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KARA DUT ANTOSIYANINLERININ iYONiIiK JELASYON YONTEMI iLE
ENKAPSULASYONU VE ENKAPSULASYON PARAMETRELERININ
TEPKi YUZEYI METODU iLE OPTIiMiZE EDILMESI

OZET

Dut meyvesi Asya ve Avrupa’ya kadar pek ¢ok bolgede yetistirilebilen C vitamini,
mineraller, fenolik maddeler, antosiyaninler ve antioksidanlarca zengin faydali bir
besin kaynagidir. Karadut (Morus nigra) taze olarak veya pekmez, surup, recel ve
pestil gibi islenerek de tiiketilebilen bir dut ¢esididir. Karadut igeriginde bulunan
zengin antosiyaninler renk pigmentleri olup, bu antosiyaninler gida sanayinde
renklendirici olarak veya {irlinlerin zenginlestirilmesinde kullanilabilmektedir.
Dogada en ¢ok bulunan antosiyanidinler pelargonidin (Pg), siyanidin (Cy), peonidin
(Pn), delfinidin (Dp), petunidin (Pt) ve malvinidin (Mv) olup bunlarin farkl
sekerlerle glikozit olusturmasi ile antosiyaninler olusmaktadir. Kara dutta en fazla
bulunan aglikon siyanidin olup siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-3-rutinosit agisindan
zengindir.

Glniimiizde saglikli  beslenmeye verilen Onemin artmasiyla tiiketiciler
antioksidanlarca zengin fonksiyonel ve dogal gidalara yonelmeye baslamislardir.
Karadut saglik acisindan olumlu etkileri bulunan ve dogal renklendirici olarak
kullanilan antosiyaninleri icermesi nedeniyle yiyecek ve icecek endiistrisinde
kullanim potansiyeli bulunan 6nemli bir meyvedir. Ancak antosiyaninlerin 1s1, 11k,
metal iyonlari, pH, ortamda seker ve askorbik asit bulunmasi gibi cesitli faktorlere
duyarli olmalar1 sebebiyle antosiyaninlerin o6zellikle islenmis gida iriinlerinde
kullannm1 ¢ok kisithdir. Ayrica fenolik bilesenlerin  biyoyararhiliklart  ve
biyoulasilabilirlikleri viicuttaki diisiik absorbsiyonlart ve hizli metabolizasyonu
sebebiyle oldukea diistiktiir. Antosiyaninlerin biiyiik kismi vuciida alindiktan kisa bir
stire sonra midede metabolize edilirken, ince bagirsaga ulasan kismi yiiksek pH
kosullarinda degrade olmaktadir. Antosiyaninler gibi cesitli fenolik maddelerin
stabiltesinin ve biyoulagilabilirliginin arttirilmasinda enkapsiilasyon teknolojisinin
literatiirde basarili sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Enkapsiilasyon cesitli biyoaktif maddelerin kapsiiller igine hapsedilerek c¢evresel
etkenlerden korunmasini saglarken, belirli kosullar altinda icerigindeki maddelerin
ortama salinmasini saglayan teknolojidir. Capraz baglanma, iyonik jelasyon gibi
isimlerle de anilan damlatma metodu ekonomik ve kolay uygulanabilir bir yontem
olmas1 sebebiyle enkapsiilasyon teknolojisinde siklikla tercih edilmektedir. Aljinat
bazik ¢ozeltilerde ¢oziinebilen bir polisakkarit oldugundan damlatma yontemiyle
elde edilen kalsiyum-aljinat tanecikleri asidik mide kosullarinda biitiinligiini
korumakta ancak ince bagirsak kosullarinda tamamen ¢ozlinmektedir. Buna karsilik
kitosan katyonik bir polimer olup gézenekli yapidaki kalsiyum-aljinat taneciklerinin
dayanikliliginin arttirnlmasinda kullanilabilmektedir. Enkapsiilasyonda kullanilan
metotlar, kaplamada kullanilan malzemeler ve prosesteki parametreler cok ¢esitli
olup basarili bir enkapsiilasyon ig¢in gerekli kosullar optimize edilmelidir. Tepki
yiizey metodu (RSM) proses degiskenlerinin optimize edilmesinde kullanilan
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istatiksel bir metottur. Tepki yiizey metodunda amag; bir ¢ok degisken tarafindan
etkilenen tepkinin optimum yapilmast ve tepkiyi optimum yapan karar
degiskenlerinin degerlerinin belirlenmesidir. RSM kolay ve ekonomik bir yontem
olmasi sebebiyle optimizasyon c¢aligsmalarinda tercih edilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci dut antosiyaninlerinin kitosan kapli kalsiyum-aljinat tanecikler
icine hapsedilerek enkapsiile edilmesi ve tepki ylizey metodu kullanilarak
enkapsiilasyonda kullanilan baz1 faktorlerin optimize edilmesidir. Calismada
kullanilan karadut &giitiilerek -80°C’de depolanmistir. Karadut antosiyaninlerinin
ekstraksiyonu iki sivi fazli ekstraksiyon yontemine gore etanol ve amonyum siilfat
kullanilarak pH 4.5’te gergeklestirilmistir. Belirtilen hedefler dogrultusunda
oncelikle fenolik bilesenlerce zengin karadut numunesinin renk, pH ve nem
miktarlar1 belirlenmis ardindan dut antosiyaninleri ekstrakte edilmistir. Karadutun
pH degeri 4,5, nem miktar1 %80,83 ve renk degerleri L*=14,56+0,15, a*=7,87+0,29,
b*=-11,75+0,22 , C*=14,24+0,25 olarak bulunmustur. Hem dut meyvesinin, hem de
antosiyanin ekstraktinin toplam fenolik madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin
miktarlart ve antioksidan kapasitesi gibi 6zellikleri incelenmistir. Buna gore toplam
fenolik madde miktar1 dut i¢in 462,85+35,35 mg GAE/100g taze numune ve
antosiyanin ekstrakti i¢in 3224,30+£745,67 mg GAE/100g ekstrakt; toplam flavonoid
miktar1 dut i¢in 1349,26+34,3 mg kuersetin/100g numune ve antosiyanin ekstrakti
icin 10421,30£396,8 mg kuersetin/100g numune; antioksidan kapasitesi dut icin
1393,14+40,6 mg trolox/100 g numune ve ekstrakt i¢in 15165,23+117,99 trolox/mg
numune ve toplam antosiyanin miktar1 ise karadut numunesi i¢in 462,85+35,35 mg
Cy-3-gly/100 g numune ve antosiyanin ekstrakti icin 3224,30+745,67 mg Cy-3-
gly/100 g numune olarak Ol¢iilmiistiir. Elde edilen antosiyanin ekstraktlari iyonik
jelasyon (damlatma) yontemi ile enkapsiile edilmistir.

