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SPOROPOLLENIN EKZiN KAPSUL iLE BALIK YAGI
ENKAPSULASYONUNA ULTRASES TEKNOLOJISINIiN ETKIiSININ
INCELENMESI

OZET

Gidalarda enkapstilasyon islemi, gida igeriginde sicaklik, 151k, nem gibi ortam sartlari
nedeniyle meydana gelebilecek degisimleri Onlemek amaciyla gida maddesinin
gidaya uyumlu bir duvar materyali ile c¢evrelenmesi olarak tanimlanir. Gida
maddelerine uygulanan bu islem sayesinde gida maddesi ile bulundugu ortam
arasinda bir bariyer olusturulur ve gidanin organoleptik 6zelliklerinin ve besin
degerlerinin korunmasi saglanir. Bu sayede gidalarin stabilizasyonunun artmasina,
yani raf omriinlin uzamasina katkida bulunulmus olur. Elde edilen kapsiiller mikro
boyutlarda oldugunda bu islem “mikroenpasiilasyon” olarak adlandirilir.

Lipofilik biyoaktif bilesenler agisindan zengin bir yag olan balik yaginin, uzun
zincirli ¢oklu doymamamis omega-3 yag asitleri olan Dokosahekzaenoik asit (DHA)
ve Eikozapentaenoik asit (EPA) igerigi olduk¢a yiiksektir. Balikk yaginin insan
saglig1 lizerinde c¢ok biiyiik etkisi oldugu bilinmektedir. Eldeki en eski bilgilere gore
Eskimo’lar gibi ¢ok fazla balik tiiketen toplumlarda kalp rahatsizliklarinin ve buna
bagli 6liimlerin sayisi oldukc¢a diisiiktiir. Yapilan caligsmalarda balik yaginin koroner
kalp hastaliklarina, yiiksek tansiyona, romatoid artrite iyi geldigi goriilmistiir.
Bunlara ek olarak beyin gelisimine de etki ettigi bilinmektedir. Depresyon, biling
zayiflamasi, Alzheimer gibi sorunlarin olugmasini engellemede de balik yag: biiyiik
bir rol oynamaktadir.

Saglik iizerine olan olumlu etkilerinden dolay:1 balik yagmin gida takviyesi olarak
tiketimi 6nem kazanmistir. Ancak balik yaginin yapisinda bulunan doymamis yag
asitleri, yagmn havadaki oksijene kars1 direncini azaltirken, oksidasyonunu
arttirmaktadir. Oksidasyon sonucunda hem balik yaginin besin degerlerinde diisme
hem de istenmeyen kotii koku ve tatlar meydana gelir. Bu nedenle balik yaginin raf
omrii kisalir. Olusan oksidasyon reaksiyonunu Onlemek i¢in balik yagma
enkapsiilasyon uygulamalar1 yapilarak raf Omriiniin artirilmas1 caligmalar
yapilmaktadir. Ayrica balik yaginin kendine has, hos olmayan kokusunu maskelemek
icin de enkapsiilasyon yontemi tercih edilir. Enkapsiilasyon isleminin temelinde,
kullanilan gida matriksi ve duvar materyaline bagli olarak yag icinde su veya su
icinde yag emiilsiyonlarinin olusturulmasi ve cesitli yontemler ile bir potansiyel fark
olusturularak duvar materyalinin gida maddesini ¢evrelemesi vardir. Enkapsiilasyon
isleminde duvar materyali olarak seker, nisasta, seliilloz, malto dekstrin, pektin ve
glikoz surubu gibi polisakkaritler; soya, kazein, peynir alt1 suyu gibi proteinler ve
kitosan gibi polimer maddeler kullanilir. Elde edilen kapsiillerin maksimum
dayaniklilikta ve stabilitede olmasi igin piskiirtmeli kurutma, dondurarak kurutma,
akigkan yatak kaplama, ekstriizyon ve kokristalizasyon gibi yontemlerden ve duvar
materyali alternatiflerinden en uygun olan1 segilerek mikrokapsiiller olusturulur.

Balik yaginin enkapsiilasyonu ile ilgili son yillarda calisilmaya baslanan bir diger
konu ise mikro boyutlarda olan sporopollenin ekzin kapsiil ile kapmala metodudur.
Sporopollenin ekzin kapsiil (SEC), kurtpengesi (Lycopodium clavatum) bitkisinin
sporlarinin i¢ materyalinin bosaltilmasiyla elde edilen, kiire seklindeki i¢i bos
organik yapidir. Sporun “ekzin” olarak adlandirilan dis duvari1 oldukg¢a saglam
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yapidadir. Ekzin duvar lipofilik porlardan olusur ve sporun yapisinda bulunan
protein, yag ve karbonhidratin bu porlardan ekstraksiyon yontemiyle ¢ikarilmasinin
ardindan spor icinde bosluk olusur. Elde edilen SEC balik yag: ile karistirildiginda,
balik yagi bu lipofilik porlardan gecerek SEC’in igine dogru difiize olur. Bu
yontemde enkapsiilasyon i¢in herhangi bir emiilsiyon olusturmaya gerek yoktur,
balik yag1 lipofilik ¢ekim kuvvetleri vasitasiyla SEC ile kaplanir. Bu enkapstilasyon
yontemi sadece balik yagmin degil, daha yiiksek viskozitedeki yaglarin da
kaplanmasinda kullanilir. Yapilan igslemin etkinligini arttirmak i¢in vakum / basing
uygulamasi veya santrifiij gibi destekleyici yontemlerden de yararlanilir.

Bu ¢alismada, son yillarda 6nemi ve tiiketimi artan balik yaginin, bilinen polimer
maddeler yerine, dogadan elde edilen bitki sporlar1 ile kaplanmasi {izerinde
durulmustur. SEC ile yapilan enkapsiilasyon isleminin etkinligini arttirmak amaciyla
balik yagi SEC karisimlart ultrases dalgalarina maruz birakilmistir. Calismada iKi
yontem denenmistir. 1.sinde pasif diflizyon ile 1:1 ve 1:2 oranlarinda SEC:Balik
Yagi karisimlar1 hazirlanarak enkapsiilasyon i¢in 24 saat bekletilmis; 2.sinde ise 1:1
ve 1:2 oranlarinda SEC:Balik Yagi karisimlari hazirlanmis, ardindan 15 dakika
ultrases banyosunda bekletildikten sonra 24 saatlik bekleme siiresine tabi
tutulmustur. Elde edilen mikrokapsiillerin karakterizasyonunu yapmak i¢in 10, 20, 40
ve 100 kat biiyiitiilmiis mikroskop goriintiileri ve SEM goriintiileri alinmustir.
Ultrases uygulanan enkapsiilasyon isleminin enkapsiilasyon verimini, uygulanan
islemin enkapsiilasyonu arttirict bir etki yapip yapmadigimi anlamak igin her iki
yontemle de elde edilen mikrokapsiiller stabilite testine tabi tutulmustur.
Enkapsiilasyonun hemen ardindan peroksit ve p-anisidin analizleri yapilan
mikrokapsiiller 65°C’lik etiivde 6, 12, 18 ve 24 giin bekletilmis ve ardindan tekrar
peroksit ve p-anisidin analizleri yapilarak her iki yOntemin sonuglar
karsilastirilmistir.

Elde edilen sonuglarda her iki yontemde de SEC igine difiize olmayan yag
damlalarinin kaldigr mikroskop goriintiileri ile belirlenmistir. Ultrases dalgalarinin
SEC’in yapisina zarar vermedigi ise SEM goriintiilerinde goriilmektedir. Ancak
ultrases uygulamasinin enkapsiilasyon verimini arttirmak yerine azalttig1 ve istenilen
etkiyi yaratmadigi, stabilite testine tabi tutulan 6rneklerin oksidasyon degerlerinin
Olclilmesi ile ortaya ¢ikmistir.
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THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ULTRASOUND
TECHNOLOGY ON FISH OIL ENCAPSULATION WITH
SPOROPOLLENIN EXINE CAPSULE

SUMMARY

The process of encapsulation is to surround a food material with a wall, which is
compatible with the food, in order to prevent changes due to environmental
circumstances such as light, humidity and temperature. A barrier is created between
the food material and its environment and therefore organoleptic prpoerites and
nutritive value of food are protected. Also, it has a contribution to the stabilization of
foos products which means that shelf-life of the food increases. When the capsules
are in micro size, this process is called as “microencapsulation”.

The fish oil contains lots of bioactive lipophilic components. Long chain
omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAS) such as Docosahexaenoic acid (DHA)
and eicosapentaenoic acid (EPA) are quite high in fish oil. It is known that fish oil
has important effect on human health. According to the earliest information, heart
diseases and deaths from heart diseases are quite low in the societies who consume
fish a lot, like Eskimos. According to previous studies, it is found that fish oil is good
for heart diseases, hypertension, and rheumatoid arthritis. It is also known that fish
oil is good for brain development. Fish oil has an important role to prevent the
problems such as Alzheimer and depression.

Since fish oil has positive effects on human health, its consumption as food
complement became important. However, the unsaturated fatty acids in fish oil’s
structure increase its oxidation value while decrease its resistance to the oxygen. As a
consequence of oxidation, nutritive values of the foods decrease and some unpleasant
tastes and smells occur. For these reasons, shelf-life of fish oil shortens. To prevent
oxidation and to lengthen shelf-life of fish oil, encapsulation applications are being
used. Furthermore, encapsulation method is preferred to mask the bad smell of
natural fish oil. Forming oil -in-water or water -in-oil emulsions depending on the
type of food matrix and wall material, and creating potential difference by using
several methods to encapsulate or surround active material by wall materials are the
basis of encapsulation process. During encapsulation process, polysaccharides such
as sucrose, starch, cellulose, maltodextrin, pectin and glucose syrup, proteins such as
soy, casein, and whey and polymer substances such as chitosan are used. To make
the resulting capsules at the maximum strength and stability, the most appropriate
method among spray drying, freeze-drying, fluidized bed coater, extrusion and co-
crystalization and the most appropriate wall materials are selected.

Another recently studied topic related with fish oil encapsulation is the
method of covering with micro-sized sporopollenin exine capsules. Sporopollenin
exine capsule (SEC) is a hollow spherical organic structure which is obtained by
draining the inner materials of spores of Lycopodium clavatum. The outer wall of the
spore is durable and it is called as “exine”. Exine wall consists of lipophilic pores
and after ejecting protein, fats and carbohydrates which are in the structure of the
spore, out of these pores with extraction method, a gap is created inside of the spore.
When empty SEC is mixed with fish oil, it diffuses into the SEC through these
lipophilic pores. In this method, there is no need for preparation for an emulsion for
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encapsulation because fish oil is covered with SEC by means of lipophilic force of
attraction. This encapsulation method is not only used for fish oil, but also used to
cover high viscosity oils. To increase the efficiency of this process, supportive
methods, such as vacuum-pressure or centrifuge, can also be used.

This study aimed at covering fish oil, which is commonly used in nowadays,
with plants spores instead of polymer substances. To increase the efficiency of
encapsulation process done with SEC, fish oil and SEC combinations are exposed to
ultrasound waves. The study was conducted in two parts. The first one is with
passive diffusion, SEC:Fish oil combinations are prepared and waited for 24 hours
with the ratios of 1:1 and 1:2. For the second one, 1:1 and 1:2 ratio SEC:Fish oil
combinations are prepared but waited for 24 hours after being exposed to ultrasound
waves for 15 minutes. For the characterization of the obtained microcapsules, 10, 20,
40, and 100 times zoomed microscope images and SEM images were taken. To
understand whether the ultrasound method increases the efficiency of the
encapsulation process, all of the capsules obtained from two different ways were
subjected to stability test. Immediately after encapsulation, peroxide and p -anisidine
analysis were applied to microcapsules, and they were are waited in the 65°C oven
for 6, 12, 18 and 24 days and analysis were being performed. Results were compared
according to the initial values.

