plana ¢ikisinda 2. Yontemin bu tuza uygunlugunu gosterdi.

Hasliklar konusunda 6n plana gikan bir yontem bulunmadigindan renk farkliliklari
olusturma yoéninde yoéntem tercihi yapildi ve bu yontemlerin her birinin, K,Cr,05

mordan tuzunun kullaniminda uygun oldugu saptandi.

Reflektans egrilerine bakildiginda Al(NO3)3.9H,0 icin 2. ve 8. yontemler gozle gorulir
bir farklilikla diger reflektans egrilerinden ayrilmaktadir. Bu ayrima, La ve b
degerlerinden elde edilen AE renk farkhliklari referanslara goére hesap edildiginde
(Cizelge 5.70) 2. ve 8. yontemlerin daha yiksek AE renk farklihgr degerlerine sahip
olmasindan anlasildi. Fakat tim AE degerlerinin disiik degerlerde seyretmesi tuzun,
boyanin rengini degistirme konusunda cok fazla etkili olmadigini gésterdi. Bu nedenle
farkli renkler olusturma konusunda sadece 2. ve 8. yontemlerin az da olsa etkili oldugu

anlasildu.

2. ve 8. yontemlerde bu sonucun ortaya cikmasi ile, tuzun daha 6n plana ciktigl ve
boyanin rengini kapattigl anlasildi. Renk hasliklarina bakildiginda, uygulanan

yontemlerin sonuglari fazla etkilemedigi gorildii ve bu nedenle fiksasyondan
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(tutunum) gok, farkli renklerin olusumu igin yontemlerin uygulanabilirligi kontrol edildi.

Farkh renkler olusturma konusunda 2. ve 8. ydontemlerin uygun oldugu saptandi.

Reflektans egrilerine bakildiginda KAI(SO4),.9H,0 icin 2. ve 8. yontemler gozle gorulir
bir farklilikla diger reflektans egrilerinden ayrilmaktadir. Bu ayrilma, La ve b
degerlerinden elde edilen AE renk farkhliklari referanslara goére hesap edildiginde
(Cizelge 5.70) 2. ve 8. yontemlerin daha yuksek AE renk farkliigi degerlerine sahip
olmasindan anlasildi. Fakat tim AE degerlerinin disiik degerlerde seyretmesi tuzun,
boyanin rengini degistirme konusunda cok fazla etkili olmadigini goésterdi. Bu nedenle
farkh renkler olusturma konusunda sadece 2. ve 8. yontemlerin az da olsa etkili oldugu

anlasildi.

2. ve 8. yontemlerde bu sonucun ortaya ¢ikmasi ile tuzun daha 6n plana ¢iktigl ve
boyanin rengini kapattigl anlasildi. Renk hasliklarina bakildiginda, uygulanan
yontemlerin sonuclari fazla etkilemedigi gorildi ve bu nedenle fiksasyondan
(tutunum) gok, farkl renklerin olusumu igin yontemlerin uygulanabilirligi kontrol edildi.

Farkli renkler olusturma konusunda 2. ve 8. yontemlerin uygun oldugu saptandi.

FeCl;.6H,0 tuzu icin reflektans egrilerine bakildiginda sadece 8. yontemin daha Ust
degerlerde ciktigi gorildi. Renk farkhliklari (AE) tablosunda da bu yontemin degerinin
diger yontemlere gore daha diisiik oldugu ve FeCls.6H,0 mordan tuzunun renginin arka
planda kalarak boya renginin 6n plana ¢iktig saptandi. AE renk farkhligi degerlerine
bakildiginda 8. yontem disinda kalan yontemlerin AE renk farkhhgi degerleri 30-45
arasinda elde edilmisken 8. yontemin AE renk farkhhgi degeri yaklasik 24 olarak
bulundu ve bu deger 8. Yontemin renginin, boya rengine yakinhgini gosterdi. Diger
yontemlerin AE renk farkhhg degerleri 30-45 arahgn gibi genis bir aralikta dagiimis
olmasi, renk farkhligininda olustugunu gosterdi. Renk hasliklari yoniinden kontrol
edildiginde, herhangi bir yontemin digerine (Ustlnliginden s6z edilemeyecegi
saptandi. Bu nedenle, FeCl5.6H,0 mordan tuzunun kullaniminda fiksasyondan
(tutunum) cok, farkli renklerin olusumu icin yontem tercihi yapmanin daha uygun

olacagi saptandi.

Reflektans egrilerine bakildiginda CuCl,.2H,0 icin 2. ve 6. yontemler gézle gorulir bir

farklihkla diger reflektans egrilerinden ayrilmaktadir. L, a ve b degerlerinden elde
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edilen AE renk farkhliklari referanslara goére hesap edildiginde Cizelge 5.70 ‘deki
degerler elde edildi. Bu sonuglara gore 2. ve 6. yontemlerde daha disik AE renk
farklihiklari bulunmus bu da, tuzun bu yontemlerde daha arka planda kalarak boya rengi
on plana c¢iktig1 gorildi. 6. yontemde tannik asit kullanilmamasi, tuz kullanimi sirasinda
tannik asit kullanimi boyanin etkisini azalttigini ve mordanin etkisini arttirdigini
gosterdi. 2. yontemde ise bu sonucun ¢ikmasi boyanin renginin 6n plana gikisinda 2.

Yontemin bu tuza uygunlunu gosterdi.

Fakat renk hasliklari kontrol edildiginde 2. ve 6. yontemlerin diger ydntemlerin
hasliklarindan ¢ok farkh olmadig gorilmis ve bu yontemlerin hali hazirdaki rengi
korumak igin kullaniimasinin bir geregi olmadigi anlasildi. Bu nedenle CuCl,.2H,0 tuzu
icin uygulanan yontemlerin hashk degerlerini arttirmaktan c¢ok, farkh renkler
olusturmak icin kullanilmasi daha uygun olacaktir. Buradan hareketle 2. ve 6.
yontemler disindaki yontemler, AE renk farkhliklarinin daha yiiksek olmasindan

kaynakh olarak farkl renkler olusturma konusunda daha uygun bulundu.

Reflektans egrilerine bakildiginda AgNOs icin 5. ve 6. yontemler gozle gorilir bir
farklihkla diger reflektans egrilerinden ayrilmaktadir. L, a ve b degerlerinden elde
edilen AE renk farkhliklari referanslara goére hesap edildiginde Cizelge 5.70 ‘deki
degerler elde edilmistir. Bu sonuglara gore 5. ve 6. yontemlerde daha distk AE renk
farklihiklari bulunmus bu da, tuzun bu yontemlerde daha arka planda kalarak boya rengi
on plana c¢iktigi gorilda. 6. yontemde tannik asit kullanilmamasi, tuz kullanimi sirasinda
tannik asit kullanimi boyanin etkisini azalttigini ve mordanin etkisini arttirdigini
gosterdi. 5. yontemde ise bu sonucun ¢ikmasi boyanin renginin 6n plana ¢ikisinda 5.

Yoéntemin bu tuza uygunlunu gosterdi.

Renk hasliklari kontrol edildiginde tuzun kullaniminin renk hashgini arttirdigi goriilmus
ve rengi cok cok fazla degistirmeden haslik degerlerini yikseltmek icin 5. ydntemin
uygun bir yontem oldugu anlasildi. Buradan hareketle, reflektans sonuglarinin AE renk
farklihiklari sonugclariyla ortistigli gorilmiis ve 5. ve 6. yontemlerin reflektans
egrilerinde gorintr farklihkla ayrilmasinin boyanin daha o6n plana ¢ikmasindan
kaynaklandigl anlasildi. 5. ve 6. yontemin disinda kalan yontemler ise AE renk

farkhihiklari biylk olduklari ve bu farkhliklarinda reflektans egrilerinde de kendisini
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gosterdi. Farkl renk olusturma konusunda diger yoéntemler daha uygundur. Fakat renk

hasliklari bakimindan 5. ve 6. ydontemlerin daha iyi sonuglar verdigi gorulda.

Reflektans egrilerine bakildiginda MgCl,.6H,0 tuzu igin 7. ybntemin diger
yontemlerden farkl olarak daha alt bolgelerde ¢iktigi gorildi. Bu ayrilma Cizelge
5.70’de AE renk farkhliklari incelendiginde de 7. yontemin daha ylksek renk farklilig
vermesinden anlasildi. Fakat tim AE renk farkhliklarinin distk degerlerde seyretmesi
tuzun, boyanin rengini degistirme konusunda cok fazla etkili olmadigini gosterdi. Bu
nedenle farkl renkler olusturma konusunda sadece 7. Yontemin az da olsa etkili oldugu
anlasildi ve diger yontemlerde renklerin farklilasmasindan ¢ok, hashklarinin yikselip
ylkselmedigi kontrol edildiginde sonuclarin diger tuzlara oranla Ust degerlerde
seyrettigi gorlildl. Bu nedenle MgCl,.6H,0 tuzunun bu boyayi fiske etme (tutunumunu
arttirma) konusunda daha uygun bir tuz oldugu, hashk degerlerini ylkseltmek ve

boyanin rengini korumak icin iyi bir mordan tuzu oldugu anlasildi.

FeS04.7H,0 tuzu icin reflektans egrilerine bakildiginda sadece 6. yontemin daha Ust
degerlerde c¢iktig1 gorildi. Renk farkliliklari (AE) tablosunda da bu yontemin degerinin
diger yontemlere gore daha duslik oldugu tespit edildi. 6. yontemde tannik asidin
kullanilmamis olmasi; tannik asidin, tuzun boyama etkisini arttirdigi ve bu nedenle
boyanin etkisini azalttigi goruldi. Ancak renk hashgli etkisi gorinir derecede
etkilenmemektedir. Diger yontemlerde ise renk farkhliklarinin (AE) yiksek olmasi ve
degerlerin birbirine ¢ok yakin olmalari bu yéontemlerde tuzun farkli renk olusturma
konusunda gok ¢esitli olmamakla birlikte etkili oldugu gorildi. Fakat tuzun neredeyse
tim yontemlerde renk hasliklarini, referans numuneye gore asagi cektigi gérilmis bu
da farkh renkler olusturma konusunda bu mordan tuzunun basarili oldugunu; fakat

hasliklar konusunda istenen basariyi gésteremedigi anlasildi.
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Sekil 5.1.a Sekil 5.1.b

ntosiyaninlerin ultrasonik banyoda ekstraksiyonunda solvent secimi icin
alinan absorpsiyon spektrumlari

Sekil 5.1.b Antosiyaninlerin ultrasonik banyoda ekstraksiyonunda solvent secimi igin

alinan 1. tirev absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 5.2

Antosiyaninlerin ultrasonik banyoda ekstraksiyonunda solvent segimi
¢alismalarinin grafik gosterimi
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Gizelge 5.1 Antosiyaninlerin ultrasonik banyoda ekstraksiyonunda solvent segiminde
Olgllen absorbans ve 1. tiirev absorbans degerleri

No | Solvent Sistemleri 1.tlirev absorbans degerleri
(90/10) A max(nm) | Absorbans
Degerleri
A max(nm): 490 A min (NnM): 550
1 Aseton/Etanol 516 0,078 0,001 -0,001
2 Aseton/Metanol 515 0,080 0,001 -0,002
3 Etanol/0,1 N AcOH 523 0,709 0,011 -0,016
4 Etanol/0,1 N HCI 523 0,780 0,012 -0,018
5 Etanol/Aseton 523 0,711 0,011 -0,016
6 Etanol/Metanol 520 0,964 0,016 -0,022
7 Metanol/0,1 N AcOH | 518 0,850 0,014 -0,019
8 Metanol/0,1 N HCI 520 0,798 0,013 -0,019
9 Metanol/Aseton 519 0,900 0,014 -0,021
10 | Metanol/Etanol 518 0,728 0,012 -0,016
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Sekil 5.3.a

004484
550,00 57718 459,72

500,00

Sekil 5.3.b

Sekil 5.3.a Etanol / 0,1 N HCl ¢ozlict karisimi igin karisim oraninin belirlenmesinde

alinan absorpsiyon spektrumlari

Sekil 5.3.b Etanol / 0,1 N HCl ¢6zici karisimi igin karisim oraninin belirlenmesinde
alinan 1.tlrev absorpsiyon spektrumlari

Cizelge 5.2 Etanol / 0,1 N HCl ¢6zlcu karisimi igin karisim oraninin belirlenmesinde
Olglilen absorbans ve 1. tiirev absorbans degerleri