Iyonik jelasyon yonteminde duttan elde edilen antosiyanin ekstrakti aljinat ¢ozeltisi
ile karigtirilarak homojen hale getirilmistir. Daha sonra bir siringa yardimiyla bu
karisim kitosanlh kalsiyum kloriir ¢6zeltisine damlatilarak kapsiiller elde edilmistir.
Buna gore kalsiyum kloriirdeki kalsiyum ve sodyum aljinattaki sodyum molekiilleri
capraz bag olustururken, zit yiiklii kitosan ve aljinat arasinda da iyonik bir baglanma
soz konusudur. RSM i¢in Minitab 13.20 paket programi kullanilmis ve deneme
deseni merkezi kompozit tasarimi ile 3 faktor ve 3 seviyeli olarak hazirlanmistir.
Deneysel tasarim igin ekstrakt miktar1 (%1, %3 ve %S5), karistirma siiresi (15, 30 ve
45 dk) ve kitosan miktar1 (%0.1, %0.3 ve %0.5) bagimsiz degiskenler olarak
belirlenirken, kapsiillerin uzunluk orani, kiiresellik faktorii, enkapsiilasyon
etkinlikleri ve mide sivisindaki salim miktarlar1 bagimli degiskenler olarak
secilmistir. Kapstillerin boyu ve seklinin belirlenmesinde kapsiillerin  optik
mikroskop ile dl¢lilen minimum ve maksimum caplart kullanilmistir. Enkapstilasyon
etkinligi, kapsiile yliklenmek istenen toplam antosiyanin ekstraktt miktarindan
jellesme ortamina salinan miktar ¢ikarilarak hesaplanmistir. Salim ¢aligmalar1 sadece
mide ortaminda gergeklestirilmis olup ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de pH 1.2°de
2 saat bekletilen kapsiil igeriginin mide ortamin taklit eden siviya (SGF) salimi1 UV
spektrofotometre ile absorbansi Ol¢iilerek belirlenmistir. Bu deney tasariminin hedefi
enkapsiilasyon etkinligi yliksek, diizgiin sekilli (kiiresellik faktorii < 0,05 ve uzunluk
orant ~1 olan) ve asidik mide kosullarina dayanikli kapsiiller elde etmektir.
Kapsiillerin boyutlar1 kamerali optik mikroskop ile, enkapsiilasyon etkinlikleri ve
mide sivisindaki salim miktarlar1 ise UV-spektrofotometrede absorbanslar1 dlgiilerek
belirlenmigtir. RSM sonuglarina gore kapsiillerin uzunluk oranmi1 1,043 — 1,118,
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kiiresellik faktori 0,021 — 0,070, enkapsiilasyon etkinlikleri ~%54 — 70 ve mide
ortaminda salim %10 — 27 araliginda bulunmustur.