Obtained results are determined with the microscope images of oil droplets
which did not diffuse into the SEC. It can be seen from SEM images that, ultrasound
application did not damage the structure of SEC. Nonetheless, by measuring
oxidation values of the samples which are exposed to stability test, it can be revealed
that ultrasound applications did not create expected effect, and instead of increasing,
it caused a decrease in the efficiency of encapsulation.
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1. GIRIS

Tiiketicilerde artan biling ile birlikte balik yag: tiikketiminde de kontrollii bir sekilde
artis gozlemlenmektedir. Balik yagina olan bu ilgi, gida takviyesi olarak
tiikketilmesinin de Oniinli agmistir. Ancak balik yaginin ¢abuk okside olma 6zelligi,
tiriinlerin raf dmriinli olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle arastirmacilar balik

yagmin enkapsiilasyonu i¢in ¢esitli arayislara girmislerdir.

Mikroenkapsiilasyon en basit haliyle; mikroskobik boyuttaki kaplama materyaliyle,
kati, sivi, hatta gaz fazindaki molekiillerin ¢evrelenmesi islemi olarak tanimlanir
(Venkatesan ve dig., 2009). Kaplanan materyal ince partikiil veya damlaciklardan
olusurken, bu materyali kaplayan kii¢iik kiire seklindeki diizgiin duvar yapisi
mikrokapsiil olarak adlandirilmaktadir (Sri ve dig., 2012). Son yillarda yapilan bir
calismada Dr. Barrier (2012), mikrokapsiilleri polimer maddelerden, ekstra islemler
uygulayarak elde etmek yarine, dogada kiire seklinde bulunan bitki sporlarini
kullanmistir. Bu sporlarin dayanikli ve lipofilik yapida olan ekzin duvarimi kaplama
materyali olarak kullanmis ve balik yaginin bu spor tanecikleri i¢in difiize olmasi ile

mikroenkapsiilasyon islemini gerceklestimistir.

Bu calismada, sporopollenin ekzin kapsiil (SEC) ile balik yag1 enkapsiilasyonunda
enkapsiilasyon etkinligini arttirilmasi adina yeni bir yontem incelenmistir. Balik
yaginin polimer maddeler ile enkapsiilasyonunda daha stabil mikrokapsiiller elde
etmek i¢in, destek islem olarak kullanilan ultrases yontemi, bu g¢alismada balik
yaginin SEC igine daha fazla difiize olmasin1 saglamak amaciyla kullanilmigtir. 1:1
ve 1:2 SEC :balik yag1 oranlarinda hazirlanan 6rnekler ultrases dalgalarina maruz
birakilmis ve ardindan stabilite testi ile enkapsiilasyon etkinliklerindeki degisim

oksidasyon testleri ile belirlenmistir.






2. LITERATUR OZETI

2.1 Balik Yag

2.1.1 Bahk Yaginn Icerigi ve Saghik Uzerine Etkileri

Lipoflik biyoaktif bilesenlerce zengin olan balik yagi DHA (dokosahekzaenoik asit)
ve EPA (eikozapentaenoik asit) gibi uzun zincirli ¢oklu doymamis omega-3 yag
asitlerini igermektedir (Chen ve dig., 2013). Bu yag asitleri memeli hiicrelerinde
sentezlenemezken, metabolize edilebilmektedir (Patch ve Brown, 2008). 18 karbonlu
ve li¢ ¢ift bag iceren a-linoleik asitten (ALA, 18:3) omega-3 yag asitleri, 18 karbonlu
ve iki ¢ift bag iceren cis-linoleik asit (LA, 18:2)’ten omega-6 yag asitleri olusur

(Konukoglu, 2008).

OH

Docosahexaenoic acid Eicosapentaenoic acid
DHA (22:6n-3) EPA (20:5n-3)

Sekil 2.1: DHA ve EPA’nin kimyasal gosterimi (Yi ve dig., 2014).
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Sekil 2.2:  Linoleik asitten omega-3 ve omega-6 yag asiterinin olusumu
(Konukoglu., 2008)

DHA ve EPA’nin beyin gibi 6nemli dokularin gelismesine dnemli derece etki ettigi
uzun yillardir bilinmektedir (Patch ve Brown, 2008). Ayrica balik yaglariin bir¢cok
hastaliga karsi koruyucu oldugu da c¢alismalarla kanitlanmistir (Nasopoulou ve
Zabetakis, 2012). Elde edilen en eski bilgilere gore, fazla miktarda balik tiiketen
Greenland Eskimo’larinda diisiik miktarlarda kardiyovaskiiler hastalik ve buna bagh

Oliimler tespit edilmistir (Nash ve dig., 2014). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ise



omega-3 yag asitlerinin kardiyovaskiiler hastaliklarin azalmasinda Onemli rol
oynadigi belirtilmektedir. (Opperman ve dig., 2011). Silvia Pedroza ve dig. (2015)
‘ne gore diizenli olarak yapilan egzersizlerin kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve bu
hastaliklar igin risk teskil eden yiiksek tansiyon ve obeziteyi azaltmaktadir. Buna ek
olarak balik yag: takviyesi ve orta diizeyde yapilan fiziksel egzersizlerin yasam
kalitesi i¢in faydali olabilecegi sdylenmistir. Yapilan diger bir ¢alismada bu yag
asitlerinin koroner kalp hastaliklarindan, yiiksek tansiyondan, romatoid artiritten ve
diger otoimmun ve iltihapl hastalikdan korumada 6nemli rol oynadigi, DHA nin
ozellikle beyin gelisimine etki ettigi belirtilmistir (Pak ve Province, 2005). Biitiin bu
hastaliklarin yaninda balikk yagmin, depresyon, biling zayiflamasi, ndrolojik
hastaliklar (6rnegin Alzheimer) gibi sorunlarin olugmasini engellemede rol aldig:

goriilmektedir (Nasopoulou ve Zabetakis, 2012).

Balik yagmin gilinlik tiiketimi farkli bilimsel otoriterelerce farkli miktarlarda
onerilmektedir. EFSA’nin 2012 verilerine gore kardiyovaskiiler riski olan Avrupa’li
yetiskinlerin 250-500 mg/giin EPA ve DHA tiiketmesi uygun goriilmiistiir. Pak ve
Province (2005) ¢alismasinda yer alan bilgilere gore ise Kanada Saglik ve Yardim
Kurulusu (Health and Welfare Canada) bu degeri 1,0-1,8 g omega-3/giin; ingiliz
Beslenme Vakfi (British Nutrition Foundation, BNF) kadmnlarda 1,1g DHA ve
EPA/giin, erkeklerde 1,4 g DHA ve EPA/giin olarak belirlemistir.

2.1.2 Lipid Oksidasyonu

EPA ve DHA’nin saglik agisindan faydali oldugunun bilinci giin gectikce
artmaktadir. Ancak bu yag astilerinin birincil kaynagi olan balik yaginin tiiketimi ile
Onerilen dozlarda EPA ve DHA alinmasi giiniimiiz diyetleriyle ve beslenme
aligkanliklartyla pek miimkiin degildir. Bu nedenle balik yagifonksiyonel gidalara
eklenerek EPA ve DHA kaynagi olarak tiiketiciye sunulmaktadir (Jimenez-Martin ve
dig., 2015). Doymamis uzun zincirli omega-3 yag asitleri olan EPA ve DHA
atmosferde bulunan oksijene kars1 direngsizdir (Wang ve dig., 2011). Bu zayifliktan
dolayr meydana gelen oksidasyon ile birlikte balik yaginin besin degerinde diisme
olurken, tadinda kabul edilemeyen bir acilik ve bozulmus balik kokusu olusur
(Jimenez-Martin ve dig., 2015). Ayrica balik yagi igeren gidanin raf 6mri azalir,
tiikketicinin kabul edebilirligi diiser ve gida giivenligi agisindan istenmeyen bir durum

meydana gelir (Vandamme ve dig., 2015).



Oksidasyon gida sistemlerinde meydana gelen en 6nemli proseslerden birisi olup,
yaglarin oksidasyona duyarli olmasi, iiretim, depolama, dagitim ve sunum
asamalarinda oksidasyon reaksiyonlarini yaglarin ve yagh gidalarin bozulmasinda bir

numarali nedeni yapar (Wasowicz ve dig., 2004).

Yaglarin oksidatif bozulmasimin yogunlugu yagin doymamislik derecesine ve diger
dis faktorlere baslidir (Vandamme ve dig., 2015). Bunlar ¢esitli katalitik ajanlar olan
bazi metaller, sicaklik, giin 15181, kisa dalga boyuna sahip 1siklar, baz1 oksidatif
enzimler ve hemoglobin gibi biyolojik maddeler katalizérlere 6rnek verilebilir (Pak

ve Province, 2005).

Bu yag asitlerinin otooksidayonu serbest radikallerin olusmasiyla gergeklesir (Wang

ve dig., 2011). Bu olusum 3 asamada meydana gelir:

1) Baslatma (indiiksiyon) asamasi: Alkali radikal (R¢) olusumu meydana gelir.

initiator

RH = R

Sekil 2.3:  Lipid oksidasyonu baslatma (indiiksiyon) agsamasi (Wasowicz ve
dig., 2004)

2) llerleme asamasi: Doymamis yag ile reaksiyona girecek peroksi radikalleri
olusur.

fast

R'+0, > ROO*

slow

ROO'+RH—— > ROOH+R’
Sekil 2.4:  Lipid oksidasyonu ilerleme asamas1 (Wasowicz ve dig., 2004)

3) Sonlandirma asamasi: Re ve ROOe.rakidallerinin tepkimesiyle oksidasyon

tirlinii olan aldehit / ketonlar meydana gelir.

R'4+R" ——— = RR
NON-RADI-

R*+RO0)" ————== ROOR CAL
PRODUCTS
ROO"+ROO" ——— = ROOR+O,

Sekil 2.5:  Lipid oksidasyonu sonlandirma agamasi (Wasowicz ve dig., 2004)



Balik yaginin otooksidasyonu sirasinda diisiik peroksit degerlerinde ve oksidasyonun
ilk asamalarinda, genelde indiiksiyon (giris) asamasinda istenmeyen tat ve kokular
olusmaktadir. Bu kokulara neden olan maddelerin ¢ogu doymus veya doymamis
aldehitler ve ketonlardir (Pak ve Province, 2005). Meydana gelen ugucu maddelerin
farkli duyusal esik degerleri vardir. Burada 6nemli olan omega-3 doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan bilesiklerin insanlarin duyu organlar
tarafindan algilaniyor olmasidir. Cilinkii insanlara ait duyu organlarinin esik degeri
diisiiktiir. Ornegin (Z)-4-heptenal olarak bilinen 1-penten-3-on, (E,Z)-2,6-nonadienal
ve 2,4, 7-decatrienal gibi balik yagimin oksidasyonu sonucu olusan maddelerin
keskin, yanik ve bozuk balikk aromasi gibi olan tat ve kokular1 kolayca

anlagilmaktadir (Decker ve dig., 2010).

Jimenez-Martin ve dig (2005)’nin c¢aligmasinda belirttigi tizere, lipit oksidasyonu
sonucunda koti tat ve kokunun olusmasinin yani sira gidanin besin degeri de
diismektedir. Lipit oksidasyonu sirasinda olusan aldehit bilesikleri proteinlerle ve
niikleik asitlerle c¢apraz bag olusturdugundan toksik etki gostermektedirler.
Hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda, okside olmus yaglarin tiiketiminin ishal,
karacigerde biiylime, depresyon ve doku bozukluklar: gibi hastaliklara neden oldugu

raporlanmistir (Pak ve dig., 2005).

2.1.3 Lipid Oksidasyonun Kontrolii

Omega-3 yag asitlerince zengin gidalarin raf dmrii testlerinde yaglarin oksidasyonu
lizerine yogunlasilmaktadir. Ciinkii depolama sirasinda yagin oksidasyonu ile
istenmeyen organoleptik degisiklikler meydana gelmektedir. Bu nedenle balik yagi
gibi omega-3 yag asitlerince zengin gidalarin raf Omriiniin artisini hedefleyen
calismalar yapilmaya baslanmistir. Bu ¢aligmalarin basta geleni ise gida bilesimine

dogal veya sentetik antioksidanlarin eklenmesidir (Vandamme ve dig., 2015).