No | Coziicii oranlan Absorbans Degerleri 1.Tiirev Absorbans Degerleri
Etanol /0,1 N HCl | A ,.x(nm) :520 A min(nm) : 543 A max(nm) : 490
1 | 10ml/90 ml 0,6055 -0,015 0,007
2 | 20ml/80ml 0,5790 -0,015 0,007
3 |30ml/ 70ml 0,7014 -0,018 0,009
4 | 40ml/60ml 0,8476 -0,022 0,012
5 |50ml/50ml 1,4651 -0,037 0,019
6 | 60ml/40ml 0,4550 -0,027 0,018
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No | Coziicii oranlan Absorbans Degerleri 1.Tirev Absorbans Degerleri
Etanol /0,1 N HCl | A ,.(nm):520 A min(nm) : 543 A max(nm) : 490
7 | 70ml/30ml 0,6866 -0,016 0,010
8 |80ml/20ml 1,3882 -0,030 0,021
9 |90ml/10ml 1,1664 -0,024 0,018
1,6 - 0,025 -
1,4 -
A Al 002 -
b 1,2 - b
5
s 1 - 0,015 -
o o™
r 0,8 - L
0,01 -
b 0,6 - a
a
n 04 " 0,005 -
s 5
0,2 -
0 - 0 -
1 2 3 456 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 & 9
Karisim orani Karisim orani
Sekil 5.4.a Sekil 5.4.b

Sekil 5.4.a Etanol / 0,1 N HCl i¢in solvent sistemi icin karisim oraninin belirlenmesinde
Olgllen absorbans degerlerinin grafik gosterimi

Sekil 5.4.b Etanol / 0,1 N HCl igin solvent sistemi igin karisim oraninin belirlenmesinde
Olcllen 1. tiirev absorbans degerlerinin grafik gosterimi
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Sekil 5.5.a Sekil 5.5.b
Sekil 5.5.a Solid / likid oranin belirlenmesinde elde edilen absorpsiyon spektrumlari

Sekil 5.5.b Solid / likid oranin belirlenmesinde elde edilen 1. tiirev absorpsiyon
spektrumlar

Cizelge 5.3 Solid/likid oranlari icin 6l¢lilen absorbans ve 1. tirev absorbans degerleri

Amax (nm): 524 D Amax (nm) : 493
Solid/Likid | 1.Calisma 2.Calisma Ortalama 1. Calisma 2.Calisma | Ortalama
oranlari
1)1/10 1,518 2,073 1,795 0,026 0,033 0,0295
2)1/20 1,660 2,073 1,866 0,026 0,033 0,0295
3)1/30 1,575 2,124 1,849 0,025 0,034 0,0295
4)1/40 1,876 2,220 2,050 0,030 0,035 0,0325
SI/60 | g 920 2,000 1,960 0,030 0,032 0,0310
6)1/80 2,248 2,248 2,248 0,036 0,036 0,0360
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Sekil 5.6 Solid/likid oranlari icin 6l¢lilen absorbans ve 1. tiirev absorbans degerlerinin
grafik gosterimi
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Sekil 5.7.a Sekil 5.7.b

Sekil 5.7.a 1/40 Solid/likid orani igin ekstraksiyon siiresinin saptanmasinda elde edilen
absorpsiyon spektrumlari

Sekil 5.7.b 1/40 Solid/likid orani icin ekstraksiyon siiresinin saptanmasinda elde edilen
1. tlirev absorpsiyon spektrumlari
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Cizelge 5.4 1/40 Solid/Likid orani igin ekstraksiyon siiresinin saptanmasinda 6lgilen
absorbans ve 1.tlrev absorbans degerleri

Absorbas Degerleri D Absorbans degerleri
Amax (nm) : 524 Amax (nm) : 494
Ekstr. Siiresi (dak.) | 1.Cal. | 2.Cal. Ort. 1.Cal. 2.Cal. Ort.
1)5 1,015 | 1,015 | 1,015 | 0,016 | 0,016 | 0,016
2)10 1502 | 1,203 | 1,398 | 0,035 | 0,021 | 0,028
3)20 1970 | 1,630 | 1,800 | 0,031 | 0,026 | 0,029
4)30 2192 | 2,020 | 2,106 | 0035 | 0,032 | 0,034
5)40 2290 | 2,330 | 2,310 | 0,036 | 0037 | 0,037
6)50 2213 | 2230 | 2221 | 0035 | 0035 | 0,035
7)60 2208 | 2,103 | 2,155 | 0035 | 0,033 | 0,034
2,5 4 0,04
0,035
2 -
A A 0,03
b b
51,5 s 0,025
o (8]
r . 0,02
b b
a a 0,015
20’5 | : 0,01
0,005
0 - )
Stire Siire
Sekil 5.9.a Sekil 5.9.b

Sekil 5.8.a 1/40 Solid/Likid orani icin ekstraksiyon sliresinin saptanmasinda ol¢tilen
absorbans degerlerinin grafik gdsterimi

Sekil 5.8.b 1/40 Solid/Likid orani igin ekstraksiyon siresinin saptanmasinda 6lgilen 1.
tlrev absorbans degerlerinin grafik gosterimi
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Sekil 5.9.a Sekil 5.9.b

Sekil 5.9.a 1/40 Solid/Likid orani ve 40 dakika ekstraksiyon siiresi icin 3 ekstraksiyon
islemi sonunda elde edilen absorpsiyon spektrumlari

Sekil 5.9.b 1/40 Solid/Likid orani ve 40 dakika ekstraksiyon siresi icin 3 ekstraksiyon
islemi sonunda elde edilen 1. tiirev absorpsiyon spektrumlari

Cizelge 5.5 1/40 Solid/Likid orani ve 40 dakika ekstraksiyon siiresi icin 3 ekstraksiyon
islemi sonunda elde edilen absorbans ve 1. tlirev absorbans degerleri

Absorbans Degerleri Amax (hm) : 524 | 'D absorbans degerleri Amax (nm) : 494

Solid/Likid | 1.Ekst.(a) | 2.Ekst.(b) 3.Ekst.(c) 1.Ekst.(a) | 2.Ekst.(b) | 3.Ekst.(c)

Orani 1/40

2,327 0,185 0,029 0,037 0,003 0,000

A 25 - A 0,04

b, b

. . 003

o] 1!5 N o 002

r 1 r !

: 05 | : 0,01

n O — - | n 0 ——-— .

s a b C s d b ¢

Siire Siire

Sekil 5.10.a Sekil 5.10.b

Sekil 5.10.a Secilen 1/40 Solid/Likid orani ve 40 dakika ekstraksiyon siresi icin 3
ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen absorbans degerlerinin grafik gosterimi

Sekil 5.10.b Secilen 1/40 Solid/Likid orani ve 40 dakika ekstraksiyon stiresi icin 3
ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen 1. tlirev absorbans degerlerinin grafik
gosterimi
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Sekil 5.11.b

Sekil 5.11.a 1/40 Solid/Likid orani ve 10 dakika ekstraksiyon siiresi igin 3 ekstraksiyon
islemi sonunda elde edilen absorpsiyon spektrumlari

Sekil 5.11.b 1/40 Solid/Likid orani ve 10 dakika ekstraksiyon siiresi igin 3 ekstraksiyon
islemi sonunda elde edilen 1. tiirev absorpsiyon spektrumlari

Cizelge 5.6 1/40 Solid/Likid orani ve 10 dakika ekstraksiyon slresi icin 3 ekstraksiyon
islemi sonunda elde edilen absorbans ve 1. tlirev absorbans degerleri

Absorbans degerleri Ayax (nm) : 524

D absorbans degerleri Amay (nM) : 494

Solid/Likid | 1.Ekst.(a) | 2.Ekst.(b) | 3.Ekst.(c) 1.Ekst.(a) 2.Ekst.(b) 3.Ekst.(c)
Orani 1/40
1,293 0,689 0,190 0,021 0,011 0,003

A 1,5 A 0,025

'S’ . '; 0,02

o I o 0015

r 05 . ¢ 001 .

b b 0,005

a o0 : — . a 0 , .

n a b c n a b c

S Siire S Siire

Sekil 5.12.a

Sekil 5.12.b

Sekil 5.12.a Secilen 1/40 Solid/Likid orani ve 10 dakika ekstraksiyon siresi icin 3
ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen absorbans degerlerinin grafik gosterimi

Sekil 5.12.b Secilen 1/40 Solid/Likid orani ve 10 dakika ekstraksiyon stiresi igin 3
ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen 1. tlirev absorbans degerlerinin grafik

gosterimi
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Gizelge 5.7 Normal distilasyon ve Sokslet ekstraksiyon sistemi kullanilarak elde edilen
ekstraktlarda gelistirilen yontemler ile gll yapragindaki antosiyaninin kantitatif analizi
icin okunan absorbans degerleri

Olgiim Yontemleri

Eks. YON.

Yontem 1.a Yontem 1.b Yontem 2.a Yontem 2.b Yontem 3

N.D.

0,60 | 0,65 | 0,63 | 0,009 | 0,011 | 0,010 | 085 | 0,70 | 0,83 (092 |0,74 | 086 | 0,85 | 0,70 | 0,80

S.E.

0,78 | 0,67 | 0,75 | 0,010 | 0,008 | 0,009 | 0,87 | 083 | 083 (069 |0,72 | 069 | 087 |087 | 091

Cizelge 5.8 Normal distilasyon ve Sokslet ekstraksiyon sistemi kullanilarak elde edilen
ekstraktlarda gelistirilen yontemler ile giil yapragindaki antosiyaninin kantitatif analiz
sonuglari (mg A /100 g gul)

Olgiim Yontemleri
Ekstraksiyon | Yontem Yontem Yontem Yontem Yontem 3
yontemi l.a 1.b 2.a 2.b
N.D. 307,72 333,00 473,76 609,57 482,29
S.E. 360,05 299,66 502,00 508,86 539,94
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Sekil 5.13 Segilen 1/40 Solid/likid orani igin 48 saat bekletilen giil ekstresine ait
absorpsiyon spektrumu (marine ekstraksiyonu)

Cizelge 5.9 Secilen 1/40 Solid/likid orani igin 48 saat bekletilen giil ekstresine ait
absorbans ve 1. tiirev absorbans degerleri

Yontemler Amax (nm) : 524 'D Amax (nm) : 494
Yontem 1.a 2,076
Yontem 1.b 0,033
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Sekil 5.14 Manyetik karistirici kullanilarak yapilan farkh ekstraksiyon islemlerinde elde
edilen absorpsiyon spektrumlari (Solid/likid: 1/40)

Cizelge 5.10 Manyetik karistirici kullanilarak yapilan farkli ekstraksiyon islemlerinde
okunan absorbans degerleri (Solid/likid:1/40)

Amax (nm) : 524
Manyetik kanistirici kullanilarak
yapilan ekstraksiyon
1.Calisma 2.Calisma Ortalama
islemlerinde alinan dlgiimler
a) 1,895 2,007 1,951
b) 1,896 1,876 1,886
c) 1,896 2,159 2,027
d) 2,100 2,142 2,121

A 2,2

b 2,1

5

o 2

r 1,9

b 1,8

a

n 1,7

s a

d

Uygulananislemler

Sekil 5.15 Manyetik karistirici kullanilarak yapilan farkh ekstraksiyon islemlerinde
okunan absorbans degerlerinin grafik gésterimi (Solid/likid: 1/40)
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Cizelge 5.11 Manyetik karistirici kullanilarak 2 kere pes pese yapilan ekstraksiyon
islemlerinde alinan 6lgimler (Solid/likid: 1/40)

Amax (NM) : 524

Manyetik karistirici
kullanilarak 2 kere pes pese 1.Karistirma | 2.Karigtirma
yapilan ekstraksiyon

islemlerinde alinan dlgiimler

a) 2,007 0,240
b) 1,876 0,254
c) 2,159 0,116
d) 2,142 0,132
2,5 -
A
b 2
s
o 15 -
’
b
a 1 4
n
S
0,5 -
0 -
a h C d

Uygulanan islemler

Sekil 5.16 Manyetik karistirici kullanilarak 2 kere pes pese yapilan ekstraksiyon
islemlerinde alinan 6lgimlerin grafik gosterimi (Solid/Likid: 1/40)
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Gizelge 5.12 Gul yapragi ekstresinin sicakilga bagh olarak bozunmasinin incelenmesi
(Amax:524 nm)

Okunan absorbans degerleri
Sicakhk (°C) | 1.Calisma | 2.Calisma | Ortalama
20 1,869 1,868 1,8685
30 1,981 1,962 1,9715
40 1,855 1,972 1,9135
50 1,976 1,981 1,9785
60 1,947 1,882 1,9145
70 1,941 1,895 1,9180
80 1,888 1,815 1,8515
90 1,919 1,987 1,9530
100 1,611 1,365 1,4880
2,5 -
)
15 -
1
0,5 -
0 | . ‘ . . .
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 5.17 Gil yapragi ekstresinin sicakliga bagl olarak bozunmasinin incelenmesinin
grafik gosterimi ( Amax:524 nm )
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1.00000

0.00000

-0.22288

PH &

PH 4

Sekil 5.18 Gul yapragi ekstresinin pH ile degisimi

500,00

00,00

nme

FOo,00

238,75

Cizelge 5.13 Gul yapragi ekstresinin pH ile degisiminde 6l¢lilen absorbans degerleri

pH | Amax (nm) Okunan absorbans degerleri
2 517 1,470
4 532 0,120
6 506 0,183
8 603 0,356
10 603 0,868
12 585 0,261

Sekil 5.19 Giil yapragi ekstresinin pH ile renk degisiminin incelenmesi
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0.21412

0.20000 - —

0,15000 | —

pH 2
0.10000 |- pH12 PH 10 |

Abs

0.05000 |-

o.00000 -

-0.01258
200,00 400,00 500,00 S00.00 Too.00 B0O0.00
nm.