Yapilan istatistiksel analizler ve veri analizleri ile elde edilen veriler ANOVA
sonuglari ve regresyon katsayilari incelenerek ikinci derece polinomial modeline
uygun bulunmustur. ANOVA tablolari, kontiir grafikleri ve ikinci dereceden
polinomial denklemler olusturulmustur. Buna gore kapsiillerin uzunluk orani
tizerinde ekstrakt miktar1 ve kitosan-siire interaksiyonunun, kiiresellik faktorii
tizerinde ise siire, ekstrakt-siire ve kitosan-siire interaksiyonlarinin énemli oldugu
(p<0.05) sonucuna varilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi ise ekstrakt-kitosan
miktarlar1, ekstrakt-sire ve kitosan miktari-siire interaksiyonu disindaki tim
faktorlere baglh bulunmustur. Antosiyanin ekstraktinin mide sivisindaki salim orani
stireye, ekstrakt-kitosan miktarlarina, ekstrakt miktarina ve siire interaksiyonlarina
onemli derecede bagli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Genel olarak karistirma siiresi
uzadikca enkapsiilasyon etkinlikleri (%EE) azalirken, aktif maddenin mide ortamina
salim miktar1 (%SGF) artmaktadir. Siirenin uzamasi ile % SGF’nin artmasi iyonlar
arasindaki baglanmanin daha gii¢lii olmas1 ve kapsiiliin daha sert bir yapida olmasi
ile % EE’nin azalmasi ise kapsiillerin yogun jel yapisindaki kalsiyum iyonlarina daha
uzun siire maruz kalmasiyla agiklanabilir. Ayrica jellesme ortamina eklenen kitosan
belirli bir seviyeye kadar kapsiilii koruyarak % EE’ni biraz arttirirken, fazla miktarda
kullanimi negatif bir etki gostermistir. Deney parametreleri  maksimum
enkapsiilasyon etkinligi ve minimum mide sivisina salim olarak optimize edildiginde
kosullar ekstrakt miktar1 % 1.96, kitosan miktar1 % 0.10 ve siire ~23 dk olarak
bulunmustur. Metot validasyonu yapilarak teorik ve deneysel veriler kiyaslanmistir.
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ENCAPSULATION OF BLACK MULBERRY ANTHOCYANINS BY IONIC
GELLATION METHOD AND OPTIMIZATION OF ENCAPSULATION
PARAMATERS BY RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

SUMMARY

Mulberry fruit which can be grown in wide areas from Asia to Europe and also tropic
regions is a healthy nutrient due to its anthocyanins, antioxidants and phenolic
compound content. Black mulberry (Morus nigra) is a type of mulberry which is
consumed freshly or mostly processed like jam, syrup, pekmez in Turkey. Pekmez is
the most popular mulberry product with 70% of mulberry produced in Turkey
consumed as pekmez. Black mulberry is a rich source of anthocyanins which are
color pigments and those pigments are used as natural colorants in food and beverage
industry and to produce functional or enhanced food products as well. Pelargonidine
(Pg), cyanidine (Cy), peonidine (Pn), delphinidine (Dp), petunidine (Pt) and
malvinidine (Mv) are the anthocyanidines that are found in nature commonly, can
form glycosides with different sugars to form anthocyanins. Cyanidin is the
predominant aglycone in black mulberry which has high cyanidine-3-glycosides and
cyanidine-3-rutinosite.

Since, awareness about consuming healthy and nutrious foods has been increased
recently, people tend to consume functional and natural foods like products rich in
antioxidants, omega 3 oils, vitamins and minerals. Black mulberry has a positive
effect on health owing to its high anthocyanin content and it is a fruit that can be
used as natural colorant in foods as well. However, anthocyanins are senstive to
temperature, light, metal ions, pH, sugar and ascorbic acid content of the
environment and easily degraded when the conditions are not suitable so their usage
in processed food products are really limited. Also, bioavailability and
bioaccessibility of phenolic compounds are limited because their absorption is low
and they are metabolized quickly. While a significant amount of anthocyanins are
metabolized in a short span of time in stomach, the part reached to intestine is
degraded because of high pH conditions.

Recent studies show that some novel technologies such as encapsulation can be
useful to increase stability of phenolic compouns like anthocyanins and
bioavailability/bioaccessibility also. Encapsulation is a technology that protect
bioactive compounds against environmental damage/effect by entrapting them into
capsules and release encapsulated compound to the surrounding environment under
specific conditions (pH, temperature etc.). There are many different encapsulation
methods such as spray drying, emulsification, coacervation and freeze drying while
wall materials like alginte, chitosan, maltodextrin, starch, gums and process
parameters like temperature, pH, pressure etc. can be adjusted according to used
method and the aim of the study.

lonic gelation that is also called as cross linking and dripping method is a cheap and
easy to use method which make this method is preferred in encapsulation technology.
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Since alginate is a polysaccharide that is soluble in basic solutions, obtained calcium-
alginate beads from ionic gelation method stay uniform and resistant during asidic
gastric conditions but can be easily dissolved when faced with basic intestine
medium. In contrast, chitosan is a cationic polymer and can be used to increase
stability of porous structured calcium-alginate beads. It is important to select
optimum parameters and conditions to encapsulate active ingredent successfully.
Response surface methodology (RSM) is a useful statistical method to optimize
prosess variables. The aim of the RSM, is to optimize the response that is effected by
various variables and decide to optimum independent variables.