Oksidasyonu engelleyen ya da azaltan bilesikler antioksidan olarak adlandirilir
(Wasowicz ve dig., 2004). Diisiik konsantrasyonlardaki antioksidanlar bile gidanin
oksijen ile reaksiyona girme oranmi disiirmektedir (Pak ve Province, 2005).
Oksidatif bozulmay1 engellemek amaciyla hem dogal hem de sentetik antioksidanlar
kullanilmaktadir (Wang ve dig., 2011). Sentetik olanlar ucuz olmasina ragmen
bunlarin kullanilmasi, saglik lizerine olumsuz etkileri sebebiyle, pek c¢ok iilkede

yasaklanmistir (Wasowicz ve dig., 2004, Wang ve dig., 2011). Tiiketicilere giivenli



olarak sunulan dogal antioksidanlara Ornek olarak fenolik asitler, flavonoidler,
tokoferoller, karetonoidler ve sitrik asit verilebilir. Bu antioksidanlarin dogadaki
kaynaklar bitkiler, baharatlar, meyveler, sebzeler, tohumlar / ¢ekirdekler ve ¢aylardir
(Wasowicz ve dig., 2004). Ancak yine de potansiyel toksisiteleri ve karsinojeniteleri
g0z Oniine alinarak gidalarda kullanimlarina izin verilmektedir (Magsood ve dig.,

2014).

Antioksidan yapidaki fenolik maddeler hidrojen veya elektron verici yapidadir. Bu
fenolik maddeler radikalilk reaksiyonlar1 sonlandirarak yaglarin okside olmasini
engellemektedir (Magsood ve dig., 2014). Antioksidanlar, gidalarda meydana gelen
oksidasyonun ya baglangic asamasi ya da ilerleme asamasinin ilk adimlarinda
miidahale ederler. Antioksidan olan madde olusan serbest radikalle ile reaksiyona
girer (Pak ve Province, 2005). Sekil 2.6 ve Sekil 2.7°de bu reaksiyonlara ait

mekanizmalar sematize edilmistir.

H
—C—-F1 (Does not react)
H

A+A —AA (Terminates)

Sekil 2.6:  Antioksidan-yag asidi reaksiyon mekanizmasi-1 (Pak ve Province,
2005) (AH: antioksidan)
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Sekil 2.7:  Antioksidan-Yag Asidi Reaksiyon Mekanizmasi-2 (Magsood ve
dig., 2014) (PP: Polifenol)

Antioksidanlarin katki maddesi olarak eklenmesi yerine; oksidatif stabilitesinin
arttirilmasi ve ayni1 zamanda balik yagiin kokusunun hapsedilmesine olanak vermesi
nedeniyle balik yaginin mikroenkapsiilasyonu son yillarda olduk¢a fazla calisilan
konular arasindadir. Depolama sirasinda tat ve koku kayiplarinin meydana gelmesi
gida endiistrisinde c¢okca karsilagilan sorunlar arasindadir. Bunun yani sira gida
bileseni icerisinde yer alan aromalarin birbirleri ile etkileserek kotii kokular
olusturmas1 da miimkiindiir (A¢u ve dig., 2014). Balik yaginin kendine has giicli
kokusu sebebiyle gidalara direkt uygulanmasi zordur. Ayrica ¢ok c¢abuk okside
olmas1 sebebi ile istenmeyen kokular da meydana gelmektedir. Bu dezavantajlarin
iistesinden gelebilmek sivi balik yagimin mikroenkapsiilasyon teknolojisi ile toz

forma dontistiiriilmesi ile miimkiin olabilir (Czerniak ve dig., 2015).

2.2 Mikroenkapsiilasyon Teknolojisi

2.2.1 Mikroenkapsiilasyonun Tanim

Mikroenkapsiilasyon, kati, sivi, hatta gaz fazindaki molekiillerin mikroskobik
boyuttaki duvar (kaplama) materyaliyle ¢evrelenmesi isleminin adidir (Venkatesan

ve dig., 2009). En basit haliyle; kaplanan materyal ince partikiil veya damlaciklardan



olusurken, bu materyali kaplayan kiiglik kiire seklindeki diizgiin duvar yapisi
mikrokapsiil olarak adlandirilmaktadir (Sri ve dig., 2012). Mikrokapsiilin i¢
materyali 6z (core), i¢ faz (internal phase) veya dolgu (fill) olarak adlandirilirken,
duvar materyaline kabuk (shell), kaplama (coating) veya membran da denilmektedir.
Bir mikrokapsiiliin ¢ap1 birka¢g mikrometre veya birka¢ milimetre biiyiikliigiindedir
(Umer ve dig., 2011). Mikrokapsiillerin ¢ogu kiire seklinde olmasina ragmen,
mikroenkapsiilasyon teknigi, duvar materyalinin bilesimi ve kaplanan materyalin
fiziko-kimyasal o6zellikleri mikrokapsiillerin goriiniisiine etki etmektedir (Kog ve

dig., 2009). Sekil 2.8’ de mikrokapsiil sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 2.8: Mikrokapsiiliin sematik olarak gosterimi; sirasiyla duvar materyali,
kaplanacak materyal, mikrokapsiil (Zuidam ve dig., 2010).

Mikroenkapsiilasyon yonteminin gida endiistrisinde kullanim amaclarindan biri, aktif
bilesen olan i¢ materyali korumak i¢in onu ¢evreleyen ortama [nem, sicaklik, hava ve
151k (Kog ve dig., 2009)] kars1 kalkan olusturmaktir (Dubey ve dig., 2009). Ayrica
kaplanan materyalin stabilitesini arttirmak ve kontrollii salinimini gergeklestirmek de
mikroenkapsiilasyonun amaclar1 arasindadir (Unal & Erginkaya, 2010). Bunlara ek
olarak asagida siralanan sebepler de mikroenkapsiilasyon uygulamasina tesvik

etmektedir:

e Uyumsuz bilesenlerin ayrilmasi (Dubey ve dig., 2009). Ozellikle ilag
sektoriinde mikroenkapsiilasyon uygulamalariyla toksik maddeler
enkapsiile edilir ve kisinin hassasiyeti diisiiriilebilir (Shekhar ve dig.,
2010).

e Sivi halde bulunan aktif bilesenin kat1 hale doniistiiriilmesi (Umer ve dig.,
2011).

e Kaplama ile maddenin taginmasinin kolaylastirilmasi,

10



e Kaplanacak maddenin tat ve kokusunun maskelenmesi (Kog¢ ve dig.,

2009).

Kaplanacak olan i¢ materyal dogada sivi veya kat1 halde bulunabilir (Sri.S. ve dig.,
2012). Bu sivi bilesen c¢oziinmiis (dissolved) veya dagilmis (dipersed) olarak
bulunabilir (Umer ve dig., 2011). Kat1 haldeki i¢ materyal ise aktif bilesenlerden,
stabilizatorlerden, ¢oziiclilerden ve ila¢ ara maddelerinden olusan bir karisim olabilir

(Venkatesan ve dig., 2009).

Kaplama isleminde kullanilacak olan duvar materyali ise asagidaki 6zelliklere sahip

olmalidir (Sri.S. ve dig., 2012):

e Aktif bilesenlere kars1 inert olmalidir

e Belirli bir duvar genisligi olmalidir

e Kaplanacak materyal ile uyumlu olmalidir

e I¢ materyali stabilize hale getirmelidir

e Spesifik sartlar altinda kontrollii salinimi ger¢eklesmelidir
e Esnek, kirilgan, saglam veya ince olabilir

e Kolay temin edilebilir ve ucuz olmalidir

Genellikle tek bir kaplama materyalinin biitiin bu 6zellikleri karsilamasi beklenmez.
O nedenle birden fazla materyalin karistirilmast miimkiindiir. Mikroenkapsiilasyon
isleminde genellikle nisasta, maltodekstrin, pullulan, sakkaroz, maltoz gibi
karbonhidratlar; jelatin, peynir alti suyu proteinleri, kazein ve kazeinatlar gibi
proteinler ve gam arabik gibi gamlar kaplama materyali olarak tercih edilmektedir
(Kog ve dig., 2009). Tablo X’de hidrofobik maddelerin mikroenkapsiilasyonunda

kullanilan duvar materyalleri goriilmektedir (Karaca, 2012).

Cizelge 2.1 : Mikroenkapsiilasyon uygulamasinda kullanilan duvar materyalleri
(Karaca, 2012).

Malzeme Cesidi Ornek
Seker, nisasta, maltodekstrin, dekstrin,
Polisakkaritler siklodekstrin, glukoz surubu, seliiloz,

gum arabic, aljinat, karregenan, pektin

Soya, bugday, misir, jelatin, kazein,
Proteinler kazeinat, peynir alt1 suyu proteini,
peynir alt1 suyu izolat

Kitosan, polietilen glikol, polivinil

Diger Polimerler asetat, seliiloz ve tiirevleri
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2.2.2 Mikroenkapsiilasyon Teknikleri

Kaplanmak istenen aktif materyalin, secilen uygun duvar materyaliyle hangi yontem

kullanilarak kaplanacagi, bu materyallerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ve elde

edilen mikrokapsiiliin uygulama alanina bagli olarak degismektedir (Ko¢ ve dig.,

2009).

Mikroenkapsiilasyon i¢in kullanilan bazi teknikler ve uygulamalara yonelik 6zet

bilgiler asagidaki gibidir:

1)

2)

3)

4)

5)

Piiskiirtmeli Kurutma: Kaplanacak olan aktif materyal koruyucu polimer bir
madde icinde tutulur ve bu materyalin kaplama ¢ozeltisi icindeki
dispersiyonu hazirlanir. Aktif materyal ve duvar materyali kurutma odasina
dogru puskiirtiiliir ve 1sinan hava santrifiij yardimiyla alinarak numunenin

kurutulmasi saglanir (Gharsallaoui ve dig., 2007).

Dondurarak Kurutma: Genellikle aroma maddeleri gibi 1siya duyarli
bilesenlerin mikroenkapsiilasyonunda kullanilan bir yontemdir. Aromanin
duvar materyaline tutunmasi i¢in aroma ¢Ozeltisinin icerisinde seker
¢ozlindiiriildiikten sonra dondurularak kurutulmasi ile mikroenkapsiiller elde

edilir (Gokmen ve dig., 2012).

Akiskan Yatak Kaplama: Aktif materyel akiskan vyatak igerisine
yerlestirildikten sonra duvar materyali olarak kullanilan siv1 piiskiirtme islemi
ile yatak tlizerine aktarilir ve katman seklinde mikrokapsiiller meydana gelir.
Maliyeti yliksek bir islem oldugu i¢in gida endiistrisinde piiskiirterek kurutma
yontemi kadar tercih edilmez (Kog ve dig., 2009).

Ekstriizyon: Bu yontemde duvar materyali olarak karbonhidrat matriksleri ve

i¢ materyal olarak ugucu aroma bilesikleri kullanilmaktadir (Dubey ve dig.,
2009).

Kokristalizasyon: Bu yontemde duvar materyali olarak sakkaroz
kullanilmaktadir. Sakaroz olmayan aktif materyal sakaroz kristalleri i¢inde
stiriklenirken 3-30 pm capta degisen mikrokapsiiller olusturur (Gokmen ve
dig., 2012).