Sekil 5.20 Standart antosiyanin ¢ozeltisinin pH ile degigimi

Cizelge 5.14 Standart antosiyanin ¢ozeltisinin pH ile degisiminde Olclilen absorbans

degerleri
pH | Anax(nm) | Okunan absorbans degerleri
2 522 0,122
4 531 0,021
6 559 0,021
8 586 0,075
10 585 0,060
12 585 0,062

Sekil 5.21 Standart antosiyanin ¢6zeltisinin pH ile renk degisiminin incelenmesi
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Cizelge 5.15 GUl yapragi ekstresinin hava oksijenine karsi bozunmasina ait absorbans
degerleri ( Amax:524 nm)

Okunan absorbans degerleri
Siire ( dakika) | 1.Calisma | 2.Calisma | Ortalama
0 1,911 1,905 1,908
20 1,879 1,868 1,873
30 1,697 1,692 1,694
40 1,806 1,812 1,809
50 1,808 1,804 1,806
60 1,724 1,741 1,732
90 1,845 1,831 1,838
120 1,727 1,736 1,731
180 1,126 1,133 1,129
2,5 -
2
A
b
P15 -
b
a 1
S5
0,5 -
O T T T 1
0 50 100 150 200
Siire{dak)

Sekil 5.22 Giil yapragi ekstresinin hava oksijenine karsi bozunmasina ait verilerin
incelenmesinin grafik gosterimi ( Amax:524 nm )

176



Cizelge 5.16 GUl yapragi ekstresinin Uv lamba altinda bozunmasina ait absorbans
degerleri ( Amax:524 nm)

Sure ( dakika ) Okunan absorbans degerleri
30 1,906
60 1,909
120 1,903
180 1,930
240 1,934
300 1,930
360 1,843
1440 1,822
1,96 -
1,94 -
1,92 -
1,9 -
1,88 -
1,86
1,84 -
1,82 -
1,8 -
1,78 -
1,76 T T T T T T T 1
30 60 120 180 240 300 360 1440

Sekil 5.23 Giil yapragi ekstresinin Uv lamba altinda bozunmasina ait verilerin grafik
gosterimi ( Anax:524 nm )
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Abs.

0.21448 T T T

0.,20000 |-

1H202 eklenmemig hal

0.e0004 |- 2)H202 eklenmis hal

0.,40000

0.20000

0,00000 - [

-0,07745
400,00 450,00 500,00 550,00 00,00
nm.

Sekil 5.24 H,0, ile bozundurulmus giil ekstresinin 5 dakika sonundaki UV spektrumu

Cizelge 5.17 H,0; ile bozundurulmus gl ekstresine ait absorbans degerleri

Eklenen H,0, miktari (mL) | Anax: 532 nm

0,00 0,832

0,50 0,013

Sekil 5.25 H,0; ile bozundurulmus giil ekstresinin 5 dakika sonundaki renk degisimi
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0, 291448 T T T

0,850000 -

1}HaNO2 eklenmemisg hal

0.€0000 - 2)NaNO2 eklenmis hal

Abs.

0.40000

0,20000

0,00000 -

-0,0774E8 L 1
400,00 450,00 500,00 550,00 800,00

Sekil 5.26 NaNO, ile bozundurulmus gl ekstresinin 5 dakika sonundaki UV spektrumu

Cizelge 5.18 NaNO, ile bozundurulmus giil ekstresine ait absorbans degerleri

Eklenen NaNO;, miktari (mL) | Aqax: 532 nm

0,00 0,832

0,50 0,784

Sekil 5.27 NaNO, ile bozundurulmus giil ekstresinin 5 dakika sonundaki renk degisimi
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Cizelge 5.19 Gl yapragi ekstresine ilave edilen baz ile ( 0,1 N NaOH ) élgllen pH ve
renk degisimleri

mL (0,1 N NaOH) pH Renk
0,0 2,48 Kirmizi
1,0 2,63 Kirmizi
2,0 4,03 Pembe-kirmizi
3,0 9,89 Yesil
4,0 12,35 Kahverengi-yesil
5,0 12,58 Kahverengi-yesil
6,0 12,63 Kahverengi-yesil
7,0 12,65 Kahverengi-yesil
8,0 12,66 Kahverengi-yesil
9,0 12,67 Kahverengi
10,0 12,68 Kahverengi
20,0 12,72 Kahverengi
30,0 12,72 Kahverengi
40,0 12,72 Kahverengi
50,0 12,72 Kahverengi
60,0 12,72 Kahverengi
70,0 12,72 Kahverengi
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pH

14 -

12 1

10 -

mL (0,1 N NaOH) pH Renk
80,0 12,72 Acik Kahverengi
90,0 12,72 Acik Kahverengi
100,0 12,72 Acik Kahverengi
:Il 5 1'0 zln 4'0 sln aln 160
mL (0,1 N NaOH)

Sekil 5.28 Boyarmaddenin NaOH’ e karsl titrasyon egrisi
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121448

1,00000

0,50000

000000

00827511
447,99

nm.

1,4
y=0,02x + 0,0119
Al 1.2 - R?=0,9997
b
s 14
o
r 08
b
al 06 b
n
s 0,4
0,2 |
O T T T 1
0] 20 40 60 &80
o derisim pg/mL

Sekil 5.29.a Yontem 1.a’nin uygulanmasiyla cizilen absorpsiyon egrileri ( 12,5-62,5
ug/mL)

Sekil 5.29.b Yontem 1.a’nin uygulanmasiyla elde edilen standart egri

Cizelge 5.20 Yontem 1.a’nin uygulanmasiyla standart egrinin gizilmesi igin okunan
absorbans ve hesaplanan standart sapma ile bagil standart sapma degerleri

C(ug/mL) | 1.Calisma | 2.Calisma | 3.Calisma | Ort SD RSD
12,5 0,28 0,27 0,25 0,27 0,02 7,04
25,0 0,52 0,49 0,48 0,50 0,02 4,80
37,5 0,79 0,77 0,70 0,75 0,05 6,30
50,0 1,00 1,01 0,97 0,99 | 0,02 2,00
62,5 1,28 1,27 1,20 1,25 0,05 3,84
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Cizelge 5.21 Yontem 1.a’nin uygulanmasiyla elde edilen standart egriye ait

parametreler

001835

0.00000

002000

1.Calisma 2.Calisma 3.Calisma Ortalama
a 0,0318 0,0040 -0,0004 0,0119
b 0,020 0,020 0,019 0,020
r 0,9989 0,9992 0,9988 0,9997
‘ 0,018 - y=0,0003x+0,00001
R2=0,9974
0,016 - b
A 0,014 -
b
s 0,012 -
o]
0,01 -
r
b| 0,008 -
a
n 0,006 -
$ 0,004 -
0,002
0 T 1
0 50 100

003387
42032

Sekil 5.30.a Yontem 1.b’nin uygulanmasiyla ¢izilen 1.tlrev absorpsiyon egrileri ( 12,5-

480,00 500,00

nm

550,00 58475

derisim pg/mL

62,5 pg/ml)

Sekil 5.30.b Yontem 1.b’nin uygulanmasiyla elde edilen standart egri
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Cizelge 5.22 Yontem 1.b’nin uygulanmasiyla standart egrinin gizilmesi igin okunan
1.tlrev absorbans ve hesaplanan standart sapma ile bagil standart sapma degerleri
(Amax: 510 nm)

C(ng/mL) | 1.Calisma | 2.Cahisma | 3.Caisma | Ort SD RSD
12,5 0,004 0,004 0,003 | 0,0036 | 0,0006 | 16,11
25,0 0,007 0,006 0,006 | 0,0063 | 0,0006 | 9,20
37,5 0,010 0,010 0,009 | 0,0096 | 0,0006 | 6,04
50,0 0,013 0,013 0,013 | 0,0130 | 0,0000 | 0,00
62,5 0,017 0,017 0,016 0,0166 | 0,0006 | 3,50

Cizelge 5.23 Yontem 1.b’nin uygulanmasiyla elde edilen standart egriye ait

parametreler

1.Calisma 2.Calisma 3.Calisma Ortalama
a 0,0006 0,0001 -0,0005 0,0001
b 0,0003 0,0003 0,0003 0,0003
r 0,9961 0,9900 0,9972 0,9997
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Abs.

1.20441 T T T 001748

1,00000 0.01000 -

0.00000 -

0.50000

0,01000

-0,02000

0.00000

00 02921

L
43488 450,00 500,00 550,00 595,30 44553 500,00 550,00 598,95
nm. m

Sekil 5.31.a Farkh miktardaki giil ekstratlarina Yontem 1.a 'nin uygulanmasiyla elde
edilen absorpsiyon egrileri

Sekil 5.31.b Farkli miktardaki giil ekstratlarina Yontem 1.b 'nin uygulanmasiyla elde
edilen 1.tlrev absorpsiyon egrileri

Cizelge 5.24 Farkl miktardaki giil ekstratlarina Yontem 1.a ve 1.b’nin uygulanmasiyla
elde edilen absorbans ve 1. tlirev absorbans degerleri

Absorbans Degerleri D absorbans degerleri Ayax:510 nm
Amax:544 nm
Alinan | 1.Cal. | 2.Cal. | 3.Cal. | Ort 1.Cal. 2.Cal. 3.Cal. Ort.

(mL)

1 0,29 | 0,31 | 0,31 | 0,30 | 0,00368 0,00399 | 0,00396 | 0,00388

2 045 | 047 | 0,47 | 0,46 | 0,00589 | 0,00609 | 0,00607 | 0,00602

3 0,73 | 0,76 | 0,76 | 0,75 | 0,0959 | 0,00989 | 0,00985 | 0,03855

4 095 | 1,00 | 0,99 | 0,98 | 0,01245 | 0,01295 0,0129 | 0,01277

5 1,13 | 1,17 | 1,16 | 1,16 | 0,01478 | 0,01508 | 0,01498 | 0,01495
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111102

1,00000

y=0,017x-0,0114
R?=0,9986

0,6

0,50000

04 -

w o W o 0w o
o
ca
|

0,2

0 T T T 1
0] 20 40 60 80

0,00000

207818 —1 . : der|§|m ug/mL

44098 500,00 550,00 534,40
nm

Sekil 5.32.a Yontem 2.a’nin uygulanmasiyla cizilen absorpsiyon egrileri ( 12,5-62,5
ug/mL)

Sekil 5.32.b Yontem 2.a’nin uygulanmasiyla elde edilen standart egri

Cizelge 5.25 Yontem 2.a’nin uygulanmasiyla standart egrinin cizilmesi icin okunan
absorbans ve hesaplanan standart sapma ile bagil standart sapma degerleri ( Amax: 532

nm)

C(ug/mL) | 1.Calisma | 2.Calisma | 3.Calisma | Ort SD RSD
12,5 0,224 0,203 0,212 0,213 | 0,010 | 4,70
25,0 0,432 0,385 0,365 0,394 | 0,034 | 8,63
37,5 0,626 0,610 0,581 0,606 | 0,023 | 3,80
50,0 0,844 0,850 0,778 0,824 | 0,040 | 4,85
62,5 1,079 1,040 1,012 1,044 | 0,033 | 3,16
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Cizelge 5. 26 Yontem 2.a’nin uygulanmasiyla elde edilen standart egriye ait

parametreler

1.Calisma 2.Calisma 3.Calisma Ortalama
a 0,0044 -0,0241 -0,0143 -0,0114
b 0,0170 0,0170 0,0160 0,0170
r 0,9988 0,9979 0,9956 0,9986
L 09 7 y=0,014x-0,0134
Al og - RZ=0,998
bl o7 |
S
0 za000 - o 0,6 b
"I 05 -
b
a 04 -
N 03 -
S
0.00000 0,2 -
0,1 -
0 T 1
0 50 100