The aim of this study is to encapsulate black mulberry anthocyanins by entrapping of
the bioactive component into chitosan coated calcium-alginate beads and to optimize
some factors used in encapsulation by response surface methodology. First of all,
phenolic-rich black mulberry sample evaluated according to its color, pH, and
moisture and after that mulberry anthocyanins were extracted by two aqueous phase
extraction method. pH and moisture content of the black mulberry sample was found
4.5 and 80,83% respectively and color values were measured as L*=14.56+0.15,
a*=7.87+0.29, b*=-11.75+0.22, C*=14.244+0.25. Some properties like total phenolic
content, total flavonoid content, total anthocyanin content and antioxidant capacity
were evaluted both for black mulberry fruit and for anthocyanin extract. Total
phenolic content was measured 462.85+35.35 GAE/100g fresh sample for black
mulberry and 3224.30+745.67 mg GAE/100g extract for anthocyanin extract, total
flavonoid content was found 1349.26+34.3 mg quercetin/100g fresh mulberry sample
and 10421.30+396.8 mg quercetin/100g anthocyanin extract, antioxidant capacity
was measured as 1393.14+40.6 mg trolox/100g fresh sample for mulberry and
15165.23£117.99 mg trolox/100g sample for anthocyanin extract and finally total
anthocyanin content was measured as 462.85+35.35 mg Cy-3-gly/100 g mulberry
sample and 3224.30+745.67 mg Cy-3-gly/100 g extract. Obtained anthocyanin
extracts were encapsulated by using ionic gellation method. In ionic gellation
method, active component (anthocyanin extract obtained from black mulberry) was
mixed with alginate solution till the solution homogenized. Then, beads (capsules)
were formed by dripping alginate-athocyanin mixture into chitosan-calcium chloride
solution by the help of a needle. Calcium ions from calcium chloride molecule were
cross-linked with sodium ions from sodium alginate and also, opposite charged
cationic chitosan and anionic alginate molecules were attached each other. Minitab
13.20 programme was used for response surface methodology and experimental
design was created for 3 factors and 3 level by cental composite design for 3
replicates in central points (3% extract, 0.3% chitosan and 30 minutes).

Extract content (1%, 3% and 5%), mixing time (15, 30 and 45 min.) and chitosan
content (0.1%, 0.3% and 0.5%) were selected as dependent variables and aspect
ratio, sphericity factor, encapsulation efficiency and release of active ingredient into
gastric medium were determined as independent variables for experminetal design
conditions. To determine size and shape of beads, optic microscope was used to
measure maximum and minimum diameters. Encapsulation efficiency was calculated
by using total anthocyanin extract intended to loaded into capsules and released
extract amount in the gelling medium. Release studies carried out only for gastric
medium. Samples put into gastric medium (pH 1.2) in a shaking bath at 37°C for 2
hours and released anthocyanin content into simulated gastric medium (SGF) was
determined by measuring absorbance with UV spectrophotometer.
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The target of this experimental design is to obtain uniform beads (sphericity factor <
0.05 ve aspect ratio ~1) that are and resistant to acidic gastric medium with high
encapsulation efficiency. The size of the beads were measured by optic microscope,
encapsulation efficiency and release in gastric medium were analyzed with UV-
spectrophotometer by measuring their absorbances. RSM results show that aspect
ratio is between 1.043 — 1.118, sphericity factor is between 0.021 — 0.070,
encapsulation efficiency is between ~54 — 70% and release in gastric medium is
between 10 — 27%.

Regression coefficients and ANOVA results that were determined by statistical and
data analysis proved that second order polynomial model was fit to the experimental
design. ANOVA tables, contour plots and second order polynomial equations were
formed. According to obtained data, extract content and chitosan content-mixing
time interaction affect aspect ratio while time, extract content-mixing time, chitosan
content-mixing time interactions have an important impact on sphericity factor
(p<0.05). While encapsulation efficiency was found dependent to all variables except
extract-chitosan contents, extract content-mixing time and chitosan content-mixing
time interactions, release in gastric medium was affected by time, extract-chitosan
contents, extract content and time interactions significantly (p<0.05). In general,
when mixing time is increased release in gastric medium (SGF%) is also increased
but encapsulation efficiency (EE%) is decreased in contrast. When mixing time is
increased cross linking is more strong and bead structure is more rigid so SGF% is
high but beads are exposed to calcium ions in dense gel structure for a longer time
which result in the decreased EE%. Moreover, chitosan added into gelling medium
can protect beads and rise EE% up to a specific level. However if chitosan content in
gelling medium is too much has a negative impact on EE%. Experimental parameters
were optimized as maximum encapsulation efficiency and minimum release in
gastric medium and found like 1.96% extract content, 0.10% chitosan content and
~23 minutes. Method validation was done by comparing experimental and predicted
results.