Yukarida bahsedilen mikroenkapsiilasyon tekniklerinin islem basamaklar1 Cizelge

2.2’de Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.2 : Bazi mikroenkapsiilasyon tekniklerinin islem basamaklari (Kog ve

dig., 2009).
Mikroenkapsiilasyon Teknigi Islem Basamaklar1
Piiskiirtmeli kurutma e Dispersiyon ve emiilsiyon
hazirlama
e Yiiksek basinglh

homojenizasyon

e Atomizasyon

e Kurutma
Akiskan yatakta kaplama e Kaplama s1visinin
hazirlanmasi

e Kaplanacak olan maddenin
akiskanlastirilmasi

e Maddenin kaplanmasi

e Sogutma

Ekstriizyon e Pagallama
e Ekstriizyon

e Sogutma

Koaservasyon e Emiilsiyonun hazirlanmasi
o Karistirma

e Kurutma

2.2.3 Bahk Yaginin Mikroenkapsiilasyonu Uzerine Yapilmis Calismalar

Balik yaginin insan saghig lizerindeki etkisinin incelenmesi ile olumlu sonuglara
ulagtlmistir. Bu durum arastirmacilar balik yaginin raf émriiniin arttirilmasi {izerine
calismaya tesvik etmistir. Son yillarda, gelisen teknoloji ile birlikte,
mikroenkapsiilasyon yontemi ile balik yaginin stablizasyonunun saglanmasina iliskin

pek cok asatirma yapildigr goriilmektedir.

Klaypradit & Huang (2007) farkli duvar materyalleri (kitosan, maltodekstrin ve
peynir alti suyu) kullanarak, ton balig1 yagi ile olusan mikrokapsiillerin
optimizasyonu {iizerine ¢alismiglardir. Bu ¢alismada ultrasonik atomlastirici cihazini
kullanmiglardir ve ¢alisma 3 temel islemden olusmaktadir: emiilsifikasyon,

ultrasonik atomizasyon ve dondurarak kurutma. Mikroenkapsiilasyon ile toz halinde
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kapsiiller elde edilmistir. Bu yontem kullanilarak balik yagmin gida endiistrisindeki

uygulanabilirligini ve stabilitesini arttirmak amaglanmistir.

Liao ve dig. (2011) yayinladiklar1 ¢aligmada balik yagi ve SDWG (Succinic acid
deamidated wheat gluten) mikrokiireler ile O/W/O ikili-emiilsiyon olusturarak 1sil
polimerizasyon yontemi ile kaplamistir. Bu yontemde uygulanan 1s1l islem, disiilfit
baglari, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler ile glutenin siki bir ag yapisi
olusturmasina sebep olmaktadir. Béylece bu modifiye biyopolimer madde hidrofilik

maddelerin enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir.

Chen ve dig. (2013)’de yayinladiklari calismada i¢inde balik yagi da bulunan 3 ¢esit
biyoaktif bilesen mikroenkapsiilasyon yontemi ile kaplanmistir. Yapilan ¢alismada
duvar materyali olarak, siit proteinleri olan peynir alt1 suyu ve sodyum kazeinatin 4:1
oraninda karistirilmasi ile elde edilen ¢ozelti kullanilmistir. Yag-su emiilsiyonlarinin
hazirlanmasinin ardindan piiskiirterek kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyon

islemi gerceklestirilmistir.

2014 yilinda yayinlanan bir ¢alismada Zhang ve dig. balik yagini pektin ve kazeinat
ile kaplayarak hidrojel mikrokiireler olusturmuslardir. Hidrojel mikrokiireler
O/W1/W; yapisinda sistemlerdir. Bu sistemlerde yag damlaciklart biyopolimer
mikrokiire (W) ile tutulur ve olusan bu mikrokiireler siirekli sivi fazda (W,) askida
durur. Bu ¢alismada mikrokiireler kompleks koaservasyon metoduyla elde edilmistir.
Kullanilan yontem biyopolimerin ylik yogunluguna, molekiill yapisina ve
konsantrasyonuna baglidir. Bu yontem ile hidrojel kiirelerin olusmasi pH veya iyonik

kuvvet ile kontrol edilir.

2014 yili i¢inde yayinlanan baska bir calismada Jeyakumari ve dig. balik yagi-siit
bazli emiilsiyon hazirlanmis ve piiskiirterek kurutma yontemini kullanilmislardir.
Duvar materyali olarak ise balik jelatini veya maltodekstrin tercih edilmistir. Ayrica
bu calisma kapsaminda antioksidanlarin mikrokapsiiller iizerindeki etkisini de
incelemek isteyen arastirmacilar, kapstillerin lizerine zencefil yag1 da eklemislerdir

ve Uriinlerin oksidatif stabilitelerini degerlendirmislerdir.

Balik yaginin mikroenkapsiilasyonu ile ilgili yayinlanan bir diger calismada

Chatterjee & Judeh (2015) kaplama (duvar) materyali olarak kitosan (N-stearoyl O-
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butylglyceryl chitosan) kullanmiglardir. Membran emiilsifikasyon ve ultrasonik
emiilsifikasyon yontemleri ile elde edilen mikrokapsiillerin morfolojileri, koloidal

stabiliteleri, ylikleme kapasiteleri ve salinim profilleri karsilastirilmistir.

Chatterjee ve Judeh (2015) yaptiklar1 ¢alismada balik yagini N-lauroyl Kitosan ile
kaplamiglardir  ve membran emiilsifikasyon yontemini kullanarak
mikroenkapsiilasyon iglemi gerceklestirmislerdir. Bu yontemde yag fazi basing
yardimiyla ¢ok dar olan porlara sahip membrandan gegirilir ve (su iginde yag)
emiilsiyon olusturulur. Calismada, elde edilen kapsiillerin fizikokimyasal 6zellikleri

ve gastrointestinal stabilitesi incelenmistir.

Czerniak ve dig. (2015) calismasinda balik yaginda meydana gelen oksidasyonu
azaltmak i¢in dogal mikrokapsiil olarak kabul edilen maya (Saccharomyces
cerevisiae) hiicreleriyle mikroenkapsiilasyon uygulamasi yapilmistir. Diger
tekniklerle karsilastirildiginda, maya hiicreleri ile enkapsiilasyon uygulamasi ¢ok
basit bir yontemdir ve ekstra bir materyale ihtiyag¢ duyulmamaktadir. Proses,

emiilsiyon olusturma, homojenizasyon, inkiibasyon gibi temel islemleri igermektedir.

Yapilan tiim bu arastirmalarin sonucunda, farkli duvar materyalleri ve farkl
yontemler kullanilarak balik yagimin mikroenkapsiilasyonu i¢in farkli sonuglara
ulasilmigtir. Biitlin ¢alismalarda ayr1i bir yontem ele alinmis olmasina ragmen,
hepsinin ortak amaci balik yaginin oksidayonunu engellemek / azaltmaktir ve

arastirmacilar bu dogrultuda basarili sonuglar elde etmislerdir.

Son zamanlarda balik yaginin mikroenkapsiilasyonu iizerine yapilan caligmalarda
yukarida Ozetlenen yontemlerin disinda, dogadaki bitki sporlarmin ig¢lerinin
bosaltilmas1 ile elde edilen “Sporopollenin Ekzin Kapsiiller” (SEC) de

enkapsiilasyonda duvar materyali olarak kullanilmaya baslanmigtir.

2.3 Sporopollenin

Balik yaginin ¢ok 1y1 korunamamasindan yola ¢ikilarak  baslatilan
mikroenkapsiilasyon uygulamalarinda son zamanlarda yeni bir yontem denenmeye

baslanmistir. Dogada mikro boyutlarda olan polen veya spor taneciklerinin igleri
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bosaltilarak, elde edilen kabuklar balik yagi ile doldurulmustur ve bdylece sivi balik
yag1 enkapsiile edilerek toz partikiil halini almistir (Beckett & Mackenzie, 2010).

Sporlar, egrelti otu ve yosun gibi tohumu olmayan bitkilerin iremek igin tirettikleri
yapilardir. Spor taneciklerinin ¢aplar1 5-250 um arasinda degisse de, tek bir tiire ait
sporlar diizgiin (tek diize) bir biiyiikliik ve morfolojiye sahiptir (Souza ve dig., 2015).

Spor ¢esitlerine drnek teskil edecek gorseller Sekil 2.9°da verilmistir.

\::,_ Lo

V.

Zea maize | L.clavatum Lycopodium Chlorella
(80pm) (minor clavatum (major | vulgans (8um)
species) species) (25um)

(40pm)

Sekil 2.9:  Cesitli bitkilere ait spor 6rnekleri (Sporomex, 2013).

Sporlarin yapisinda genellikle yaglar, bazi vitaminler, karbonhidrat ve proteinler
bulunmaktadir (Barrier, 2008). Bir spor/polen taneciginin i¢ kismini genetik
materyaller olustururken disinda iki katmanli bir duvar bulunmaktadir. I¢ katman
olan intin seliilozdan olusmaktadir (Beckett & Mackenzie, 2010, Souza ve dig.,
2015). Spor veya polenin bir tiir biyopolimer olan ve “ekzin” olarak adlandirilan dis
duvarinin ana bilesenine ise “sporopollenin” denilmektedir (Sporomex, 2013).
Genellikle yuvarlak hatli olan sporlar, 1-2 pm kalinliginda duvarlara sahiptir (Tutar
ve dig., 2009). Sekil 2.10’da bir spor taneciginin morfolojik yapisi sematize

edilmistir.

Kimyasal ve biyolojik reaksiyonlara karst olduk¢a dayanikli olan sporopollenin
biyopolimerinin kimyasal yapisinin ¢oziilmesi i¢in birgok analitik test uygulanmistir
ancak hala netlestirilmesi beklenen, smirli sayida bilgiye ulagilmistir (Sargin &
Arslan, 2015). lyi bir fiziksel giice ve kimyasal stabiliteye sahip olan sporopolleninin
yapisinda karbon, hidrojen ve oksijen gibi elementlerin oldugu bilinirken, kesin
kimyasal yapisina ulasilamamistir. Yapilan ¢aligmalarda birgok toksik metal iyonunu

absorbe ettigi, bu nedenle hidroksil, karbonil ve karboksil gibi selat olusturan
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gruplart icerdigi sOylenmektedir (Sener ve dig., 2014). Ayrica yapilan baska bir
analizde ise sporopolleninin uzun doymus alifatik zincirler ve orijinine gore degisen

miktarlarda aromatik yapilar i¢erdigi belirtilmektedir (Dominguez ve dig., 1999).

Pollen cement

Exine

Intrine

5\—]

Genetic material

Sekil 2.10: Spor taneciginin morfolojik yapisi (Beckett & Mackenzie, 2010).

Mikroenkapsiilasyon g¢alismalarinda kullanilan spor tanecikleri genellikle otsu ve
ciceksiz bir bitki tiirii olan “Kurtpengesi (Lycopodium Clavatum)’nden elde
edilmektedir (Diego-Taboada ve dig., 2014). Sekil 2.11’de Kurtpengesi’ne ait

sporlarin SEM goriintiisii bulunmaktadir.

Sekil 2.11: Lycopodium clavatum sporlar1 (Diego-Taboada ve dig., 2014).

Sporlarin ekzin kabuklar1 elastik bir yapiya sahiptir ve tonlarca basinca maruz
kaldiginda bile yapisi bozulmaz (Beckett & Mackenzie, 2010). Kimyasallara kars1 iyi
derecede dayanikli olan sporopolleninin stabilitesi oldukg¢a yiiksektir ve mineral
asitleri ve alkalilere maruz kaldiginda dahi degismeyen bir kimyasal yapist vardir
(Tutar ve dig., 2009). Ayrica 250°C’den daha yiiksek sicakliklarda bile stabil
kalabilmektedir (Beckett & Mackenzie, 2010). Yapilan ¢aligmalarda 500 milyon
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yildan eski kayalarin altinda zarar goérmeden kalmis spor taneciklerine de
rastlanmistir (Barrier, 2008). Bahsedilen ekzin kabuklarin UV boélgedeki 1s18in
yarisini ge¢irdigi de yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (Beckett & Mackenzie, 2010).