-0.40583

438,18 450,00

500,00

550,00 597.90

nm

derisim pug/mL

Sekil 5.33.a Yontem 2.b’nin uygulanmasiyla gizilen absorpsiyon egrileri ( 12,5-62,5

ug/mL)
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Sekil 5.33.b Yontem 2.b’nin uygulanmasiyla elde edilen standart egri




Cizelge 5.27 Yontem 2.b’nin uygulanmasiyla standart egrinin gizilmesi igin okunan
absorbans ve hesaplanan standart sapma ile bagil standart sapma degerleri
(Amax:528 nm)

C(ng/mL) | 1.Calisma | 2.Calisma | 3.Cahisma | Ort SD RSD
12,5 0,157 0,157 0,172 0,162 | 0,009 | 5,37
25,0 0,324 0,320 0,292 0,312 | 0,017 | 5,45
37,5 0,518 0,521 0,462 0,500 | 0,033 | 6,60
50,0 0,684 0,752 0,610 0,682 | 0,071 | 10,4
62,5 0,858 0,813 0,809 0,827 | 0,027 | 3,26

Cizelge 5.28 Yontem 2.b’nin uygulanmasiyla elde edilen standart egriye ait
parametreler

1.Calisma 2.Calisma 3.Calisma Ortalama
a -0,0204 -0,0106 -0,0086 -0,0134
b 0,0140 0,0140 0,0130 0,0140
r 0,9995 0,9775 0,9936 0,9980
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092894 T U .

001000

0500001 0.00000

Abs.

0010001

000000

0020001

4,138 L 1 L 0,02400 L 1 L
8T8 45000 500,00 £50.00 595,80 £2102 480,00 50000 550,00 £36,45
nm. nm.

Sekil 5.34.a Farkh miktardaki giil ekstratlarina Yontem 2.a ‘nin uygulanmasiyla elde
edilen absorpsiyon egrileri

Sekil 5.34.b Farkli miktardaki gil ekstratlarina Yontem 2.a ‘nin uygulanmasiyla elde
edilen absorpsiyon egrileri

Cizelge 5.29 Farkh miktardaki gil ekstratlarina Yontem 2.a’nin uygulanmasiyla elde
edilen absorbans ve 1. tiirev absorbans degerleri

Absorbans Degerleri 'D absorbans degerleri Amay:495 nm

Amax:532 nm

Alinan | 1.Cal. | 2.Cal. | 3.Cal. | Ort 1.CGal. 2.Cal. 3.Cal. Ort
(mL)

1 0,20 0,21 0,21 0,21 | 0,00281 | 0,00283 | 0,00292 | 0,00285

2 0,31 | 0,295 | 0,368 | 0,32 | 0,00448 | 0,00410 | 0,00504 | 0,00454

3 0,56 0,50 0,62 0,56 | 0,00779 | 0,00752 | 0,00814 | 0,00782

4 0,769 | 0,637 | 0,869 | 0,758 | 0,01025 | 0,00881 | 0,01075 | 0,009937

5 0,937 | 0,837 | 1,031 | 0,935 | 0,01276 | 0,01144 | 0,01390 | 0,01270
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102087 - T = - 001858 T ; .

0.01000 -

0,00000 F
0.50000

001000

000000 002000

027582 1 L L 003134 L L L
2887 45000 500,00 550,00 57,20 4388 45000 500,00 55000 5540
nm. nm.

Sekil 5.35.a Farkh miktardaki gl ekstratlarina Yontem 2.b 'nin uygulanmasiyla elde
edilen absorpsiyon egrileri

Sekil 5.35.b Farkli miktardaki giil ekstratlarina Yontem 2.b 'nin uygulanmasiyla elde
edilen absorpsiyon egrileri

Cizelge 5.30 Farkli miktardaki gl ekstratlarina Yontem 2.b’nin uygulanmasiyla elde
edilen absorbans ve 1. tiirev absorbans degerleri

Absorbans Degerleri D absorbans degerleri Ay2x:495 nm

Amax:528 nm

Alinan | 1.Cal. | 2.Cal. | 3.Cal. | Ort 1.Cal. 2.Cal. 3.Cal. Ort
(mL)

1 0,18 | 0,14 | 0,16 | 0,16 | 0,00307 | 0,00308 | 0,00311 | 0,00310

2 0,29 | 0,22 | 0,29 | 0,27 | 0,00492 | 0,00458 | 0,00527 | 0,00492

3 0,51 | 0,45 | 0,51 | 0,49 | 0,00900 | 0,00844 | 0,00911 | 0,00885

4 0,65 | 053 | 068 | 0,62 | 0,01121 | 0,01061 | 0,01204 | 0,01130

5 0,87 | 0,67 | 0,93 | 0,82 | 0,01370 | 0,01250 | 0,01485 | 0,01368
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122888 . . 053410 T

100000 - 0,40000

0,20000 -
0.50000

0,00000 -

0.00000 -

£,11878 L 1 L 1 -0,08%62 L L L L
105 400,00 £0,00 200,00 700,00 77826 1291 40000 500,00 80000 700,00 785,62
nm nm.

Sekil 5.36 Yontem 3’Un uygulanmasiyla elde edilen absorpsiyon spektrumlari, ( 12,5-
62,5 pug/mL)

a) distile suya karsi pH:1,0 ile hazirlanan ¢ozeltilerin spektrumlari

b) distile suya karsi pH:4,5 ile hazirlanan ¢ozeltilerin spektrumlari

1,2 -
y=0,017x-0,0319
1 - 22
A R?=0,9983
b
0,8 -
S
o]
0,6 -
r
b
0,4 -
a
n
0,2 -
S
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

derisim pg/mL

Sekil 5.37 Yontem 3’Un uygulanmasiyla elde edilen standart egri
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Cizelge 5.31 Yontem 3’Uin uygulanmasiyla standart egrinin gizilmesi igin okunan
absorbans degerleri ( referans: distile su, numune: pH 1’de hazirlanan standart
cozeltiler)

1.Cahisma 2.Caligma 3.Caligma Ortalama

c A max A A max A A max A A max A

(ng/mL) | 530 nm | 700nm | 530 nm | 700nm | 530 nm | 700 nm | 530 nm | 700 nm

12,5 0,236 0,006 0,227 0,006 0,243 0,002 0,235 0,005

25,0 0,451 0,012 0,444 0,008 0,419 0,005 0,438 0,008

37,5 0,715 0,014 0,696 0,004 0,666 0,004 0,692 0,007

50,0 0,960 0,006 0,960 0,006 0,886 0,005 0,935 0,006

62,5 1,223 0,006 1,158 0,009 1,158 0,007 1,190 0,007

Cizelge 5.32 Yontem 3’lin uygulanmasiyla standart egrinin ¢izilmesi icin okunan
absorbans degerleri ( referans: distile su, numune: pH: 4,5’da hazirlanan standart
¢oOzeltiler)

1.Cahisma 2.Cahsma 3.Calisma Ortalama

C A max A A max A A max A A max A

(ug/mL) | 530nm | 700nm | 530 nm | 700nm | 530 nm | 700 nm | 530 nm | 700 nm

12,5 0,042 0,001 0,029 0,004 0,030 0,004 0,034 0,003

25,0 0,051 0,001 0,057 0,007 0,055 0,004 0,543 0,004

37,5 0,081 0,002 0,082 0,002 0,084 0,004 0,082 0,003

50,0 0,113 0,004 0,114 0,004 0,114 0,004 0,114 0,004

62,5 0,129 0,004 0,148 0,006 0,149 0,007 0,137 0,006
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Cizelge 5.33 Yontem 3’lin uygulanmasiyla standart egrinin gizilmesi igin okunan
absorbans ve hesaplanan standart sapma ile bagil standart sapma degerleri ( Aynax:530
nmve A: 700 nm)

C(pg/mL) 1.Cal. 2.Cal. 3.Cal. Ort SD RSD
12,5 0,189 0,196 0,215 0,20 0,013 | 6,506
25,0 0,389 0,386 0,364 0,38 0,014 | 3,690
37,5 0,622 0,612 0,582 0,60 0,021 | 3,470
50,0 0,845 0,844 0,771 0,82 0,043 | 5,245
62,5 1,108 1,039 1,009 1,05 0,051 | 4,851

Cizelge 5.34 Yontem 3’lin uygulanmasiyla elde edilen standart egriye ait parametreler

1.Calisma 2.Calisma 3.Calisma Ortalama
a -0,0576 -0,0278 -0,0103 -0,0319
b 0,0180 0,0170 0,0160 0,0170
r 0,9979 0,9988 0,9948 0,9983
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Sekil 5.38 Farkli miktardaki gll ekstratlarina Yontem 3’in uygulanmasiyla elde edilen
absorpsiyon spektrumlari

a ) distile suya karsi pH 1,0 ile hazirlanan ¢ozeltilerin spektrumlari

b ) distile suya karsi pH 4,5 ile hazirlanan ¢ozeltilerin spektrumlari

Yoéntem 1.a: Absorbans degerleri

Yoéntem 1.b: 1. Tlrev absorbans degerleri

Yontem 2.a : Difference yontemi (pH: 4,5 — pH: 1,0)
Yontem 2.b : Difference yontemi (pH: 7,0 — pH: 1,0)

Yontem 3 : Standart(referans) yontemi (distile suya karsi pH: 1,0 ve pH: 4,5 okumasi

yapildi)
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Cizelge 5.35 Farkli miktardaki gul ekstratlarina Yontem 3’Gn uygulanmasiyla elde edilen
absorbans degerleri ve standart yontemin uygulanmasinda kullanilacak hesaplanmis
ortalama absorbans degerleri

Distile suya karsi pH 1,0’de Distile suya karsi pH 4,5’da
hazirlanan giil hazirlanan giil
ekstraklarinda okunan ekstraklarinda okunan

Absorbans Degerleri Absorbans Degerleri

Amax:530 nm ve A:700 nm Amax:530 nm ve A:700 nm

Alnan | 1.Gal. | 2.Gal. | 3.Cal. | Ort 1.Gal. | 2.¢al. | 3.Cal. | Ort Absorbans

(mL) degerleri

1 0,300 | 0,322 | 0,322 | 0,315 | 0,022 | 0,027 | 0,027 | 0,025 0,274

0,021 | 0,029 | 0,029 | 0,026 | 0,007 | 0,012 | 0,012 | 0,010

2 0,584 | 0,602 | 0,602 | 0,596 | 0,047 | 0,047 | 0,047 | 0,047 0,513

0,041 | 0,057 | 0,057 | 0,052 | 0,016 | 0,016 | 0,016 | 0,016

3 0,987 | 1,030 | 1,030 | 1,016 | 0,107 | 0,114 | 0,114 | 0,111 0,873

0,075 | 0,084 | 0,084 | 0,081 | 0,046 | 0,049 | 0,049 | 0,048

4 1,042 | 1,383 |1,383 | 1,270 | 0,133 | 0,233 | 0,133 | 0,133 1,107

0,085 | 0,086 | 0,086 | 0,086 | 0,054 | 0,056 | 0,056 | 0,056
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Cizelge 5.36 Farkli hacimlerde giil yapragi ekstrelerinde yapilan kantitatif tayinlerde
100 gram gl yapragindaki gram cinsinden antosiyanin miktarinin 3 yontem ile birlikte
gosterilmesi Ortalama, SD ve RSD degerleri (Ultrasonik ekstraksiyonda elde edilen
ekstraklar kullanildr )

istatistiksel Yontem | Yontem Yontem Yontem | Yontem
parametreler 1.a 1.b 2.a 2.b 3
1 0,34 0,30 0,304 0,3079 0,540
2 0,37 0,29 0,337 0,3617 0,481
3 0,36 0,29 0,340 0,3420 0,532
4 0,34 0,30 0,340 0,3645 0,545
Xort 0,35 0,30 0,330 0,3440 0,534
SD 0,015 0,004 0,017 0,026 0,030
RSD 4,24 1,49 5,16 7,59 5,54
0,3534+ | 0,2959+ | 0,3292+ | 0,3440+
*Xortt t.5/n*/?
0,024 0,006 0,027 0,041
t testi 9,35 13,65 10,31 8,31
F testi 4,00 56,25 3.11 1,33