XXi



xxii



1. GIRIS

Tiketicilerin bilinglenmesi ve egitim oraninin artmasiyla saglikli yasam ve saglikli
beslenmeye olan ilgi giin gectikce artmaktadir. Sagliga olumlu etkileri bilinen
antioksidanlar, vitaminler, mineraller ve esansiyel yaglarla zenginlestirilmis
trlinlerin yan1 sira dogal ingrediyenler i¢eren ve islenmemis iirlinlere olan talebin
artmasiyla bu tip lriinler markette yer almaya baslamistir. Renklendiriciler gida ve
icecek endiistrisinde en ¢ok kullanilan katki maddelerinden olup yasal kullanim
miktarlart kisitli olan yapay renklendiricilere kiyasla dogal antosiyaninler ve beta
karoten gibi dogal renklendiriciler gida fireticileri ve tiiketiciler tarafindan tercih
edilmektedir. Ayrica antosiyaninler gibi fenolik bilesenler sagliga olumlu etkileri
oldugundan friinlerin zenginlestirilmesinde de kullanilabilmektedir. Fonksiyonel
iirtin iretilmesinde zenginlestirme amaciyla kullanilan bilesenin raf émrii boyunca
stabil kalmasi1 ve viicutta yararh etkilerini gosterebilmesi i¢in emiliminin yiiksek
olmasi gerekmektedir. Ancak fenolik maddeler gibi antioksidan 6zellik gosteren bazi
bilesenler 1s1, 151k, metal iyonlari, diger bilesenlerin varligi gibi ¢esitli ¢evresel
faktorlere duyarli olduklarindan bu etkenler varliginda kolayca bozulabilmektedir.
Ayrica triinlerin islenmesi sirasinda 6rnegin pastdrizasyon gibi 1s1l islem gerektiren
kosullarda da kayiplar s6z konusu olmaktadir. Antosiyaninler 6zellikle meyvelerde
ve ¢igeklerde bulunan kirmizi-mavi renk pigmentleri olup gida sanayinde dogal
renklendirici olarak kullanilan fenolik bilesenlerdir. Uziimsii meyveler olarak bilinen
ahududu, bogiirtlen, karadut, yaban mersini, kizilcik, visne ve frenk tiziimii yiiksek
miktarda antosiyanin igermesi sebebiyle tliketilmesi tavsiye edilen meyvelerdir.
Bununla birlikte antosiyaninlerin pH, 1s1, 151k, kopigmentler, metalik iyonlar ve
sekere karst hassas olmalar1 bunlarin yiyecek ve iceceklere eklenmesini
kisitlamaktadir. Enkapsiilasyon gibi bazi1 yeni teknolojilerin biyoaktif maddeleri
cesitli etkenlerden koruyarak stabilitelerini ve biyoyarliligini arttirdig1 son yillarda

cesitli calismalarla kanitlanmustir.

Enkapsiilasyon biyoaktif maddelerin genellikle biyopolimerlerle kaplanarak

kapsiiller i¢ine hapsedilmesi bdylelikle aktif bileseni koruyarak, belirli kosullarda ve



belirli hizlarda bunlarin  salinmasmi saglayan teknolojidir. Enkapsiilasyon
uygulamalarinda en sik kullanilan biyopolimerler aljinat ve kitosan olup, emiilsiyon
olusturma, iyonik jelasyon, piskiirtmeli kurutma, koazervasyon gibi cesitli
metotlarlar uygulanmaktadir. Iyonik jelasyon (damlatma) metodu ¢apraz baglanma
prensibiyle kalsiyum-aljinat taneciklerinin tretildigi kolay ve ekonomik bir
yontemdir. Enkapsiilasyonda elde edilen kapsiillerin enkapsiilasyon verimi, aktif
maddenin ve kapsiiliin mide-bagirsak ortamindaki davraniglari 6nemli oldugu gibi
kapsiillerin sekli, boyutu ve yapisinin diizgiinliigii (gézenekliligi) gibi bazi fiziksel

Ozellikleri de kapsiil karakteristigini belirlemede kullanilir.

Bu tez c¢aligmasinin amaci antosiyanin igerigi yiiksek kara dut meyvesinden
antosiyaninlerin ekstrakte edilerek damlatma yontemi ile kalsiyum-aljinat tanecikleri
icine hapsedilerek enkapsiile etmek boylelikle 6zellikle pH ve 1s1l stabilitesi diisiik
olan renk pigmentlerinin stabilitesini arttirmaktir. Calismanin ilk kisminda karadut
numunesinin toplam fenolik madde miktari, flavonoid miktari, antioksidan
kapasitesi, toplam antosiyanin miktari, pH, renk ve toplam kuru madde miktar1 gibi
bazi Ozellikleri belirlenmistr. Ikinci kisimda ise tepki yiizey metodu (RSM)
kullanilarak enkapiilasyon islemi i¢in deneme deseni olusturulmustur. Deneysel
tasarimda antosiyanin ekstrakti miktari, jellesme ortamina katilan kitosan miktar1 ve
kapsiilleri karistirma siiresi bagimsiz degiskenler olarak belirlenirken enkapsiilasyon
etkinligi, ekstraktin mide sivisina salim orani, kapstillerin uzunluk orani ve kiiresellik
faktorleri ise bagimli degiskenler olarak secilmistir. Elde edilen sonuglara gore bu

tasarim i¢in optimum kosullar belirlenmistir.



2. DUT MEYVESI VE OZELLIiKLERIi

Dut, kuzey yarimkiirenin sicak ve astropikal (alt tropikal) bdlgelerinde, giiney
yarimkiirenin ise tropik bolgelerinde yetistirilen genis bir iklim, topografya ve toprak
kosullarinda yetisebilen bir meyvedir. Cin ve Hindistan gibi bazi iilkelerde,
yapraklariin ipekbdcegi yemi olarak kullanilmasi amaciyla yetistirilirken, Tiirkiye,
Italya ve Yunanistan’mn da icinde bulundugu bazi iilkelerde ise meyve olarak
tiiketilmektedir (Ercisli ve Orhan, 2007). Karadut Iran orijinli bir meyve olup kuzey
Avrupa, giiney Asya ve pek ¢ok Akdeniz iilkesinde ekilir (Ercisli ve Orhan, 2008).
Karadut yag ve yag asitleri, vitamin C, mineraller, fenolikler, flavanoidler, organik
asitler, antosiyaninler gibi fitokimyasallar agisindan 6nemli bir besin kaynagidir.

(Ercisli ve Orhan, 2008).