2.3.1 Sporopollenin Ekzin Kapsiil (SEC) ile Mikroenkapsiilasyon Uygulamalari

Mikroenkapsiilasyon teknolojisinde aragtirmacilarin en ¢ok zorlandig1 seyler arasinda
ayn1t morfolojik yapida (uniform) kapsiiller elde edememe, elde edilen kapsiillerin
islemler sirasinda fiziksel ve kimyasal olarak zarar gérmesi gibi baslica sorunlar yer
almaktadir (Diego-Taboada ve dig., 2014). Sporlarin yukarida bahsedilen dayanikli
yapisi ve genetik i¢ materyalinin kimyasal ekstraksiyonla kolayca ¢ikariliyor olmasi
mikroenkapsiilasyon teknolojisinde kullanimina 6n ayak olmustur (Souza ve dig.,
2015, Beckett & Mackenzie, 2010). Sporlarin yapisinda bulunan alerjenik proteinler,
belirtilen kimyasal ektraksiyon sirasinda kolayca yapidan uzaklastirilabilmektedir

(Beckett & Mackenzie, 2010).

Sporlardan elde edilen ekzin kapsiiller lipofilik yapidadir (Barrier, 2008). I¢ci bos
ekzin duvar, iginden alinan genetik materyalin yerine yag ile doldurabilmektedir.
Yag tanecikleri lipofilik duvardan yavasca iceriye dogru hareket etmektedir ve bu
enkapsiilasyonun hizi kabuk i¢ine dogru bir vakum olusturarak (6rnegin calkalama
ile) arttirilabilmektedir (Beckett & Mackenzie, 2010). Ekzin mikroenkapsiilasyon
teknolojisi balik yaginin kotii kokusunun ve tadinin maskelenmesinde 6nemli bir rolii

olan, gelisime agik yeni bir metottur (Wakil ve dig., 2010).

Yeni yeni kullanilmakta olan ekzin ile mikroenkapsiilasyon uygulamalarinda en
genis kapsamli calismayr Dr. Barrier doktora tezi caligmalar1 sirasinda yapmistir
(2008). Sporopollenin ekzin kapsiillerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini inceleyen
Dr. Barrier, ¢alismalarinda balik yagmin, kakao yaginin, balmumunun ve kolza
tohumu yagimin ekzin ile mikroenkapsiilasyonuna yer vermistir. Caligma boyunca
pasif enkapsiilasyon, basing ile enkapsiilasyon ve vakum ile enkapsiilasyon
yontemlerini kullanmistir. Balik yagi ile yaptig1 calismada yag : ekzin oraninin 1:1,
1:2, 1:4 ve 1:6 olarak se¢ip caligmalarini siirdiirmiis ve kayda deger sonuclar elde

etmistir.
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2.3.2 SEC Enkapsiile Yaglarin Karakterizasyonu

Mikroenkapsiile yaglarin fiziksel 6zelliklerinin ve stabilitelerinin bilinmesi hem
tiikketici hem de tedarik¢i agisindan 6nem arz etmektedir (Sanguansri, L. ve dig.,
2007). SEC ile enkapsiile edilmis balik yaginin karakterizasyonu fiziksel, kimyasal
ve fizikokimyasal analizler ile saglanabilir (Kaushik ve dig., 2014). Mikrokapsiiliin
partikiil bliylkligi ve partikiil sekli, rengi, nem miktar1 ve su aktivitesi bilinmesi
istenen fiziksel 6zelliklerdendir (Nickerson ve dig., 2014). Oksidasyon stabilitesi ise
balik yagi i¢in Olgiilebilir nemli bir kimyasal 6zelliktir. Duyusal analiz ve raf émrii
calismalar1 da omega-3 ve omega-6 serbest yag asitleri i¢in Kritiktir. Bu nedenle

yapilan ¢alismalarda tamamlanmalidir (Nickerson ve dig., 2014).

2.3.2.1 Mikrokapsiillerin Morfolojisi

Oksidasyon gida sistemlerinde meydana gelen en 6nemli degisimlerden birisidir.
Gida yaglarinin oksijene karsi hassas olmasi, iiretim, depolama, dagitim ve sunum
asamalarinda oksidasyon reaksiyonlarina sebep olur ve bu durum gida bozulmasinin
en 6nemli sebeplerinden biridir (Wasowicz ve dig., 2004). Bu nedenle enkapsiilasyon
uygulamalar1 balik yaginda bulunan omega-3 ve omega-6 gibi doymamis yag
asitlerinin, belirtilen bu asamalarda, oksijenden olabildigince az etkilenmesini

amaclamaktadir (Kaushik ve dig., 2014).

Doymamis yag asitlerinin oksijen ile reaksiyonu sonrasinda hidroperoksitler ve
ikincil oksidasyon iriinleri meydana gelir. Olusan hidroperoksit seviyesinin
belirlenmesi peroksit degerinin (PV), ikincil oksidayon {iriinlerinin seviyesinin
belirlenmesi anisidin degerinin (AV) dl¢lilmesiyle saglanir. EPA ve DHA Kiiresel
Organizasyonu (GOED) peroksit degeri igin st limiti 5 meq/kg, anisidin degeri igin
ise 20 meqkg olarak belirlemistir (Nickerson ve dig., 2014). Ayrica
mikroenkapsiilasyon uygulamasi ile elde edilen enkapsiile yaglarin oksidatif
stabilitesini belirlemede Ransimat yonteminin kullanilmasi ve oksidatif stabilite
indeksinin (OSI) belirlenmesi de yararlanilan yontemler arasindadir (Carneiro ve

dig., 2012).

Balik yaginda oksidasyon firlinlerinin olusmasindan dolayikabul edilemeyen acilik
ve bozulmus balik kokusu olusur (Jimenez-Martin ve dig., 2015). Bu nedenle
duyusal analiz metodu ile panelistler olusan ilk oksidasyon iirlinlerini de

belirleyebilirler (Carneiro ve dig., 2012).
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2.4 Ultrases Teknolojisi

Ultrases, insanlarin isitemeyecegi kadar yiiksek frekanstaki ses dalgalar1 olarak
tanimlanir (Rojas ve dig., 2016). Ultrases dalgalar1 yayilabilmek i¢in elastik bir
ortama ihtiya¢ duyar ve ¢alistig1 frekans 20 kHz’den 10 MHz’e kadardir (Pingret ve
dig., 2012). Ultrasesin sivi bir ortamdaki en biiyiik etkisi, sivi icerisindeki
coziinmeyen gazlarla balonlar olusturup bu balonlarin genisleyip kii¢lilmesini
saglayarak fiziksel bir proses olan kavitasyonu olusturmasidir (Mc Clement, 1995).
Olusan bu kavitasyon balonlar1 stabilizasyonlarinin bozulmas: ile birlikte patlar ve
stv1 igerisinde 5000°C’ye varabilen anlik yiiksek sicaklik noktalarinin, 5000 atm’e
varabilen yiiksek basinglarin olusmasina neden olur (Alarcon-Roja, 2015). Bu durum
ortamdaki kimyasal reaksiyonlarin hizlanmasini saglayabilir (Pingret ve dig., 2012).

Sekil 2.12°de kavitasyon olusumu sematize edilmistir.

Ultrases teknolojisi sivi bir ortama uygulanacaksa ultrases problar, kati bir ortama

uygulanacaksa ultrases banyolar kullanilmaktadir.

2.4.1 Ultrases Teknolojisinin Gida Sektoriinde Kullanimi

Seker, yag, protein, vitamin, aroma ve lif gibi yapilar1 iceren kompleks gida
bilesenleri ticarilestirilmeden ©nce, raf Omriini arttirmak ve gida korumasii
saglamak i¢in kizartma, kurutma, filtre etme veya dondurma gidi proseslerden
gecerler (Chemat ve dig., 2010). Bu gibi konveksiyonel 1sitma islemlerinin gida
giivenligini arttirmak i¢in uygulanmasi sirasinda gidalarin besin degerlerinde ve
duyusal ozelliklerinde (koku, gorliniim, tat) istenmeyen degisikler olabilmektedir
(Acu ve dig., 2014). Kavitasyon ile meydana gelen sicaklik ve basing degisimleri
konveksiyonel 1sitma islemlerindeki gibi olmadigindan, ultrases teknolojisi gida
proseslerinde gida gilivenligini ve kalitesini arttirmak i¢in kullanilmaya baslanmistir
(Alarcon-Roja, 2015). Boylece proses sirasinda su, enerji ve zaman tasarrufu da
yapilmaktadir (Chemat ve dig., 2010). Gida teknolojisinde kullanilan ultrases
dalgalar1 ikiye ayrilmaktadir: yiiksek frekans — diisiik yogunluklu ultrases (>1 MHz,
<1 W cm™) ve diisiik frekansh — yiiksek yogunluklu ultrases (20-100 kHz, 10-1000
W cm?) (Mason ve dig., 2005).
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Negatif Basingta Kavitasyon ﬂ

Yeni Balorun Bayimes|

Sekil 2.12: Kavitasyonun olusum mekanizmasi (Anon., t.y.).

Aeaction mixtura
in conical flask

Sekil 2.13: Ultrases banyo ve prob uygulamalar1 (Mason ve dig., 2005).
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Ultrases teknolojisinin gida sektoriinde kullanildigi alanlar ve kullanim amaglar

Cizelge 2.3.de 6zetlenmistir.

2.4.2 Ultrases Teknolojisinin Gida Maddeleri Uzerine Etkisi

Gida sektoriinde konveksiyonel 1s1l islemlere alternatif olarak kullanilan ultrases
teknolojisinin en bilyiik avantaji gidalarda bozulmaya neden olan mikroorganizma ve
enzimleri inaktif hale getirerek giivenli gida olugturmak ve raf omriiniin artmasin
saglamaktir (Yiksel, 2013). Ultrases uygulamasi sirasinda olusan kavitasyon
balonlarinin patlamasi ile ortamda olusan anlik yiiksek sicaklik ve basing gida
iceriginde bulunan mikroorganizmanin hiicre zarini tahrip etmekte ve inaktif hale
gelmesine sebap olmaktadir (Agu ve dig., 2014). Ultrasesin enzimler lizerine etkisine
bakildiginda ise olusan anlik yiiksek sicakligin enzimleri tahrip ettigi ve

depolimezasyonuna sebep oldugu goriilmektedir (Sayin & Tamer, 2014).

Cizelge 2.3 : Ultrases teknolojisinin gida sektoriinde kullanildig: alanlar ve
kullanim amaglar1 (Tiifek¢i & Ozkal, 2015).

Uygulama Alam Amaci
Ekstrasksiyon Verim ve etkinligin arttirilmasi
Emiilsifikasyon / Homojenizasyon Uygun maliyetle emiilsiyon iiretimi

Daha kii¢iik boyutta kristal olusumu ve

Kristalizasyon birlikte kristallerin modifikasyonu

Filtrasyon Kirlenmenin azaltilmasi
Kimyasal tekniklere olan ihtiyacin
Seperasyon azalmasi, basing — diigiim noktalarinda

partikiillerin aglomerasyonu

Kopiik giderici ajan kullanimini azaltma

Kopiik giderme ve verimi arttirma
Kurutma Verim ve etkinligin arttirilmasi
Kavitasyon ile hiicre zarina zarar vererek
Mikrobiyal ve enzimatik inaktivasyon yiiksek sicaklik kullanmadan

inaktivasyonu saglama

Prosesi hizlandirma, metabolit tiretimini
Fermantasyon arttirma, canli dokuyu uyarma, substrat
transferini iyilestirme

Diizgiin yilizey olusumu ve madde

Kesme
kaybinin azalmasi

Ultrases gidalarda sterilizayon ve enzim inaktivasyonu gibi ¢ok dnemli iki uygulama

icin kullanilsa da, gida {izerinde olumlu olmayan etkiler olustugu da goriilmektedir.
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Bu etkiler Cizelge 2.4’de 6zetlenmistir. Ancak bu olumsuz etkiler konveksiyonel
1sitma islemleri ile meydana gelen duyusal 6zellik bozukluklar1 kadar 6nem arz

etmemektedir.