*n: Olglim Sayisi ve (n-1): Serbestlik Derecesi olmak {izere, n=4 ve (n-1)=3 i¢in %95 Giiven Seviyesi’nde
t degeri 3,182, F degeri 9,28 olarak alindi.
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5.20 Standart Antosiyanin Gézeltisine Uygulanan Validasyon islemleri

Cizelge 5.37 Yéntem 1.a icin intra-day ( Giin ici ) calismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Calisma*

ug/mL

35,21

35,11

35,11

34,51

34,51

35,06

34,86

34,90

34,71

35,01

2.Calisma* 3.Calisma*

34,30

34,70

35,00

34,81

34,90

34,25

34,51

34,61

34,65

34,25

34,25

34,31

34,00

34,36

34,26

34,00

34,45

34,71

34,65

34,55

Ort

34,60

34,71

34,71

34,56

34,60

34,46

34,61

34,74

34,67

34,61

% Verim SD

92,24 0,56
92,55 0,40
92,55 0,61
92,15 0,23
92,24 0,33
92,00 0,55
92,30 0,22
92,65 0,15
92,46 0,03
92,30 0,38

RSD

1,55

1,15

1,76

0,66

0,95

1,60

0,64

0,44

0,09

1,10

* Co: 37,5 pg/mL standart ¢ozeltinin okunan absorbans degerleri ile heseaplanmis pg/mL cinsinden
konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.38 Yontem 1.b icin intra-day ( Giin ici ) ¢alismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Caligma*

ug/mL

30,97

30,77

30,77

30,23

30,17

30,60

30,47

30,63

30,63

29,90

2.Cali

29,73

30,30

30,67

30,30

30,40

29,93

30,13

30,27

30,23

29,53

sma* 3.Caligma*

28,53

28,57

28,77

29,00

28,57

28,37

28,80

28,57

28,07

28,40

Ort

29,74

29,90

30,07

29,84

29,71

29,63

29,80

29,82

29,64

29,30

% Verim

79,32

79,67

80,20

79,60

79,23

79,02

79,50

79,52

79,05

78,07

SD

1,22

1,16

1,13

0,73

1,00

1,15

0,88

1,10

1,38

0,78

RSD

4,10

3,90

3,75

2,45

3,36

3,87

2,96

3,70

4,66

2,67

* Co: 37,5 pg/mL standart ¢ozeltinin okunan 1. tiirev absorbans degerleri ile heseaplanmis pg/mL

cinsinden konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.39 Yéntem 2.a icin intra-day ( Giin ici ) calismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Calisma*

ug/mL

34,53

34,26

34,38

34,49

34,67

35,02

35,02

34,80

35,08

35,73

2.Caisma* 3.Calisma*

34,85

34,73

34,55

34,67

34,67

34,34

34,32

35,08

35,73

35,61

35,40

35,08

35,14

35,26

35,43

35,61

35,02

35,10

35,20

35,14

Ort

34,93

34,69

34,69

34,81

34,93

35,00

34,80

35,00

35,34

35,50

% Verim SD

93,13 0,42
92,50 0,41
92,50 0,40
92,82 0,40
93,13 0,44
93,34 0,62
92,80 0,40
93,30 0,17
94,20 0,34
94,65 0,31

RSD

1,20

1,20

1,15

1,15

1,26

1,80

1,15

0,50

1,00

0,90

* Co: 37,5 pg/mL standart ¢ozeltinin okunan absorbans degerleri ile heseaplanmis pg/mL cinsinden
konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.40 Yontem 2.b icin intra-day ( Giin i¢i ) calismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Calisma*

ug/mL

36,31

36,90

36,31

35,81

35,67

37,31

35,90

36,81

36,96

36,90

2.Caisma* 3.Calisma*

36,74

37,17

36,46

37,32

36,53

36,60

36,31

36,96

37,24

37,10

36,03

36,67

36,10

36,17

35,96

36,38

37,17

36,90

37,03

37,24

Ort

36,36

36,91

36,29

36,43

36,05

36,80

36,46

36,90

37,08

37,08

% Verim SD

96,70 0,36
98,42 0,25
96,80 0,18
97,15 0,78
96,15 0,44
98,00 0,49
97,22 0,65
98,36 0,07
98,74 0,15
98,74 0,18

RSD

1,00

0,68

0,50

2,15

1,21

1,33

1,80

0,20

0,40

0,50

* Co: 37,5 ug/mL standart ¢ozeltinin okunan absorbans degerleri ile heseaplanmis pg/mL cinsinden
konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.41 Yéntem 3 icin intra-day ( Giin ici ) calismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Calisma* 2.Calisma* 3.Calisma* Ort % Verim SD RSD

ug/mL
36,23 36,70 36,17 36,36 97,00 0,29 0,80
36,17 36,17 36,35 36,23 96,61 0,10 0,28
36,05 35,93 36,30 36,10 96,25 0,18 0,50
36,35 36,30 35,90 36,15 96,40 0,24 0,70
36,46 36,17 36,23 36,30 96,80 0,16 0,43
35,82 35,90 36,46 36,05 96,14 0,36 1,00
36,30 35,82 35,90 35,99 96,00 0,26 0,71
36,00 36,40 36,41 36,27 96,70 0,24 0,65
35,76 36,82 36,64 36,41 97,10 0,57 1,55
36,41 37,00 36,93 36,80 98,10 0,32 0,90

* Co: 37,5 ug/mL standart ¢ozeltinin okunan absorbans degerleri ile heseaplanmis pg/mL cinsinden
konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.42 Yontem 1.a icin inter-day ( Giinler arasi ) ¢alismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Gin* 2.Giin* 3.Gliin* Ort % Verim SD RSD

pg/mL
35,40 34,51 34,26 34,72 92,60 0,60 1,73
35,10 34,26 34,31 34,56 92,15 0,48 1,38
35,10 34,16 34,51 34,60 92,23 0,48 1,39
34,50 34,66 34,86 34,67 92,46 0,18 0,50
34,40 34,26 34,31 34,32 91,53 0,08 0,22
35,05 34,21 34,00 34,42 91,80 0,56 1,62
34,85 34,16 34,11 34,37 91,66 0,42 1,22
34,90 34,86 34,21 34,66 92,41 0,39 1,12
34,90 34,00 34,16 34,36 91,61 0,48 1,40
34,05 34,26 34,06 34,12 90,10 0,12 0,34

* Co: 37,5 ug/mL standart ¢ozeltinin okunan absorbans degerleri ile heseaplanmis pg/mL cinsinden
konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.43 Yontem 1.b icin Inter-day ( Giinler arasi ) calismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Gin* 2.Giin* 3.Gliin* Ort % Verim SD RSD

pg/mL
30,97 29,30 28,53 29,60 78,93 1,24 4,20
30,77 29,17 28,57 29,50 78,67 1,14 3,85
30,77 28,56 28,77 29,37 78,31 1,22 4,14
30,23 29,10 29,00 29,44 78,52 0,68 2,33
30,17 28,77 28,57 29,17 77,80 0,87 3,00
30,60 29,13 28,37 29,37 78,31 1,13 3,86
30,47 28,70 28,80 29,32 78,20 0,99 3,38
30,63 29,30 28,57 29,50 78,67 1,05 3,55
30,63 29,00 28,07 29,23 78,00 1,30 4,45
29,90 29,23 28,40 29,18 78,81 0,75 2,60

* Co: 37,5 pg/mL standart ¢ozeltinin okunan 1. tiirev absorbans degerleri ile heseaplanmis pg/mL
konsantrasyon cinsinden degerleri
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Cizelge 5.44 Yontem 2.a icin inter-day ( Giinler arasi ) ¢alismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Gin* 2.Gin* 3.Gliin* Ort % Verim  SD RSD

pg/mL
34,32 34,14 34,20 34,22 91,25 0,09 0,26
33,80 34,08 34,49 34,12 90,10 0,36 1,04
33,67 34,32 34,49 34,16 91,10 0,43 1,27
34,49 34,40 34,02 34,30 91,46 0,25 0,71
33,80 34,26 34,20 34,08 90,10 0,26 0,75
35,61 34,73 34,26 34,90 92,98 0,70 2,00
35,02 34,49 34,44 34,65 92,40 0,32 0,94
34,80 34,49 34,49 34,59 92,24 0,17 0,49
35,08 34,61 34,61 34,77 92,72 0,27 0,78
35,90 34,32 34,40 34,86 92,95 0,90 2,54

* Co: 37,5 ug/mL standart ¢ozeltisinin okunan absorbans degerleri ile heseaplanmis ug/mL cinsinden
degerler
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Cizelge 5.45 Yontem 2.b icin inter-day ( Giinler arasi ) calismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Gin* 2.Giin* 3.Gliin* Ort % Verim  SD RSD

pg/mL
36,17 35,96 36,74 36,29 96,77 0,41 1,12
37,10 36,53 35,96 36,53 97,41 0,57 1,56
36,31 36,31 36,10 36,24 96,65 0,12 0,34
35,67 35,96 36,03 35,90 95,70 0,19 0,53
35,81 37,31 36,67 36,60 97,60 0,75 2,06
35,67 37,17 37,10 36,65 97,72 0,85 2,31
37,31 36,75 37,17 37,10 98,87 0,29 0,80
35,90 36,10 36,17 36,05 96,14 0,15 0,41
36,8 36,24 36,96 36,67 97,80 0,38 1,04
37,31 36,10 36,31 36,60 97,54 0,65 1,77

* Co: 37,5 ug/mL standart ¢ozeltinin okunan absorbans degerleri ile heseaplanmis pg/mL cinsinden
konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.46 Yontem 3 icin inter-day ( Giinler arasi ) calismalarina ait sonuglar

Co: 37,5 1.Gin* 2.Giin* 3.Gliin* Ort % Verim  SD RSD

pg/mL
36,11 35,99 36,11 36,07 96,20 0,07 0,19
36,23 36,30 36,64 36,40 97,01 0,22 0,61
35,99 35,76 36,05 35,94 95,83 0,15 0,43
36,17 35,70 36,30 36,03 96,10 0,29 0,81
36,46 36,35 36,58 36,46 97,24 0,18 0,48
35,76 36,58 36,93 36,43 97,14 0,60 1,65
36,30 36,17 36,41 36,31 96,82 0,12 0,33
35,93 36,17 36,46 36,19 96,51 0,26 0,73
35,70 36,52 36,35 36,19 96,51 0,43 1,20
36,52 36,64 36,76 36,64 97,71 0,12 0,32

* Co: 37,5 pg/mL standart ¢6zeltinin okunan absorbans degerleri ile hseaplanmis pg/mL cinsinden
konsantrasyon degerleri

206



Cizelge 5.47 37,5 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan 10 ayri ¢zeltinin gln iginde (
intra-day ) arka arkaya 3 ayri Yontem ile alinan lgiimleri sonucunda elde edilen,
Ortalama konsantrasyon, SD, RSD, % Verim, LOD ve LOQ degerlerinin karsilastiriimasi

istatistiksel Yéntemler

veriler

Yontem 1.a Yontem 1.b Yontem2.a Yoéntem2.b Yontem3

34,60 29,74 34,92 36,36 36,36
34,70 29,90 34,69 36,91 36,23
34,70 30,07 34,69 36,29 36,09
34,56 29,84 34,81 36,43 36,15
Alinan miktar: 34 60 29,71 34,92 36,05 36,30
37,5 pg/mL
34,45 29,63 35,00 36,77 36,05
34,60 29,80 34,80 36,46 35,99
34,74 29,82 34,98 36,90 36,27
34,67 29,64 35,34 37,08 36,41
34,61 29,30 35,49 37,08 36,80
Ortalama 34,62 29,74 34,96 36,63 36,26
SD 0,08 0,21 0,26 0,36 0,22
% RSD 0,25 0,69 0,76 0,98 0,62
% Verim 92,32 79,31 93,24 97,68 96,70
LOD 0,26 0,21 0,79 1,07 0,68
LOQ 0,85 0,69 2,65 3,58 2,25
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Cizelge 5.48 37,5 ug/mL konsantrasyonda hazirlanan 10 ayri ¢6zeltinin 3 glin arka
arkaya (inter-day, giin asir) 3 ayri Yontem ile alinan él¢iimleri sonucunda elde edilen,
Ortalama konsantrasyon, SD, RSD, % Verim, LOD ve LOQ degerlerinin karsilastiriimasi

istatistiksel Yontemler

veriler

Yontem1l.a Yontem1l.b Yontem2.a Yontem2.b Yontem3

34,72 29,60 34,22 36,29 36,07
34,56 29,50 34,12 36,53 36,40
34,60 29,40 34,16 36,24 35,94
Alinan 34,67 29,44 34,30 35,90 36,03
miktar: 37,5 34,32 29,20 34,08 36,60 36,46
ug/mL
34,42 29,40 34,90 36,65 36,43
34,37 29,32 34,65 37,08 36,31
34,66 29,50 34,59 36,05 36,19
34,36 29,23 34,77 36,67 36,19
34,12 29,20 34,86 36,60 36,64
Ortalama 34,50 29,37 34,46 36,46 36,27
SD 0,19 0,15 0,32 0,34 0,22
% RSD 0,55 0,50 0,92 0,95 0,61
% Verim 91,94 78,32 91,90 97,22 96,71
LOD 0,57 0,44 0,95 1,04 0,66
LoQ 1,90 1,46 3,17 3,45 2,20
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Cizelge 5.49 Standart Ekleme yontemi icin elde edilen absorbans degerleri