Dut (Morus spp.), Urticales takimmin Moraceae familyasinin Morus cinsinden olup
en ¢ok yetirstirilen tiirleri M. alba L. (beyaz) , M. nigra L. (siyah) , ve M. rubra L.(
kirmizi1)‘dir. Morus’un 24 tiirii ve bir alt tiirii ile 100°den fazla g¢esidi mevcuttur

(Akbulut ve dig, 2006).

Dut antosiyanin agisindan zengin bir meyve olup Cin, Tayland gibi uzak dogu
tilkelerinde oldugu kadar iilkemizde de yetistirilen bir meyvedir. Tiirkiye’de toprak
kosullarinin dut yetistiriciligine elverisli olmasi, dutun 400 yili agkin bir siiredir
tilkemizde 6zellikle Anadolu’da yetistiriciliginin yapilmasini saglamistir (Ercisli ve
Orhan, 2008). Tiirkiye’de dut iiretimi daha ¢ok Dogu Anadolu ve I¢ Anadolu
bolgelerinde olup yaklasik 80.000 ton/yil dut hasadi yapilmaktadir. Sehirlere gore
dut iiretimi yogunlugu incelendiginde ilk sirada 7246 ton ile Erzincan gelmekte onu
5154 ton ile Ankara, 4329 ton ile Malatya ve 3950 ton ile Elaz1g takip etmektedir
(Akbulut ve dig, 2006). Sogukta saklama siiresi kisa olan bir meyve tiirii oldugu i¢in
genellikle islenmis sekilde tiiketilmektedir. Uretilen dut meyvesi taze olarak,
pekmez, pestil, kuru gida ve regel, ezme, sirke, meyve suyu iiretiminde veya dogal
renklendirici olarak degerlendirilmektedir. Ulkemizde yetistirilen dutun énemli bir

kismi ise pekmez (%70) olarak kullanilmaktadir (Hepsag ve dig, 2012).



Dut, nar, liziim gibi koyu renkli meyveler Ozellikle antosiyanin, karatenoid ve
flavanoidler gibi fenolik maddeler agisindan zengin besinlerdir. Dut igeriginde bol
miktarda bulunan antosiyanlerin antitrombotik, antioksidan, antimikrobiyal,
antimutajenik, antikarsinojen, iltihaplanmay: onleyici ve sinir sistemini koruyucu
gibi sagliga olumlu etkileri olup duta renk veren fenolik bilesenlerdir (Aramwit ve
dig, 2010). 100 g karadutta 93 kcal enerji, 0,9 g protein, 19,8 g karbohidrat, 1,1 g
yag, 0,9 g lif ayrica 60 mg kalsiyum, 1,1 mg demir, 0,05 mg tiamin, 0,07 mg
riboflavin, 0,2 g niasin ve 17 mg vitamin C bulundugu belirtilmistir (Hepsag ve dig,
2012). Gida endiistrisinde katki maddesi olarak farkli uygulamalarda kullanilan dut
antosiyaninleri genellikle kirmizi dut pigmentleri olarak adlandirilir (Wu ve dig,
2011).  Antosiyaninler kirmizi renk veren pigmentler olduklar1 i¢in karadut
antosiyanin bakimimdan en zengin dut ¢esidi olurken, beyaz dutta antosiyanin
bulunmamaktadir. Yetistirildikleri yere ve genotiplerine gore farklilik gostermekle
birlikte siyanidin bazli (6zellikle siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-3-rutinosit)

antosiyaninler dutta en fazla bulunan antosiyaninlerdir (Ozgen ve dig, 2009).



3. ANTOSIYANINLERIN YAPISI VE OZELLIKLERI

Antosiyaninler bitkilerde bulunan kirmizi, mor ve mavi renkli bilesenler olup diisiik
toksisiteye sahip olmalar1 bakimindan gida, ila¢ ve kozmetik endiistrisinde siklikla
kullanilan renklendirici maddelerdir. Antosiyaninler pH, 1s1, 151k, kopigmentler,
metalik iyonlar, oksijen, askorbik asit, seker, protein ve siilfiir dioksit gibi etkenlere
karst duyarli olduklarindan renkleri ve stabiliteleri bu etkenler varliginda
degismektedir (Ersus ve Yurdagel, 2007). Ayrica antosiyaninlerin biyoyararliligi cok
diisiik olup (genellikle <% 0,1), viicutta emilimi ¢ok c¢abuk gerceklesmekedir.
Bununla birlikte antosiyaninlerin biiyiik kismi1 midede absorbe edilmektedir (McGhie

ve Walton, 2007).