Cizelge 2.4 : Ultrases teknolojisinin gidalar {izerine olan olumsuz etkileri (Pingret

ve dig., 2012).
Uygulanan Gida Gida Uzerindeki EtKisi
Domates ve portakal suyu Renk degisimi & askorbik asit
degredasyonu
Domates piiresi Likopenin biyoyararliliginda diisiis &
viskozitesinde degisim
Misir nisastasi Kitosan ve nigasta degredasyonu &
graniil yapisinda bozulma
Cikolata kremasi Koyu renk olusumu & viskozitede diisiis
& istenmeyen koku olusumu
Cilek suyu Antosiyanin ve askorbik asit iceriginin
diismesi
Elma Sirkesi Koyu renk olusumu & bulanikligin
azalmasi
Siit Kotii koku olusumu

2.4.3 Ultrases Teknolojisinin Enkapsiilasyon Uygulamalarinda Kullanim

Enkapsiilasyon yontemlerine bakildiginda, kaplama materyali ile kaplanacak gida
maddesi yag i¢inde su veya su i¢cinde yag emiilsiyonlarini olusturur ve elde edilen bu
emiilsiyonlarla farkli yontemler (piiskiirterek kurutma, dondurarak kurutma vb.)
kullanilarak mikrokapsiiller elde edilir (Fuchs ve dig., 2005). Ultrases teknolojisinin
siklikla kullanildig: alanlardan biri de emiilsifikasyon uygulamasidir (Grieser, 2016).
Ultrases teknolojisinin uygulanmasi ile daha stabil ve raf omrii yiiksek olan
emiilsiyonlar olusturulur (Leong ve dig., 2016). Bu durum goz Oniine alinarak,
emiilsiyonlardan yararlanilarak elde edilen mikrokapsiillerin, enkapsiilasyon islemi
sirasinda ultrases teknolojisi ile muamele edilmesinin enkapsiilasyon etkinligini ve
stabilitesini  arttiracagi  diislinlilmiistiir. Ultrases teknolojisinin asiste ettigi
enkapsiilasyon c¢aligmalar1 yeni uygulanmaya baslanmistir. Silva dig. (2015)
enkapsiilasyon {lizerine yaptiklar1 ¢aligmada, dondurarak kurutma ve piiskiirtmeli
kurutma yontemlerini kullanarak, 6nceden US uygulanmis emiilsiyon ile hazirlanan

mikro kapsiillerde daha yiiksek stabilite elde etmislerdir.
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Sporopollenin ekzin kapsiil ile balik yagi enkapsiilasyonunda diger enkapsiilasyon
yontemlerinden farkli olarak emiilsiyon olusturulmaz. SEC’lerin kendi lipofilik
yapilar1 pasif difiizyon ile balik yagimi i¢ine ¢ekmektedir. Bu islemin etkinligini
arttirmak i¢in Dr. Barrier (2008) yaptig1 calismada vakum ve basing uygulamasi
yapmistir. Son donemlerde gida proseslerinde yaygin olarak kullanilan ultrases
yonteminin ve kavitasyon etkisinin SEC ile balik yagi enkapsiilasyonuna etkisi bu

calismada arastirilmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Bu arastirmada saf alabalik yaginin mikroenkapsiilasyonu iizerine ¢alisiimistir.
Calismada Destek marka alabalik yagi kullanilmistir. Enkapsiilasyon yontemi igin
gerekli olan ve Lycopodium clavatum sporlarindan elde edilen sporopollenin
mikrokapsiiller ise Ingiltere’de bulunan Sporomex Limited sirketinden bilimsel
arastirmada kullanilmak {izere temin edilmistir. Enkapsiilasyon ¢aligmalarinda
uygulanan ultrases islemi i¢cin VWR Symphony marka (ABD) ultrasonic temizleyici
kullanilmistir. p-anisidin degerinin analizi i¢in Optima SP 3000 Nano marka
(Japonya) spektrofotometre kullanilmistir. Calisma boyunca kullanilan tiim

kimyasallar analitik safliktadir.

3.2 Metod

3.2.1 Balik Yaginin Enkapsiilasyonu

Calismada duvar materyali olarak kullanilan, Lycopodium clavatum sporlarindan
elde edilen sporopollenin mikrokapsiiller sadece ekzin duvardan olusmaktadir. Bu
ekzin duvar lipofilik porlar igermekte olup, bu nedenle enkapsiilasyon i¢in ekstra bir
isleme gerek duyulmamaktadir. Sporopollenin ekzin kapsiil ile balik yag1 (1:1 ve
1:2) oranlarinda st iiste tartilarak kapali bir kapta kapiler kuvvetlerin etkisiyle
enkapsiilasyonun gerceklesmesi i¢in 24 saat bekletilmstir. Ayrica lipofilik ¢ekim
kuvveti ile gergeklesen bu yontemde enkapsiilasyon verimini artirmak igin,
hazirlanan sporopollenin ekzin kapsiilii ve balik yag1 karisimlar1 ultra ses teknolojisi
ile 15 dakika 60 Hz frekansta ultrases dalgasi ile muamele edilip enkapsiilasyon

islemi i¢in 24 saat bekletilmistir.

3.2.2 Mikrokapsiillerin Karakterizasyonu

Elde edilen mkrokapsiillerin agagida belirtilen analizler gerceklestirilmistir.
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3.2.2.1 Mikroskop Goriintiilerinin Alinmasi

Enkapsiilasyon igleminin ardindan elde edilen kapsiiller mikroskop altinda
incelenmistir. Bunun igin 1:1 ve 1:2 oranlarinda hazirlanarak enkapsiile edilmis balik
yag1 orneklerinin 10, 20, 40 ve 100 kat biiyiitiilerek mikroskop goriintiileri Bresser
Duolux marka 20-1280x model mikroskop (Almanya) kullanarak alinmstir.

3.2.3 Elde Edilen Mikrokapsiillerin Stabilitesi

Mikrokapsiillerin oksidasyon analizinde elde edilen mikrokapsiillerin stabilitesini
degerlendirmek icin iirlinler belirli bir zaman araliginda, belirli bir sicaklifa maruz
birakilir ve ardindan peroksit (PV), p-anisidin (AV) ve toplam oksidasyon (TOTOX)

degerleri dlciilerek tirlinlerin oksidatif stabilitesi degerlendirilir.

Yaglarin 1 giin boyunca 65 °C’de sicakliga maruz birakilmasi, 1 ay oda sicakliginda
depolanmasina karsilik gelmektedir (Shearer, 2010). Bu nedenle hazirlanan tiriinlerin
ve kullanilan balik yaginin PV ve AV degerleri enkapsiilasyon igsleminin hemen
ardindan (=0 aninda) ol¢iiliip kaydedilmis ve balik yagi ile mikrokapsiiller 6., 12.,
18. ve 24. giinlerde degerlendirilmek iizere 65 °C’lik etiive yerlestirilmistir. 6 gilinliik
periyotlarda PV ve AV o6lgiimleri yapilarak alinan sonuglarin karsilagtirilmasi ile

mikroenkapsiilasyon etkinligi degerlendirilmistir.

3.2.3.1 Peroksit Sayis1 Tayini

Peroksit sayist yaglarda bulunan aktif oksijen miktarinin dl¢iisii olup, 1 kg yagdaki

aktif oksijenin mikrogram olarak miktaridir.

Peroksit sayisi tayini titrimetrik bir metot olan AOCS Cd 8b-90 metodu kullanilarak
belirlenmistir (AOCS, 2009). Enkapsiile edilmis yag orneginin tizerine 30 ml asetik
asit: izooktan (3:2 v/v) karisimi ilave edildikten sonra iizerine 0,5 ml doymus
potasyum iyodiir ¢ozeltisi eklenmis ve sonra 5 dak. karanlikta bekletilmistir. Siire
sonunda karisima 30 ml saf su ilave edilerek indikator nisasta ¢ozeltisi damlatildiktan
sonra 0,01 N ayarli sodyum tiyosiilfat ile titre edilip elde edilen deger metotta
belirtilen formiilde yerine konularak peroksit sayist meq/kg vyag olarak
hesaplanmigtir. 0,01 N sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi etiivde kurutulup sogutulan
potasyum dikromat (K,Cr,0Ov) ile hazirlanan 0,01 N ¢6zelti ile standardize edilmistir.
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Peroksit Sayisi (PV) (meq Oy/kg yag) = [(V-Visr) N 1OOO]/ M
V: Titrasyonda sarfedilen sodyum tiyosiilfatin miktari (ml)
Vier: KOr titrasyonunda sarfedilen sodyum tiyosiilfatin miktart (ml)

N: Sodyum tiyodiilfat ¢6zeltisinin normalitesi
M: Ornek miktari (g)

3.2.3.2 p-Anisidin Degeri Tayini

p-Anisidin, yaglarin ikincil oksidasyon iiriinleri olan aldehitlerle reaksiyon verir ve
olusan triinler 350 nm dalga boyundaki UV 15181 absorbe eder. Boylelikle yaglarin

oksidasyonu ile meydana gelen aldehitlerin miktar1 belirlenmis olur.

Bu islem ig¢in spektrofotometrik bir yontem olan AOCS Cd-18-90 kullanilmistir
(AOCS, 2009). Enkapsiile edilmis yag 6rnegi 25 ml’lik balon jojede seyreltilmistir.
Islemin birinci basamaginda spektrofotometre 350 nm’ye ayarlanarak, izooktan
cozeltisi (kor ¢ozelti) ile sifirlama yapilmis ve elde edilen yag ¢ozeltisinin absorbans
degeri (As) olgiilmiistiir. Ikinci basamakta ise izooktan-yag c¢ozeltisinden 5 ml
alinarak tizerine 1 ml p-anisidin ¢6zeltisi (25 g p-anisidin/100 ml asetik asit) ilave
edilmis, 10 dk bekletilmistir. Kor ¢6zelti olarak ise izooktan {izerine 1 ml p-anisidin
eklenerek 10 dk bekletilmistir. Kor ¢ozelti ile cihaz sifirlanmis ve yag ornegi ile
hazirlanan ¢o6zeltinin 350 nm’de absorbans degeri Ol¢iilmiistiir (As). Elde edilen
absorbans degerleri metotta belirtilen formiilde yerine konularak p-anisidin degeri
hesaplanmistr:
p—Anidin Sayis1 (p-AV)= 25x(1.2xAs = Ab)/ m

As = yag ¢ozeltisinin p-anisidin ile reaksiyonu sonrasi absorbans degeri

Ab = yag ¢Ozeltisinin absorbansi

m = 0rnek miktari, g

3.2.3.3 TOTOX Degerinin Hesaplanmasi

Toplam oksidasyon degeri (TOTOX) yaglarin oksidatif bozunmalarini
hesaplanmasinda kullanilir ve asagidaki formiile gore hesaplanir (Moigradean ve
dig., 2012).