Yontemler 2 mL giil ekstresi 2 mL giil ekstresi+1 | 2 mL giil ekstresi+2 mL
mL stok ¢ozeltisi stok ¢ozeltisi
Yontem 1.a 0,440 0,706 0,937
Yontem 1.b 0,006 0,010 0,013
Yontem 2.a 0,350 0,560 0,740
Yontem 2.b 0,270 0,432 0,582
Yontem 3 0,510 0,710 0,890
1 -
y=0,02x + 0,4458
A R?=0,9983 08 -
b
S
o
r
b
a
n
S
-30 20 30
-0,2 -
derisim pg/mL

Sekil 5.39 Yontem 1.a icin standart ekleme yonteminin kalibrasyon egrisi
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y = 0,0003x + 0,00617
RZ=0,99324

W3O OoTS0WDoDD

20 30

derisim pg/mL

Sekil 5.40 Yontem 1.b icin standart ekleme yonteminin kalibrasyon egrisi

y=0,016x+ 0,355
R2=0,998

wWIseoTSo0owDk

0,8 -

0,7 -

fal
L= T T 1

20 30

derisim pug/mL

Sekil 5.41 Yontem 2.a icin standart ekleme yonteminin kalibrasyon egrisi

y=0,012x+0,272
R? = 10,9995

wWsogT=TO0oVwTD

ol
L= T T 1

-30 -20

-10

20 30

derisim pg/mL

Sekil 5.42 Yontem 2.b igin standart ekleme yonteminin kalibrasyon egrisi
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y=0,0152x+0,5133 0.9 -
RZ=0,9991 0,8 -

WS oooTSO0woTD

-40 20 30

derisim pg/mL

Sekil 5.43 Yontem 3 icin standart ekleme yonteminin kalibrasyon egrisi

izelge 5.50 Standart ekleme yonteminin uygulanmasiyla 3 Yontem icin elde edilen %
Cizelg y Y8 y ¢

Verimler
% Verim
Yontemler 2 mL giil ekstresi 2 mL giil ekstresi+1 2 mL giil ekstresi+2
mLstok antosiyanin | mL stok antosiyanin
gozeltisi ¢ozeltisi
Yontem 1.a 95,00 99,16 97,38
Yéntem 1.b 90,75 96,50 92,00
Yoéntem 2.a 95,00 96,00 93,00
Yoéntem 2.b 96,40 95,00 92,50
Yontem 3 95,16 95,00 93,00
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Cizelge 5.51 Standart Ekleme Yénteminin uygulanmasiyla mg A/ 100 g giil yapraginda
saptanan antosiyanin miktarlari

Yontemler 2 mL giil ekstresi 2 mL giil ekstresi+1 2 mL giil ekstresi+2
mL stok ¢ozeltisi mL stok ¢ozeltisi
Yontem 1.a 321,07 347,05 346,91
Yéntem 1.b 299,55 333,00 324,75
Yéntem 2.a 318,90 336,12 331,50
Yéntem 2.b 303,65 318,14 318,97
Yoéntem 3 478,14 436,41 407,47

5.21 Giil Yapragi Ekstreleri i¢in Uygulanan Validasyon islemleri

Cizelge 5.52 Yéntem 1.a icin intra-day ( Giin ici ) calismalarina ait sonuglar

1.Calisma*

33,91

33,80

33,65

34,00

33,86

2.Calisma*  3.Calisma*
33,70 33,90
33,66 33,46
33,76 33,56
33,56 33,76
33,80 34,00

Ort SD

33,84 0,12
33,64 0,18
33,66 0,10
33,77 0,22
33,89 0,10

RSD

0,34

0,52

0,30

0,67

0,31

*GUl yapragi ekstreleri icin hesaplanmis pg/mL cinsinden konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.53 Yéntem 1.b icin intra-day ( Giin ici ) ¢alismalarina ait sonuglar

1.Calisma* 2.Calisma* 3.Calisma* Ort SD RSD
37,23 37,47 37,37 37,36 0,12 0,31
37,47 37,43 37,60 37,50 0,09 0,24
37,33 37,40 37,43 37,39 0,05 0,14
37,60 37,63 37,23 37,49 0,22 0,60
37,30 37,37 37,33 37,33 0,03 0,09

*GUl yapragi ekstreleri icin hesaplanmis ug/mL cinsinden konsantrasyon degerleri

Cizelge 5.54 Yéntem 2.a icin intra-day ( Giin ici ) calismalarina ait sonuglar

1.Calisma* 2.Calisma* 3.Calisma* Ort SD RSD
37,44 37,02 37,20 37,22 0,20 0,54
37,49 37,14 37,14 37,26 0,20 0,54
37,38 36,91 37,73 37,34 0,41 1,10
37,26 37,08 37,02 37,12 0,12 0,34
37,14 36,79 36,91 36,95 0,18 0,54

*GUl yapragi ekstreleri icin hesaplanmis pg/mL cinsinden konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.55 Yéntem 2.b icin intra-day ( Giin ici ) ¢alismalarina ait sonuglar

1.Caligma*

47,40

47,53

47,74

47,46

47,31

2.Calisma*

47,24

47,60

47,46

47,90

47,100

3.Calisma* Ort

46,96

47,46

47,24

47,40

47,10

47,19

47,53

47,48

47,60

47,17

SD

0,22

0,07

0,25

0,27

0,12

RSD

0,46

0,15

0,53

0,57

0,26

*GUl yapragi ekstreleri igin hesaplanmis ug/mL cinsinden konsantrasyon degerleri

Cizelge 5.56 Yontem 3 icin intra-day ( Giin ici ) calismalarina ait sonuglar

1.Calisma*

39,58

39,64

39,70

39,58

39,82

2.Calisma*

39,35

39,77

39,64

39,64

39,76

3.Calisma* Ort

39,52

39,41

39,58

39,70

39,41

39,48

39,60

39,64

39,64

39,66

SD

0,12

0,18

0,06

0,06

0,22

RSD

0,31

0,46

0,15

0,15

0,005

*GUl yapragi ekstreleri igin hesaplanmis ug/mL cinsinden konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.57 Yontem 1.a icin inter-day ( Giinler arasi ) ¢alismalarina ait sonuglar

1.Giin* 2.Gin* 3.Gin* Ort SD RSD
33,66 33,20 33,90 33,59 0,36 1,06
33,90 32,60 33,10 33,20 0,66 1,97
33,80 33,60 33,00 33,47 0,42 1,24
34,00 33,06 33,90 33,66 0,52 1,55
33,76 34,00 34,00 33,92 0,14 0,42

*GUl yapragi ekstreleri igin hesaplanmis ug/mL cinsinden konsantrasyon degerleri

Cizelge 5.58 Yéntem 1.b icin inter-day (Giinler arasi ) calismalara ait sonuglar

1.Giin* 2.Gin* 3.Gin* Ort SD RSD
37,43 37,40 37,33 37,39 0,05 0,14
37,37 37,53 37,50 37,47 0,09 0,24
37,27 37,47 37,43 37,39 0,11 0,30
37,47 37,50 37,37 37,44 0,07 0,20
37,33 37,47 37,47 37,42 0,08 0,21

*GUl yapragi ekstreleri igin hesaplanmis pg/mL cinsinden konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.59 Yontem 2.a icin inter-day ( Giinler arasi ) ¢alismalarina ait sonuglar

1.Giin* 2.Gin* 3.Gin* Ort SD RSD
37,49 36,91 37,26 37,22 0,30 0,80
37,40 37,14 37,26 37,26 0,12 0,31
37,73 36,73 37,73 37,40 0,60 1,54
37,20 36,55 37,02 36,93 0,33 0,90
37,14 36,91 36,96 37,00 0,12 0,33

*GUl yapragi ekstreleri icin hesaplanmis ug/mL cinsinden konsantrasyon degerleri

Cizelge 5.60 Yontem 2.b icin inter-day ( Giinler arasi ) calismalarina ait sonuglar

1.Giin* 2.Gin* 3.Gin* Ort SD RSD
47,67 47,74 46,96 47,46 0,43 0,91
47,53 47,60 47,46 47,53 0,07 0,15
47,60 46,67 47,24 47,17 0,47 1,00
47,40 46,67 47,40 47,15 0,41 0,88
47,40 47,40 47,46 47,41 0,04 0,09

*GUl yapragi ekstreleri icin hesaplanmis pg/mL cinsinden konsantrasyon degerleri
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Cizelge 5.61 Yéntem 3 icin inter-day ( Giinler arasi ) calismalarina ait sonuclar

1.Giin* 2.Gin* 3.Gin* Ort SD RSD
39,58 39,90 39,52 39,66 0,19 0,48
39,70 39,41 39,52 39,54 0,15 0,37
39,76 39,90 40,05 39,90 0,15 0,37
39,90 39,64 39,90 39,80 0,14 0,34
39,70 39,76 39,76 39,74 0,04 0,09

*GUl yapragi ekstreleri igin hesaplanmis ug/mL cinsinden konsantrasyon degerleri

217



Cizelge 5.62 Giil ekstresinden hazirlanan 5 ayri ¢ézeltinin giin icinde ( intra-day ) arka
arkaya 3 ayri yontem ile alinan élgiimleri sonucunda elde edilen, Ortalama
konsantrasyon, SD, RSD, LOD ve LOQ degerlerinin karsilastirilmasi

istatistiksel

veriler

ug/mL

Ortalama

SD

% RSD

LOD

LOQ

Yontem 1.a

33,84

33,64

33,66

33,77

33,89

33,76

0,11

0,33

0,33

1,10

Yoéntemler

Yontem 1.b Yontem 2.a

37,36

37,50

37,39

37,49

37,33

37,41

0,08

0,21

0,23

0,77

37,22

37,26

37,34

37,12

36,95

37,18

0,15

0,41

0,45

1,51
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Yontem 2.b Yontem 3

47,20

47,53

47,48

47,60

47,17

47,39

0,19

0,40

0,60

1,92

39,48

39,60

39,64

39,64

39,66

39,61

0,07

0,18

0,21

0,71



Cizelge 5.63 Giil ekstresinden hazirlanan 5 ayri ¢6zeltinin 3 giin arka arkaya ( inter-day,
gin asirt ) 3 ayri yontem ile alinan 6lgiimleri sonucunda elde edilen, Ortalama
konsantrasyon, SD, RSD, LOD ve LOQ degerlerinin karsilastirilmasi

istatistiksel Yontemler

veriler

Yontem 1.a Yontem 1.b Yontem2.a Yontem2.b Yontem3

pg/mL 33,59 37,39 37,22 47,46 39,66

33,20 37,47 37,26 47,53 39,54

33,47 37,39 37,40 47,17 39,90

33,66 37,44 36,93 47,15 39,80

33,92 37,42 37,00 47,41 39,74

Ortalama 33,57 37,42 37,16 47,34 39,73
SD 0,26 0,03 0,19 0,17 0,13
% RSD 0,78 0,09 0,52 0,36 0,34
LOD 0,80 0,10 0,58 0,52 0,40
LOQ 2,62 0,33 1,93 1,73 1,34
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0.79756

1) Stok ¢oz.
2) Gl eks.

0,&0000

Abs.

0.40000

0.20000

002447 L 1 1
400,00 450,00 500,00 550,00 600,00

Sekil 5.44 (1): 3 mL standart antosiyanine (37,5 ug/mL ), (2): 3 mL gll yapragi
ekstresine ait absorpsiyon spektrumlari ( Yontem 1.a)

0,01218 . . — .
0,01000 -
1) Stok ¢oz.
2) Giil eks.
¥ 1
0,00000 L)
g
<L
-0,01000
0,02000 - . 4
-0,02138 L 1 1
414,38 450,00 500,00 550,00 595,80

nm.