Antosiyaninler C¢-C3-Cg ana iskeleti ile flavanoidlerin en biiylik ve yaygin grubuna
dahil, dogada bulunan suda c¢oziinebilen en Onemli pigmentlerdir. Meyvelerde,
sebzelerde, sarap, recel gibi gidalarda antosiyaninlerin ve diger polifenollerin varligi
kroner kalp hastaliklarinin azaltilmasiyla iliskilendirilmistir. Giiniimiizde saglikli
beslenmeye verilen 6nemin artmasiyla antosiyaninlerce zengin besinlerle beslenmeye
olan ilgide dogru orantili olarak artmistir. Bilinen bu saglik etkilerinin yaninda dogal
kaynaklardan elde edilen gida boyalar1 hem tiiketici tercihlerinde hem de yasal
diizenlemelerdeki kullanighlig1 agisindan sentetik ve yapay renklendiricilere kiyasla
daha ¢ok talep gormelerini saglamaktadir. Ancak diisiik ekstraksiyon ylizdesi ve
isleme ve depolama sirasinda 1s1, 151k, oksijen, pH gibi etkenler sebebiyle kolaylikla
bozulmalar1 nedeniyle ticari olarak kullanimlar1 kisitlanmaktadir (Cavalcanti ve dig.,
2011). Ayrica antosiyanin ekstraktlarinin gida ve igecek endiistrisinde kullanimi1 bu
bilesenlerin kimyasal yapisina ve konsantrasyonuna, ayrica pH, sicaklik, oksijen,
151k, ortamin kompozisyonu (askorbik asit, kopigmentler ve sekerlerin varligi v.s.)
gibi ¢evresel faktorlere karsi diisiik stabilite gostermesi nedeniyle de kisitlidir (Rosso
ve dig, 2007).

Antosiyaninler antosiyanidinlerin veya aglikonlarin glikozitleri olarak bulunurlar ve
alifatik veya aromatik asitler bu glikozidik kisimlara baglanabilirler. Antosiyaninler
2-fenil benzopirilyum tuzlarinin glikosile polihidroksi ve polimetoksi tiirevleridir.

Ornegin konjuge ¢ift bag igeren flavilyum katyonu (aglikon grubu) bu pigmentlere



O0zgii renkleri ile 500 nm civarinda 15181 absorplama Ozelligi gosterirler. 31
monomerik antosiyanidinden 20 adedi dogada bulunmakta ve bunlardan pelargonidin
(Pg), siyanidin (Cy), peonidin (Pn), delfinidin (Dp), petunidin (Pt) ve malvinidin
(Mv) olarak bilinen 6 adet aglikon farkli sekerlerle glikozit olugturmaktadir
(Cavalcanti ve dig., 2011). Antosiyaninler, flavilyum katyonunun B-halkasindaki
hidroksil ve metoksil gruplarmin sayisina ve konumuna, molekiile bagli seker
sayisina, sekerin tlirline ve baglanis pozisyonuna gore farklilik gostermektedir (Koca
ve dig, 2006). Antosiyaninler sekerlerin bulundugu poziyona gore isim alirlar. Sekil

3.1’de dogada en yaygin bulunan antosiyanin g¢esitlerinin yapisi gosterilmistir.

Aglikon R R2 Renk
Pelargonidin H H Turuncu
Siyanidin OH H Turuncu-kirmizi
Peonidin OMe H Turuncu-kirmizi
Delfinidin OH OH Kirmizi
Petunidin OMe OH Kirmizi
Malvinidin OMe OMe Mavi-kirmizi

Sekil 3.1: Antosiyaninlerin kimyasal yapisi (Giusti ve Wrolstad, 2003).

Antosiyaninlere glikoz, galaktoz, ramnoz, arabinoz, rutinoz, sambubroz ve gentibioz
gibi farkli sekerler baglanabilir. Bu sekerler genellikle 3-hidroksil veya 3,5-hidroksil

pozisyonuna baglanmaktadir. Meyve ve sebzelerde en ¢ok bulunan antosiyaninlerden



biri olan siyanidinin 3. pozisyonuna glikoz molekiiliiniin baglanmasi ile siyanidin-3-
glikozit antosiyanini olusmaktadir. Seker guruplar1 bazen p-kumarik, kafeik, ferulik,
sinapik, gallik veya p-hidroksibenzoik asit ve/veya alifatik asitler (malonik, asetik,
malik, suksinik veya okzalik asitler) gibi aromatik asitlerle acillenmis halde
bulunabilirler. Bu agil gruplar genellikle C3 sekere baglanirlar, 6-OH’a esterifiye
olurlar veya nadiren sekerlerin 4-OH grubuna baglanirlar (Giusti ve Wrolstad, 2003).

Antosiyaninler metanol, etanol, aseton ve su gibi pek c¢ok polar ¢oziiciide
¢oziinebilmektedir. Ekstraksiyon ¢ogunlukla elde edilen ekstrakt ¢ozeltisinde seker,
seker alkolleri, pektin,organik asitler, amino asit ve proteinle gibi yan triinleri de
icerdiginden secici olmayan bir islemdir. Bu safsizliklar antosiyanin
degredasyonunu (bozulmasini) hizlandirabilmekte ve diger islemlerde problemlere

yol agabilmektedir (Denev ve dig, 2010).

Antosiyaninler antioksidan aktivitesi yiiksek bilesenler olup, metal iyonlariyla selat
olusturma ve protein baglama 6zelligi gosterirler. Aglikonlar (antosiyanidinler) ve
bunlara bagl seker gruplarmin yeri ve sayisi antioksidan aktiviteyi etkilemektedir.
Genel olarak antosiyanin yapisindaki hidroksil sayisinin artmasi, B halkasindaki o-
hidroksi yapi, 3. ve 4. karbona —OH’lerin baglanmasi ile antioksidan aktivitenin

arttig1 goriilmiistiir (Koca ve dig, 2006).

3.1 Antosiyaninlerin Stabilitesini Etkileyen Faktorler
Antosiyaninler pH, 151k, 1s1, kopigmentler, seker, asit ve metalik iyonlar gibi pek ¢ok
cevresel etkiye karsi duyarli ve stabiliteleri bu etkenler dolayisiyla kisitlanmig

bilesenler olarak bilinmektedirler.