TOTOX = (2*PV)+(p-AV)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1  Balik Yaginin Enkapsiilasyonu

Calisma boyunca kullanilan ve i¢leri bos olan sporopollenin ekzin kapsiillerin (SEC),
pasif enkapsiilasyon ve ultrases teknolojisi destekli enkapsiilasyon ile elde edilen 1:1
ve 1:2 oranlarindaki mikrokapsiillerin mikroskop goriintiileri incelendiginde, hem
normal hem ultrases ile 1:2 oraniyla elde edilen mikrokapsiillerin daha koyu renkli,
1:1 oranmiyla elde edilenlerin ise daha agik renkli ve birbirinden ayr1 bir sekilde
goriindiigli bulgusuna ulagilmigtir. Bu sonuglar, daha once pasif enkapsiilasyon ve
vakum uygulamasi yontemi kullanilarak yapilan SEC ile balik yagi enkapsiilasyonu
caligmasimi desteklemektedir. Yapilan calismada 1:1, 1:4, 1:6 oranlarinda ornekler
hazirlanmis ve 1:1 oraninda olan mikrokapsiiller ¢alismaya uygun bulunmustur.
Mikroenkapstilasyonda balik yagi orani arttik¢a yapinin yapiskan 6zellikte oldugu
gorilmiistiir. Benzer bulgulara kakao yagi ile yapilan calismada da ulasilmistir

(Barrier ve dig., 2010).
4.2  Mikrokapsiillerin Karakterizasyonu

4.2.1 Mikroskop Goriintiilerinin Alinmasi

1:1 ve 1:2 oranlariyla pasif enkapsiilasyon ve ultrases teknolojisi destekli
enkapsiilasyon kullanilarak hazirlanan mikroenkapsiile edilmis balik yag1 dérneklerine
ve igleri bos olan sporopollenin ekzin kapsiillerine ait, 10, 20, 40 ve 100 kat

bliyiitiilmiis mikroskop goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

Elde edilen mikroskop goriintiilerinde hem pasif islemde hem de ultrases teknolojisi
kullaniminda mikrokapsiillerin dis kisimlarinda balik yagi kaldig1 goriilmektedir. Bu
goriintiiler, kullanilan her iki enkapsiilasyon yonteminin %100 verimle ¢calismadigin

gostermektedir.
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Sekil 4.1:

Mikrokapsiillere ait sirasiyla 10, 20, 40 ve 100 kat biiyiitiilmiis
mikroskop goriintiileri a) SEC, b) P 1:1,¢) P 1:2,d) US 1:1, e)
US 1:2
(P: Pasif; US: Ultrases)
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Dr. Barrier (2010)’in yaptig1 ¢alismasinda uyguladigi vakum enkapsiilasyon
isleminin %100 verimle ger¢eklesmesine yetmemistir. Buna ek olarak 0.5:1, 1:1, 1:2
ve 1:4 SEC:Balik yag1 oranlarinda vakum uygulamasi ile hazirlanan 6rneklerin 20
gonilli panelist ile duyusal analizini gergeklestirmistir. Yapilan duyusal testler ve
istatistiksel ¢aligmalarin sonucunda 1:2 ve 1:4 oranlarinda hazirlanan 6rneklere en
kotii puanlar verilmis ve istenmeyen balik yagi kokusu ve tadiyla karsilagilmistir. Bu
caligmanin sonucunda vakum uygulamasinin 1:2 ve 1:4 oranlarinda hazirlanan
mikrokapsiillerin enkapsiilasyon performansinini istenildigi gibi maskeleyici bir etki

yapmadig1 gorilmiistiir.

Dr. Barrier (2010) tarafindan yapilan g¢alismalarda vakum yonteminin de verimi
artirmadig gorildiigiinden, bu ¢alismada ultrases teknolojisinin verim iizerine ve

kapsiillerin morfolojisi iizerine etkisi incelenmistir.

Yeni bir metot olarak uygulanan ultrases teknolojisinin de vakum uygulamasina
benzer olarak duvar materyali olan SEC’in yapisina zarar vermedigi mikroskop
goriintiilerinden  anlagilmaktadir. Lycopodium clavatum sporlarin1 inceleyen
caligmalarda 500 milyon yildan eski kayalarin altinda zarar gérmeden kalmig spor
taneciklerine de rastlandigi goriilmektedir (Barrier, 2008). Ultrases yontemiyle
yapilan bu ¢alismayla da sporopollenin ekzin kapsiillerinin ultrases dalgalarina karsi

dayaniklilig1 da goriilmiis oldu.

4.3  Elde Edilen Mikrokapsiillerin Stabilitesi

Yeni uygulanan bir yontem olan ultrases teknolojisinin, enkapsiilasyon verimini
etkileyip etkilemedigini gézlemlemek i¢in hem pasif enkapsiilasyon ile hem de US
uygulamasi ile hazirlanan mikrokapsiillerde hizlandirilmig stabilite testleri 65°C’de
yapilmis olup, 6 giinlik periyotlar ile aliman Olc¢iimlerle peroksit, p-anisidin ve
toplam oksidasyon degerleri asagida aciklandig1 sekilde elde edilmistir. Orneklerin 0.

ve 24. giinlere ait goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2:  Mikrokapsiillerin 0. ve 24. Giine ait fotograf goriintiileri
a)P)1:1,b)P1:2,c) US 1:1,d) US 1:2
4.3.1. Peroksit Sayis1 Tayini

Enkapsiilasyonun ardindan, 65°C’de 0, 6, 12, 18 ve 24 giin bekledikten sonra yapilan
peroksit deneyi sonuglar1 Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve 4.2°deki gibidir. Deneylere ait
sonuglar incelendiginde referans olarak kullanilan balik yagmin peroksit degerinin
oldukga yiiksek oldugu gorilmektedir. Pasif enkapsiilasyon ile ger¢eklesen yontemin
sonuclar1 incelendiginde, sonuglarin mikroskop goriintiilerini destekler nitelikte
oldugu goriilmektedir. 1:1 ve 1:2 olarak hazirlanan 6rneklerin 65°C’de 6., 12., 18. ve
24. giin (oda sicakliginda 6., 12., 18. ve 24. ay) peroksit degerleri kontrole gore daha
diisiik cikmistir. 0. gline gore peroksit degerlerinin artmasi enkapsiile olmamis balik
yaglar1 oldugunun gdostergesidir. Ayrica 1:2 oranindaki kapsiillere ait degerlerin 1:1
oranindakilerden yiiksek ama kontrolden diisiik ¢ikmasi enkapsiilasyonun

gerceklestigi ancak 1:1°deki kadar etkin olmadigini diisiindiirmiistiir.
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Cizelge 4.1. Depolama sirasinda kapsiillerin peroksit degerleri

0. Giin 6. giin 12.giin  18.giin  24. giin

PV PV PV PV PV

Yontem Oran (meg/kg) (meg/kg) (meg/kg) (meag/kg) (meg/kg)

Kontrol - 89,4 126,7 161,5 176,0 189,4
P1:1 80,9 90,8 1116 126,6 143,2
Pasif
P1:2 81,6 93,2 117,4 135,9 156,3
Uusi:1 85,5 1185 138,1 150,2 164,7
Ultra Ses
Uus1:2 87,0 1212 144.6 163,5 178,2
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Pasif Enkapsiilasyon - 1:1 a
200,00
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Pasif Enkapsiilasyon - 1:2 b
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t (giin)
Sekil 4.3:  Pasif enkapsiilasyonda elde edilen kapsiillerin depolama

stiresince peroksit degerleri a) 1:1, b) 1:2
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US Enkapsilasyon - 1:1 a
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>

e 50,00 Balik Yagi

0,00
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Sekil 4.4:  Ultrases destekli enkapsiilasyonda elde edilen kapsiillerin

depolama siiresince peroksit degerleri a) 1:1, b) 1:2
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65°C’de 12 giinliik siire igerisinde, oda sicakliginda muhafaza edilen balik yag1
Orneginin peroksit degerinin % 80, 1:1 oraninda pasif enkapsiilasyonla kaplanmis
balik yagi Orneginin peroksit degerinin %38, 1:2 oraninda pasif enkapsiilasyonla
kaplanmis balik yag1 drneginin peroksit degerinin %43, 1:1 oraninda US uygulamasi
ile enkapsiile edilmis balik yagi orneginin peroksit degerinin %61 ve 1:2 oraninda
US uygulamasi ile enkapsiile edilmis balik yagi 6rneginin peroksit degerinin %66
oraninda arttig1 goriilmektedir. Sekil 4.4’de verilen 0’dan 24. Giine kadar kadar olan
peroksit degerlerine ve elde edilen artis miktarlarina bakildiginda US uygulamasinin
enkapsiilasyon  verimini  digiirdiigii ~ goriilmektedir. US ile  hazirlanan
mikrokapsiillerin enkapsiile edilmemis balik yagi kadar yiliksek peroksit degerine

sahip olmamasi, kullanilan balik yaginin ¢ok az bir kisminin SEC igerisine alindigini

gostermektedir.

Peroksit Sayisi
800,00
700,00
600,00
. 500,00
g " 24
S 400,00
e =18
300,00 w12
200,00 6
m0

100,00

0,00

Kontrol

Ornekler

Sekil 4.5:  Orneklere ait 0-24 giinliik peroksit degerleri.
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Balik yaginin mikroenkapsiilasyonu ile ilgili yaymlanan bir ¢alismada kaplama
(duvar) materyali olarak kitosan  (N-stearoyl O-butylglyceryl chitosan)
kullanmiglardir. Membran emiilsifikasyon ve ultrasonik emiilsifikasyon yontemleri
ile elde edilen mikrokapsiillerin morfolojileri, koloidal stabiliteleri, yiikleme
kapasiteleri ve salinim profilleri karsilastirildiginda membran emiilsifikasyonu ile
elde edilen mikrokapsiillerin ultrases ile elde edilenden daha daha biiyiik bir yaricapa
sahip oldugu; ancak daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligi gosterdigi goriilmiistiir
(Chatterjee & Judeh, 2015).

Chatterjee ve Judeh (2015) yaptiklar1 diger bir ¢alismada balik yagmi N-lauroyl
kitosan ile kaplamiglardir ve membran emiilsifikasyon yontemini kullanarak
mikroenkapsiilasyon islemi gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda
mikrokapsiillerin ylikleme kapasitesinin ¢ok yiiksek oldugu (%53,5) sonucuna

ulasilmistir.

2014 yilinda yayinlanan bir ¢alismada Jeyakumari ve dig. balik yagi-siit bazli
emiilsiyon hazirlanmis ve piiskiirterek kurutma yontemini kullanilmislardir. Duvar
materyali olarak ise balik jelatini veya maltodekstrin tercih edilmistir ve duvar
materyali : balik yagi oran1 1:2 olarak secilmistir. Calisma sonucunda enkapsiilasyon
etkinliginin %35-49 arasinda degistigi gorilmiistiir. Elde edilen mikrokapsiillerin
oksidatif stabilitesini degerlendirmek i¢in mikrokapsiiller vakum pakatleme ile oda
sicakliginda bekletilmislerdir ve islem sonucunda balik jelatini ile elde edilen
mikrokapstillerin daha diisiik peroksit degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica
enkapsiilasyon isleminden 6nce dogal antioksidan olan esansiyel yag eklenmesinin

de balik yagiin oksidatif stabilitesini arttiracagi belirtilmektedir.

Czerniak ve dig. (2015) caligmasinda balik yaginda meydana gelen oksidasyonu
azaltmak i¢in dogal mikrokapsiil olarak kabul edilen maya (Saccharomyces
cerevisiae) hiicreleriyle mikroenkapsiilasyon uygulamasi yapilmistir. Diger
tekniklerle karsilastirildiginda, maya hiicreleri ile enkapsiilasyon uygulamasi ¢ok
basit bir yontem olup ekstra bir materyale ihtiya¢ duyulmamaktadir. Yapilan
optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda enkapsiilasyon etkinligi %90’a kadar
yiikseltmistir. Elde edilen mikrokapsiillerin 30 giin boyunca bagil nemi %70’in
altinda olan ortamda bekletilmesi sonucunda oksidasyon degerinin sabit kaldig

gorilmistir.
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US destekli enkapsiilasyon ile elde edilen mikrokapsiillerin peroksit degerleri
incelendiginde hem 1:1 hem de 1:2 oranindaki Orneklerin peroksit degerlerinin
oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara bakilarak, ultrases teknolojisinin
meydana getirmis oldugu kavitasyonun, balik yaginin difiizyonunu desteklemek

yerine, SEC igerisine girmesinin dniine gectigi goriilmektedir.

Grieser (2015) ultrases teknolojisinin yilizey temizlemelerinde kullanildigin
belirtmistir. Ultrases dalgalarinin sivi ortamda yayilmasi ve olusan balonlarin
yilizeylere ¢arpmasi ile yiizeyde bulunan kontaminantlar1 temizledigi goriilmiistiir.
Grieser (2015) ayrica bitkilerin kok, yaprak ve cekirdek gibi kisimlarini ayirmada
ultrases yonteminin kullanildigini belirtmistir. Olusan kavitasyon balonlarinin bitki
yiizeyinde basing olusturarak ve gecici fiziksel bir etki meydana getirdigi ve

ekstraksiyonu arttirdig1 gériilmiistiir.