Sekil 5.45 (1): 3 ml standart antosiyanine (37,5 pg/mL), (2): 3 mL gl yapragi
ekstresine ait 1. tlirev absorpsiyon spektrumlari ( Yontem 1.b)
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0.87982 T

0.50000 |- 1 4

1) Stok ¢oz.
2) Gul eks.

0.40000

Ahs.

0.20000

0.00000

-0.08771 1 L L
410,51 450,00 500,00 550,00 580,589
nm.

Sekil 5.46 (1): 3 mL standart antosiyanine (37,5 pug/mL ), (2): 3 mL gll yapragi
ekstresine ait absorpsiyon spektrumlari ( Yontem 2.a)

058813 ; T

1) Stok ¢oz.
2) Gl eks.

0,40000 -

0.20000

Abs.

0,00000

-0,19392 L 1 L
410,86 450,00 500,00 550,00 593,70
nm.

Sekil 5. 47 (1): 3 mL standart antosiyanine (37,5 pg/mL ), 2: 3 mL gll yapragi
ekstresine ait absorpsiyon spektrumlari ( Yontem 2.b)
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2736861 T T T T

Z2,00000 -

Abs.

1) Stok ¢oz.
2) Gl eks.

1,00000

0,00000

-0,24840 1 1 1 1
251,86 400,00 500,00 &00,00 723,82
nm.

Sekil 5.48 (1): 3 mL standart antosiyanine (37,5 pg/mL ), (2): 3 mL gil yapragi
ekstresine ait absorpsiyon spektrumlari ( Yontem 3, distile suya karsi pH: 1,0 ile
hazirlanan ¢Ozeltinin spektrumu)

4,22935

4,00000

2,00000

2,00000

Abs.

1) Stok ¢éz.
2) Giil eks.

0.00000 B i T T s = = = = = == o
o

-0.38572
200,00 400,00 500,00 &00,00 700,00 800,00
nm.

Sekil 5.49 (1): 3 mL standart antosiyanine (37,5 pg/mL ), (2): 3 mL gul yapragi
ekstresine ait absorpsiyon spektrumlari ( Yontem 3, distile suya karsi pH: 4,5 ile
hazirlanan ¢ozeltinin spektrumu)

222



Cizelge 5.64 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile 8 farkli mordan kullanilarak yapilan boyamalarin
renk kordinatlari

pH 4,0
D65/10 L* a* b* c* H X Y Z X Y
K»Cr,04
Yéntem 1 58,62 1,03 | 23,69 | 23,94 | 86,11 | 25,11 26,06 15,29 | 0,3778 | 0,3920
Yéntem 2 64,39 -0,03 | 18,52 | 18,82 | 89,78 | 31,10 32,67 23,00 | 0,3572 | 0,3757
Yéntem 3 48,43 3,60 | 26,32 | 82,41 | 82,08 | 16,54 16,71 8,21 | 0,3991 | 0,4037
Yontem 4 47,22 3,82 | 26,90 | 27,94 | 82,13 | 16,49 16,67 7,87 | 0,4026 | 0,4063
Yéntem 5 55,40 -0,26 | 17,34 | 17,21 | 89,38 | 21,73 22,86 15,82 | 0,3583 | 0,3778
Yontem 6 61,25 -0,88 | 15,21 | 15,04 | 93,28 | 28,12 29,83 22,87 | 0,3500 | 0,3711
Yéntem 7 45,27 4,57 | 25,04 | 25,45 | 79,74 | 14,80 | 14,78 | 7,16 | 0,4012 | 0,4017
Yéntem 8 65,31 2,71 | 25,00 | 24,31 | 84,07 | 33,58 34,54 21,17 | 0,3753 | 0,3862
AI(NOs3)s. 9H,0

Yéntem 1 74,77 0,03 15,84 | 16,31 | 87,80 | 43,55 45,58 35,54 | 0,3489 | 0,3654
Yéntem 2 81,81 -1,06 | 16,15 | 17,03 | 90,90 | 55,01 58,13 46,30 | 0,3455 | 0,3641
Yéntem 3 65,57 3,26 | 17,16 | 17,30 | 77,47 | 33,93 34,70 25,73 | 0,3597 | 0,3680
Yontem 4 68,35 1,83 16,56 | 16,82 | 82,73 | 36,77 38,05 28,77 | 0,3555 | 0,3679
Yéntem 5 74,24 0,52 18,63 | 18,63 | 87,03 | 45,50 47,58 35,22 | 0,3540 | 0,3703
Yéntem 6 76,89 -0,52 | 16,66 | 17,57 | 89,18 | 47,46 49,90 38,46 | 0,3505 | 0,3678
Yéntem 7 68,14 3,34 | 19,46 | 20,00 | 79,44 | 35,85 36,60 25,75 | 0,3649 | 0,3727
Yéntem 8 78,46 -1,31 | 15,83 | 16,44 | 92,65 | 50,25 53,23 41,93 | 0,3440 | 0,3644
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pH 4,0

D65/10 L* a* b* c* h X Y Z X Y
KAI(SO4),.12H,0
Yéntem 1 76,51 -0,13 | 13,90 | 13,82 | 89,20 | 46,28 | 48,57 | 40,41 | 0,3427 | 0,3598
Yontem 2 80,70 -0,66 | 15,85 | 16,27 | 90,14 | 54,24 | 57,20 | 45,98 | 0,3465 | 0,3645
Yontem 3 65,99 2,86 | 16,08 | 16,73 | 79,81 | 34,66 | 3560 | 27,32 | 0,3565 | 0,3656
Yontem 4 69,40 1,14 | 14,16 | 14,51 | 83,62 | 37,00 | 38,44 | 30,23 | 0,3499 | 0,3638
Yontem 5 72,98 2,00 | 22,26 | 23,18 | 85,24 | 44,18 | 45,17 | 30,96 | 0,3617 | 0,3770
Yontem 6 76,72 -1,37 | 18,07 | 17,97 | 89,04 | 47,10 | 49,50 | 37,20 | 0,3507 | 0,3684
Yéntem 7 70,96 2,18 | 16,11 | 16,23 | 80,64 | 39,83 | 41,07 | 31,95 | 0,3606 | 0,3639
Yontem 8 80,80 -1,28 | 13,30 | 13,46 | 93,49 | 54,48 | 57,62 | 48,61 | 0,3393 | 0,3587
FeCl;.6H,0
Yontem 1 35,09 1,54 0,85 1,78 | 30,79 | 8,63 8,89 9,30 | 0,3210 | 0,3307
Yontem 2 42,26 1,27 1,53 2,65 | 60,68 | 12,73 13,19 | 13,71 | 0,3232 | 0,3348
Yontem 3 40,57 3,92 | 11,69 | 12,87 | 70,70 | 12,13 12,15 8,97 | 0,3631 | 0,3639
Yéntem 4 28,90 2,90 2,21 3,71 | 37,78 | 6,00 6,02 595 | 0,3329 | 0,3347
Yontem 5 36,21 3,24 2,25 3,73 | 37,24 | 8,29 8,39 8,45 | 0,3300 | 0,3337
Yéntem 6 42,38 1,63 6,40 7,00 | 75,67 | 12,94 13,35 | 11,68 | 0,3405 | 0,3511
Yontem 7 34,41 3,50 6,85 8,10 | 64,26 | 8,46 8,48 7,11 | 0,3494 | 0,3509
Yontem 8 49,88 1,02 6,37 7,08 | 81,15 | 15,10 15,69 | 13,97 | 0,3347 | 0,3446
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pH 4,0

D65/10 L* a* b* c* H X Y z X Y
CuCl,.2H,0
Yéntem 1 48,24 3,55 | 26,88 | 26,94 | 82,51 | 15,91 16,12 7,67 | 0,3996 | 0,4052
Yéntem 2 53,35 1,56 | 27,35 | 26,40 | 87,96 | 20,60 21,48 11,27 | 0,3874 | 0,4028
Yéntem 3 45,09 3,57 | 25,71 | 29,61 | 82,07 | 14,30 14,44 6,86 | 0,4014 | 0,4056
Yontem 4 41,21 6,24 | 28,25 | 28,92 | 77,39 | 12,42 | 12,13 | 4,81 | 0,4229 | 0,4129
Yéntem 5 41,77 5,24 | 25,00 | 25,56 | 78,05 | 12,64 12,55 5,93 0,4088 | 0,4042
Yéntem 6 56,46 1,18 | 25,68 | 25,46 | 87,05 | 23,28 24,20 13,23 | 0,3824 | 0,3980
Yéntem 7 39,44 4,41 | 22,50 | 22,95 | 79,14 | 10,28 | 10,32 | 5,41 | 0,4023 | 0,4008
Yéntem 8 41,11 -0,30 | 17,90 | 18,75 | 91,17 | 11,38 12,04 7,20 | 0,3698 | 0,3912
AgNO3
Yéntem 1 28,12 | 12,08 | 16,10 | 20,96 | 52,97 | 6,55 5,72 3,02 0,4320 0,3734
Yéntem 2 32,46 | 14,59 | 22,92 | 26,43 | 56,82 8,61 7,41 3,09 0,4488 0,3879
Yéntem 3 36,81 | 16,73 | 30,69 | 35,12 | 62,04 | 11,86 10,16 3,16 0,4693 0,4027
Yéntem 4 28,90 | 14,41 | 20,24 | 26,47 | 55,39 | 7,10 6,04 2,66 0,4521 0,3811
Yéntem 5 51,22 | 13,35 | 31,82 | 34,64 | 67,19 | 20,54 18,80 7,71 0,4353 0,3987
Yéntem 6 55,06 | 13,19 | 33,81 | 36,58 | 68,64 | 25,59 23,88 9,97 0,4320 0,4023
Yéntem 7 32,43 | 11,02 | 16,66 | 21,06 | 56,18 | 8,02 7,24 4,03 0,4202 0,3767
Yéntem 8 30,77 | 14,62 | 22,66 | 26,57 | 56,07 | 7,22 6,16 2,86 0,4477 0,3813
pH 4,0
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D65/10 L* a* b* Cc* H X Y Z X Y
MgCl,.6H,0
Yéntem1 | 6581 | 5,26 | 14,46 | 15,30 | 69,95 | 35,20 | 35,47 | 28,19 | 0,3574 | 0,3600
Yéntem2 | 72,86 | 4,61 | 16,41 | 16,99 | 74,36 | 42,91 | 43,52 | 33,42 | 0,3577 | 0,3631
Yéntem3 | 70,59 | 3,80 | 16,92 | 17,44 | 77,37 | 41,95 | 42,83 | 32,64 | 0,3580 | 0,3650
Yéntem4 | 70,84 | 3,46 | 17,38 | 18,55 | 78,95 | 41,23 | 42,22 | 31,75 | 0,3570 | 0,3656
Yéntem5 | 6561 | 5,72 | 1530 | 16,00 | 69,13 | 34,52 | 34,58 | 26,61 | 0,3588 | 0,3602
Yéntem6 | 75,34 | 3,35 | 15,58 | 15,59 | 79,81 | 47,37 | 48,63 | 38,91 | 0,3505 | 0,3601
Yéntem7 | 63,54 | 2,92 | 21,31 | 21,04 | 82,40 | 31,60 | 32,31 | 21,30 | 0,3787 | 0,3784
Yontem8 | 73,81 | 4,24 | 15,46 | 16,25 | 74,28 | 44,52 | 45,24 | 35,73 | 0,3538 | 0,3600
FeSO,4.7H,0
Yéntem1 | 3595 | 1,75 | 0,63 | 2,00 | 28,91 | 5,96 9,21 9,67 | 0,3208 | 0,3297
Yéntem2 | 30,93 | 2,06 | -1,11 | 2,04 | 349,5 | 6,63 6,86 7,72 | 0,3154 | 0,3218
Yéntem3 | 2868 | 3,05 | 3,58 | 572 | 50,82 | 6,14 6,18 5,85 | 0,3315 | 0,3345
Yéntema4 | 2442 | 2,50 | 2,25 | 3,29 | 39,47 | 4,31 4,34 4,29 | 0,3260 | 0,3279
Yéntem5 | 34,64 | 3,63 | 2,67 | 4,56 | 38,49 | 8,27 8,28 8,10 | 0,3371 | 0,3372
Yéntem6 | 42,81 | 2,26 | 7,18 | 6,63 | 73,11 | 13,37 | 13,73 | 12,17 | 0,3408 | 0,3500
Yéntem7 | 29,89 | 3,69 | 021 | 3,81 | 7,32 | 6,72 6,69 7,14 | 0,3251 | 0,3237
Yéntem8 | 34,65 | 2,06 | -0,44 | 2,06 | 1540 | 8,54 8,75 9,30 | 0,3202 | 0,3277
Tannik asit->Boya
70,92 | 4,71 | 17,06 | 17,30 |74,67 | 41,73 | 42,31 | 32,20 | 0,3582 | 0,3636
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pH 4,0