Silva ve dig. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada ultrases yontemini eksapsiilasyon islemine
yardimci olmasi i¢in kullanmiglardir. Yagl tohumlardan elde edilen bitkisel yaglarin
peynir altt suyu izolati ve modifiye nisasta ile ultrases teknolojisi kullanilarak
emiilsiyonlar1 olusturulmus ve dondurarak kurutma ve piiskiirterek kurutma
yontemleri ile enkapsiilasyon islemleri gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda
ultrases ile desteklenen emiilsiyonlarin yiiksek kinetik stabiliteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Kullanilan ultrases dalgasinin yogunlugunun damlacik boyutunu
diistirmede pozitif bir etki yapmadigi da calismanin sonuglari arasinda yer

almaktadir.

Ultrases teknolojisinin incelendigi diger bir ¢alismada ise Pingret ve dig. (2012) yag
igerigi yiiksek olan gidalara ultrases uygulamasinin nasil etki ettigini incelemislerdir.
Calisma boyunca zeytinyagi, aycicegi yagi, soya yagi, kekik yagi, palm yagi ve siit
gibi gidalar belirli frekanslarda ve giiclerde, ultrases probu veya banyosu
kullanilarak, belirli bir sicaklikta ve 15-40 dk arasinda siirelerde ultrases dalgalarina
maruz birakilmiglardir. Bu islemin ardindan gidalarin yag asidi igerikleri ve
oksidasyon seviyeleri belirlenmistir. Caligma sonucunda kullanilan biitiin 6rneklerin
oksidasyon seviyelerinin artti1, Orneklerde koti kokular meydana geldigi

gorilmiistiir.
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4.3.2. p-Anisidin Degeri Tayini

Elde edilen p-anisidin degerleri Cizelge 4.2°de verildigi gibidir. Elde edilen
sonuglarin peroksit degerleri ile paralel oldugu, referanstan sonra en yiiksek p-
anisidin degerinin 1:2 oraninda US uygulanmis 6rnege ait oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglar ile US teknolojisinin SEC ile mikroenkapsiilasyon yontemi i¢in olumsuz

etki yarattig1 bir kez daha gortilmiistiir.

Cizelge 4.2. Depolama sirasinda kapsiillerin p-anisidin degerleri

6. Giin 12. Gii 18. 24

o . un . un

0. Giin Giin Giin
p- p- p- p- p-

Yontem Oran
anisidin anisidin anisidin anisidin anisidin

Kontrol 71 9,2 14,4 19,26 26,84
P11 47 8,0 10,8 13,98 16,39
Pasif
P12 53 9,9 12,1 15,13 18,12
Usi1i 6,7 9,8 124 16,20 18,72
Ultra Ses
Usi2 6,9 10,1 13,6 17,54 21,82
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Sekil 4.6: Pasif enkapsiilasyonda e¢lde edilen kapsiillerin depolama
stiresince p-anisidin degerleri a) 1:1, b) 1:2
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US Enkapsiilasyon - 1:1 a
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Sekil 4.7: Ultrases destekli enkapsiilasyonda elde edilen kapsiillerin

depolama siiresince p-anisidin degerleri a) 1:1, b) 1:2
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0-24 Aylik p-anisidin Degerleri
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Kontrol
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Sekil 4.8:  Orneklere ait 0-24 giinliik p-anisidin degerleri.

4.3.3. TOTOX Degerinin Hesaplanmasi

Elde edilen peroksit ve p-anisidin degeleri kullanilarak 6rneklere ait olan TOTOX
degerleri Cizelge 4.3’deki gibidir.

Cizelge 4.3. Orneklere ait 0-24 giinliik TOTOX degerleri.

Yontem Oran 0.Giin 6.Giin 12.Giin 18. Gin 24.Gin

Balik

Kontrol 185,9 262,6 337,3 371,2 405,7
Yagi

P11 166,5 189,6 234,1 267,2 302,8
Pasif

P12 1685 196,3 2470 286,9 330,8

Ultra Us1i1l 1777 246,7 2885 316,6 348,1

Ses US12 1809 2526 3028 3445 3783
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0-24 Giinluk TOTOX Degerleri

24

TOTOX Degeri

Sekil 4.9: Orneklere ait 0-24 aylik TOTOX degerleri.

Her iki yontemle ve her iki oranda elde edilen mikrokapsiillerin 2 yillik
stabilizasyonu goz Oniline alindiginda pasif diflizyon yontemi ile balik yagi
stabilitesinin %50’den fazlasinin korundugu ancak ultrases teknolojisinin SEC ile
balik yag1 enkapsiilasyonunda kullanilabilecek uygun bir yontem olmadig1 sonucuna
vartlmistir.  Ultrases  teknolojisinin ~ 6zellikle kurutma ile enkapsiilasyon
uygulamalarinda stabiliteyi artirdigi ve kapsiil boyutlar1 tizerinde gaplarini diistirticti
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Sporopollenin ekzin kapsiilleri ile ilgili  bir
caligmaya rastlanmamis olup, bu caligmada ultrases teknolojisi uygulamasinin verim

ve stabiliteye etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Toplumsal bilincin artmasi ve yasam sartlarinin degismesi ile birlikte tiiketicilerin
balik yagina verdigi 6nem de artmistir. Bu nedenle, balik yaginin kotii kokusunun
engellenmesine ve uzun Omiirlii olmasina duyulan ihtiyacta da artis olmustur. Son
zamanlarda insanlar arasinda yayginlasan dogal gida tiiketimine yonelimin de
artmasiyla, aragtirmacilar balik yagi enkapsiilasyonunda mikro boyutlarda olan bitki

sporlarini kullanmaya baglamiglardir.

Bu ¢aligmada, beyin gelisimi ve kalp rahatsizlarindan korunmada biiylik rol oynayan
balik yaginin bitkilerden elde edilen sporlar ile nasil enkapsiile edildigi, islem
sirasinda ultrases teknolojisi uygulanmasinin hedeflenen maksimum enkapsiilasyon

etkinligini nasil degistirdigi arastirilmistir.

Calisma kapsaminda, alabalik yag1 6rnegi ve kurtpengesi bitkisine ait sporlardan elde
edilen sporopollenin ekzin kapsiiller kullanilmigtir. ilk olarak, literatiirden yola
cikarak pasif enkapsiilasyon ile iiretilen mikrokapsiiller hazirlanmigtir. Daha sonra
yeni metot olarak gelistirilen ultrases teknolojisinin uygulandigi mikrokapsiiller
tizerinde caligilmistir. SEC — balik yag karisimlart 15 dakika boyunca 60 Hz
frekansindaki ultrases dalgalarina maruz birakilmistir. Hem pasif hem de ultrases
teknolojisinin kullanildig1 enkapsiilasyon yontemleri i¢in 1:1 ve 1:2 oranlarinda

SEC:balik yag1 6rnekleri hazirlanmistir.

Hazirlanan Orneklerin mikroskop altinda 10, 20, 40 ve 100 kat biyiitilmiis
gorlntiileri alinmis ve balik yaginin etkin olarak SEC icine yerlesip yerlesmedigi
kontrol edilmistir. Ancak elde edilen goriintiilerde her iki yontemle hazirlanmig hem

1:1 hem 1:2 drneklerin balik yaginin tamamen enkapsiile olmadig1 gézlemlenmistir.

%100 performansla ger¢eklesmedigi goriinen ultrases uygulamasinin enkapsiilasyon
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla numuneler, hizlandirilmis stabilite testine
tabii tutulmustur. Uygulanan stabilite testinde yag orneklerinin 65 °C’de 1 giin
bekletilmesi, oda sicakliginda 1 ay bekletilmesine denk gelmektedir. Bu nedenle 2
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yillik degisimi gozlemlemek amaciyla 6rneklerin 0., 6., 12., 18. ve 24. giinlerinde
etlivden ornekler alinarak ve yag oksidasyonundaki degisimleri gézlemlemek igin
peroksit ve p-anisidin analizleri yapilmis ve toplam oksidasyon degeri

hesaplanmustir.

Analiz sonuglarina gore peroksit ve p-anisidin degerleri 0. glinden 24. giine gittikce
artan bir egilim gostermektedir. Bu durum mikroskop goriintiilerinde de goriinen,

enkapsiile olmamis balik yaglar1 oldugunun kaniti olmustur.

Kontrol 6rnegi olarak enkapsiile edilmemis balik yaginin oksidasyon degerleri, diger
iki yontemle elde edilen kapsiillerinkinden ¢ok daha fazla ¢ikmistir. Bu sonu¢ SEC
ile enkapsiilasyonun gerceklestiginin, mikroskopta goriinen yag damlalarinin

numuneler hazirlanirken kullanilan yagin tamami olmadiginin géstergesidir.

Enkapsiilasyon etkinligini arttirmak i¢in uygulanan ultrases yontemi ile hazirlanmis
numunelerin oksidasyon degerleri, pasif enkapsiilasyonla hazilananlara gore daha
yiiksek ¢ikmistir. Elde edilen sonuglar, her ne kadar kontrol balik yagininkinden
diisiik olsa da pasif enkapsiilasyonla hazirlanan Orneklerinki oldukg¢a yiiksek
cikmigtir. Bu durum ultrases uygulamasinin ¢ok az da olsa enkapsiilasyona izin
verdigini ancak enkapsiilasyon verimini artirmadigi i¢in serbest halde daha fazla
balik yagi kaldigindan dolayr stabilitesinin daha diisiik oldugu gorilmiistiir.
Enkapstilasyon sirasinda balik yagi ve ekzin duvarda bulunan lipofilik porlar
arasinda olusan ¢ekim kuvvetinin US uygulanmasi sirasinda engellendigi

diistiniilmektedir.

Ultrases teknolojisi ile yapilan arastirmalar goz oniine alindiginda yagin porlar i¢ine
diflizyonunun engellenmesine ya da oksidasyon degerlerinin artmasina neden

olabilecek iki durum 6n goriilebilir:

1. US yontemi ile agiga c¢ikan kavitasyon balonlarinin yiizeylerde yarattigi giiglii
etki balik yagimin SEC icine diflize olmasim1 engellemis olabilir. SEC
taneciklerinin lipofilik porlart ile yag damlalarinin arasina giren kavitasyon
balonlarinin bariyer olusturup difiizyonu engelledigi soylenebilir.

2. Elde edilen oksidasyon degerlerinin yiiksek ¢ikmasinin bir diger nedeni ise
uygulanan ultrases dalgalariin yagm yapisina zarar vermesi ve 15 dakikalik
uygulama siiresi igerisinde diifiizyon baslamadan ve difiizyon devam ederken

ornegin oksidasyon degerini arttirmis olmasi olabilir.

46



Bu c¢aligmada, tiiketicilerin kullanimlarina uygun olabilecek, balik yaginin
sporopollenin ekzin kapsiil ile enkapsiilasyonu iizerine c¢alisilmis, bu enkapsiilasyon
islemini arttirmasi i¢in ultrases uygulamasi yapilmistir. Ancak elde edilen deneysel
verilerin 1s18inda, kullanilan frekans ve siirenin enkapsiilasyonu arttirmak yerine
azalttig1 gorlilmiistiir. Bu calismadan elde edilen verilerin yardimiyla daha sonraki
caligmalarda, farkli ultrases frekanslari ve farkli islem siireleri kullanilarak
enkapsiilasyonun optimum olabilecegi kosullar ile ilgili yeni ¢alismalar yapilabilir.
Ayrica elde edilen kapsiillerin 6zelliklerinin  belirlenmesi sirasinda  egitimli

panelistler ile duyusal panel ¢alismalarinin eklenmesi onerilmektedir.
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