D65/10 L* a* b* C* H X Y Z X Y

Sadece Boya

71,22 | 4,75 | 13,50 | 13,98 | 70,01 | 43,97 | 44,64 | 36,94 | 0,3501 0,3556

Cizelge 5.65 pH 4 tampon ¢ozeltisi ile 8 farkli mordan kullanilarak yapilan boyamalarin

1tk hasliklar
Isik Hashiklar
€ € € € = £ £ £ € )
= Q Q Q Q [)] Q Q Q Q -
© — - - - - - - - - - c
e} ) c c c [ c c c c [ :0
= —_— :0 :0 :0 :0 :0 :0 0 :0 He) >
O 5 ) > > > > > > > > > o
S = 5 - N o0 < A o ~N 0 o -
K,Cr,0, 4-5 4-5 4 4 5 4-5 4 4
AI(NOs);. 9H,0 4 4-5 5 4 4-5 3-4 5 4
KAI(SO,),.12H,0 | 4 45 |45 |4 6 34 |56 |45
FeCl;.6H,0 4 4 5 4 5 3-4 5-6 5
N n
< <
CuCl,.2H,0 5-6 5-6 5 5 5-6 5 5-6 6
AgNO; 7-8 6 6-7 7 6 5-6 7 5-6
MgCl,.6H,0 5 6-7 5-6 6 5-6 4-5 4 5-6
FeS0,.7H,0 4 4-5 5 5 5-6 4 5 4
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Cizelge 5.66 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile 8 farkli mordan kullanilarak yapilan boyamalarin
surtiinme hasliklari

Kuru siirtiinme
5 e g | €| €| | | €| | §
e - g g g g g g g g g| g £
s T £ o <€ c c c c c c c c :0
s S +<  :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 o >
e 5 o a o >=| = = > > > > > > o
S F > @ > | &N o < 1) © ~ ) () -
K,Cr,0, 4-5 | 5 5 5 4-5 4-5 5 4-5
AI(NO3);.9H,0 45 |5 |45 |45 |45 |5 5 5
KAI(SO,),.12H,0 4-5 | 5 5 4-5 5 4-5 | 4-5 5
FeCI3.6H20 3 4-5 | 3-4 3-4 4-5 4 3-4 4
uwn n
CuCl,.2H,0 4 4-5 | 5 4-5 5 4-5 5 4
AgNO; 34 | 4 4-5 4-5 5 5 4 3-4
MgClz.GHZO 4-5 | 5 5 5 5 5 5 5
FeSO,.7H,0 4 4 3 3-4 3-4 3-4 4 3-4
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Cizelge 5.66 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile 8 farkli mordan kullanilarak yapilan boyamalarin
surtiinme hasliklari (Devam)

Yas Surtiinme
= £
g E£| E £ £ £ £ £ E € o
c © r= [J] (V] (V] (V] (V] [J] [J] [J] [J] -
S ¢ E £ E| E| E| E| E| £| £ & B S
T 0 S 2 0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 10 o| >
S 5 o © @ = =| = = = o= = o= o> e
S F > ) > - ~ ) < A o ~ 6 o =
K,Cr,0, 45 |5 45 |5 5 5 5 4-5
Al(NO;);.9H,0 45 |5 5 45 |45 |5 5 5
KAI(SO,),.12H,0 45 |5 5 45 |5 5 5 5
FeCl;.6H,0 34 |4 4 34 |4 4 45 |4
n n
CuCl,.2H,0 4 45 |5 45 |45 |45 |5 4
AgNO; 34 |34 |45 |4 45 |45 |4 3-4
MgCl,.6H,0 45 |5 5 45 |5 5 5 4
FeSO,.7H,0 34 |45 |4 4 4 4 45 |4
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Cizelge 5.67 pH 4 tampon ¢0zeltisi ile 8 farkli mordan kullanilarak yapilan boyamalarin

ter hasliklar
chr207 Al(NOg) 3.9H20
[} (o] (4p] < mn O ~N 0 L o~ o < n (=) N [+ )
€ € € € € € € € g = € € € € g €
[J] (] [J] (] [J] (] [J] [J] [ [ [J] [J] [J] [J] [J] [J]
- - - - - - - - F= E= - - - - = -
c c c c c c c c [ [ c c c c [ c
o) :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0
> > > > > > >| > 5 X > > > > > >
Asetat 5 5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
Pamuk 4-5 | 45 5 45 |5 |5 5 4-5 | 5 4-5 5
Poliamid | 5 4-5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
&= .
‘% | Poliester | 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
<
Akrilik 5 5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
Yiin 5 4-5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
Solma 5 5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
Asetat 5 5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
Pamuk 5 5 45 |5 5 |5 4-5 5 4-5 5 4-5
Poliamid | 5 5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
& | Poliester | 5 5 5 5 5 |s 5 5 5 5 5
o
Akrilik 5 5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
Yiin 5 5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
Solma 5 5 5 5 5 |5 5 5 5 5 5
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Cizelge 5.67 pH 4 tampon ¢0zeltisi ile 8 farkli mordan kullanilarak yapilan boyamalarin

ter hasliklari (Devam)

KAI(SO4),.12H,0 FeCl3.6H,0
(] o (49] LS| n o N 0 L | (o] [42] < n (o ~N o0
€ g E g § E g E € € € € € g € €
[J] q [J] q q (V] [ [J] [J] (V] (V] (V] (V] [J (V] [J]
- P - = P - P - - - - - - = - -
[ = [« [ [« [« [ [« [ [ [ [ [ [ [« [ [ =
0 He 0 He He| 0 He 0 0 He) He) 0 0 :C 0 0
> 5 > 5 ¥ > 5 = > > > > > 5 > >
Asetat 5 5 |5 |s 5 5 5 5 5 5 5
Pamuk 5 5 |5 |s 45 |5 45 |5 5 5 4-5
Poliamid 5 5 |5 |5 5 5 5 5 5 5 5
&= .
‘% | Poliester 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
<
Akrilik 5 5 |5 |5 5 5 5 5 5 5 5
Yiin 5 5 |5 |5 5 45 |5 45 |45 |45 5
Solma 5 5 |5 |5 5 5 5 5 5 5 5
Asetat 5 5 |5 |5 5 5 5 5 5 5 5
Pamuk 45 |5 |5 |5 45 |5 5 5 5 5 4-5
Poliamid 5 5 |5 |5 5 5 5 5 5 5 5
& | Poliester 5 5 |5 |5 5 5 5 5 5 5 5
)
Akrilik 5 5 |5 |s 5 5 5 5 5 5 5
Yiin 45 |5 |5 |5 5 5 45 |5 5 5 5
Solma 5 5 |5 |5 5 5 5 5 5 5 5
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Cizelge 5.67 pH 4 tampon ¢ozeltisi ile 8 farkli mordan kullanilarak yapilan boyamalarin
ter hasliklari (Devam)

CuCl,.2H,0 AgNO;
- N o 4 U g N o - ~ (42} < n © N 00
g E £ €E 8 8§ & € € £ € € £ £ £ £
q (7] (7] q q a q [ (7] (7] [ [ (7] (7] (7] (7]
L ) ) | L e | L ) ) L L ) ) ) )
= c c c < c c c c c c c c c c c
He| :0 :0 :C| He :Q :C| :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 HeJ HeJ
X > > > ¥ ¥ ¥ > > > > > > > > >
Asetat 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Pamuk 4-5 5 5 4-5 | 4-5 4-5 5 5 4-5 4-5 4-5
Poliamid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
= .
‘% | Poliester 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
<
Akrilik 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Yin 4-5 5 5 5 4-5 4-5 5 5 4-5 4-5 5
Solma 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Asetat 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Pamuk 5 5 5 4-5 | 4-5 5 4-5 4-5 5 5 4-5
Poliamid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
& | Poliester 5 5 |5 5 5 5 5 5 5 5 5
2]
Akrilik 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Yin 4-5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Solma 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
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Cizelge 5.67 pH 4 tampon ¢0zeltisi ile 8 farkli mordan kullanilarak yapilan boyamalarin
ter hasliklari (Devam)

MgCl,.6H,0 FeS0,.7H,0
- ~ o < n © ~N 0 - ~ o < L © N 00
g€ E £ £ £ £ £ £ § E £ £ g E £ £
[ [7] [ [7] [7] [ [} [7] q [7] [} [} [ [] [} [}
= - - - - - - - - - - - = - - =
[= c c c c c c c d c c c = c c [
:0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 :0 He Hel :0 Hel He Hel Hel Hel
P > > > > > > S IS > > X > > >
Asetat 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Pamuk 4-5 5 4-5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Poliamid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
ofed .
‘% | Poliester 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
<
Akrilik 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Yin 4-5 5 5 5 5 5 4-5 | 4-5 5 5 4-5 5
Solma 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Asetat 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Pamuk 5 4-5 | 45 5 4-5 | 45 5 5 5 5 5 4-5
Poliamid 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
?é Poliester 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
=1]
Akrilik 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Yin 5 5 5 4-5 5 5 5 5 5 5 5 5
Solma 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
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0,7 -

K2Cr207

=4—Yontem 1
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=fe=YOntem 5
=@=—Yontem 6

w S 0 + xm = =M 20

===Yontem 7

Yontem &

378 478 578 678 Dalga boyu(nm)

Sekil 5.50 pH: 4 tampon c¢ozeltisi ile K.Cr,0; mordan tuzu kullanilarak yapilan
boyamalarin reflektans grafigi

Al(NOs);.9H,0
—f—Yontem 1

== Yontem 2
== Yontem 3
e YONtEM 4
et YONtem 5

=0=Yontem 6

w S 0 + xm = =M 20

=t Yontem 7

Yontem &

378 478 578 678 Dalga boyu(nm)

Sekil 5.51 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile AI(NO3)3.9H,0 mordan tuzu kullanilarak yapilan
boyamalarin reflektans grafigi
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0,8

KAI(SO.4),.12H,0
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0 1 T T T
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Sekil 5.52 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile KAI(SO4),.12H,0 mordan tuzu kullanilarak yapilan
boyamalarin reflektans grafigi
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Sekil 5.53 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile FeCl;.6H,0 mordan tuzu kullanilarak yapilan
boyamalarin reflektans grafigi
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0,35 CuCl2.2H:0
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Sekil 5.54 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile CuCl,.2H,0 mordan tuzu kullanilarak yapilan
boyamalarin reflektans grafigi

=—4—Yontem 1
—ll—Yontem 2
=e—Yontem 3
=Y ONtem 4
==Yonem 5
—0—Yontem 6

w S 0 + xm = =M 20

= Yontem 7

Yontem &

Dalga boyu(nm)

Sekil 5.55 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile AgNO3 mordan tuzu kullanilarak yapilan
boyamalarin reflektans grafigi
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0,8

0.7 MgCl2.6H20
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Sekil 5.56 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile MgCl,.6H,0 mordan tuzu kullanilarak yapilan
boyamalarin reflektans grafigi
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Sekil 5.57 pH: 4 tampon ¢ozeltisi ile FeSO4.7H,0 mordan tuzu kullanilarak yapilan
boyamalarin reflektans grafigi
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Cizelge 5.69 Degisik mordanlar kullanilarak 10 farkli yonteme gére boyanmis yiinli
kumas pargaciklari

Mordan Tiirleri

ve Boyama

pH=4

Yontemleri

1.Yontem

2.Yontem

3.Yontem

4.Yontem

5.Yontem
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AI(NOs);. 9H,0

KAI(SO,4),.12H,0
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CUCIz.ZHzo

AgNO;




Mordan Tirleri

ve Boyama

pH=4

Yontemleri

1.Yontem
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3.Yontem | 4.YOntem | 5.Yontem
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8.Yontem

MgCIz.GHzo

FeSO,.7H,0

pH=4

9.YOntem 10.YOntem
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Cizelge 5.70 Degisik mordanlar kullanilarak 10 farkli yénteme gére boyanmig ylnliu

kumas pargaciklarinin AE renk farkhligi degerleri
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