3.1.1 Antosiyanin yapisi

Aglikona bagl glikozil birimi ve acil gruplari ile baglanma bolgeleri antosiyanin
molekiiliinlin stabilitesini ve reaktivitesini onemli Olgiide etkilemektedir. Bunlarin
yaninda aglikondaki hidroksil ve metoksil gruplarin sayist ve yerlesimi ile
hidroksilasyon derecesi de bu pigmentlerin kimyasal yapisini ve stabilitesini
etkilemektedir (Cavalcanti ve dig., 2011). Antosiyaninlerin stabilitesi B halkasindaki
metoksil sayis1 arttikga yiikselirken, hidroksil sayisi artikca azalir. Antosiyanidinler
arasinda en stabil tiirlin malvinidin oldugu belirtilirken, malvidini sirastyla peonidin,

petunidin, siyanidin ve delfinidin izlemektedir. Sekerlerin glikozilasyonu ve



acilasyonu da stabiliteyi arttirdigindan diglikozitler monoglikozitlere kiyasla daha

kararlidir (Escribano-Bailon ve dig., 2004).

3.1.2 pH etkisi

Antosiyaninler pH’a bagli olarak farkli kimyasal formlarda ve buna bagl olarak da
farkli renklerde bulunurlar. pH 1°de flavilyum katyonu (kirmizi renk) baskin olup
kirmizi ve mor renklere katki saglar. pH 2-4 araliginda proton kaybi sebebiyle
kuinoidal baz mavi tiir, pH 5-6’da ise karbinol psddobaz ve kalkon olmak iizere iki
renksiz tiir gozlenir. Antosiyaninler asidik pH’larda stabilken pH 7’den yiiksek
oldugunda degrade olmaya baslar (Castafieda-Ovando ve dig., 2009).
Antosiyaninlerin asidik pH’da stabil olmalar1 bunlarin daha ¢ok meyve sular1 gibi
asitli gida {rlinlerinde kullanimimi miimkiin kilmaktadir. Farklt meyve sularinin
matriks olarak kullanildig1 bir ¢alismada pH’1 2, 3, 4, 5 ve 6 olan sivi sistemler
kullanilmis ve tatli mor patates antosiyaninlerinin en ¢ok pH 3 ve 4’te ve elma ile

armut sularinda stabil oldugu belirlenmistir (Jie ve dig, 2012).

3.1.3 Sicaklik

Meyve/ sebze suyu veya piliresi gibi antosiyanin igeren gidalara dayanikliliklariin
arttirtlmasi ve raf dmriinlin uzatilmasi amaciyla pastdrizasyon ve haglama gibi 1s1l
islem uygulanir. Ancak isleme ve depolama sirasindaki sicaklik artig1 antosiyanlerin
stabilitesini diisiirmektedir. Istya bagli bozulma sonucu 6zellikle oksijen varliginda
tirtin rengi kahverengilesmektedir (Cavalcanti ve dig., 2011). Furfural, karamel ve
maillard reaksiyon iirlinleri gibi esmerlesmeden sorumlu pargalanma {irlinlerinden
furfuralin antosiyanin degredasyonundan sorumlu oldugu belirlenmistir. Ist ile
birlikte 1sitma siiresi, pH ve reaktanlarin konsantrasyonlar1 da esmerlesme
reaksiyonlarinda g6z Oniine almmahidir (Tsai ve dig, 2005). Siyah havug
antosiyaninleri ile renklendirilen ¢esitli meyvele sular1 ve nektarlar1 tizerinde 1sinin
etkisinin incelendigi bir ¢aligmada elma ve {liziim gibi meyvelerin sular ile seftali ve
kayis1 nektarlari, daha yiiksek miktarda askorbik asit iceren turunggiller ile yapilan
meyve sularina kiyasla 70 ve 80°C’deki 1s1l stabiliteleri daha iyidir (Kirca ve dig,
2006).



3.1.4 Isik

Isik antosiyaninlerin biyosentezi i¢in gerekli olmakla birlikte antosiyaninlerin
bozulmasimi da hizlandirmaktadir. Antsiyaninler karanlik ortamda renklerini ¢ok
daha iyi korurken, 6zellikle seker varliginda fenolik ve antosiyanin igerikleri 1s18a
bagl olarak azalmaktadir (Cavalcanti ve dig, 2011). Ayrica agillenmis diglikozitlerin
digerlerine gore daha kararli oldugu belirtilmistir. Isigin renk stabilitesine etkisinin
incelendigi bir calismada, floresan 1518 antosiyanin bozulmasini hizlandirdigs,
sinapik asit, kafeik asit ve biberiye polifenol ekstrakti ile kopigmente
antosiyaninlerin dogal ve ferulik asit ile kopigmente antosiyaninlere kiyasla daha

yavas bozuldugu gosterilmistir (Sari ve dig, 2012).

3.1.5 Konsantrasyon

Artan antosiyanin konsantrasyonu daha yiiksek renk stabilitesi saglar. Renk
stabilizasyonunda belirli antosiyaninlerin farkli tiirlerinden ziyade toplam
antosiyanin konsantrasyonunun daha 6nemli oldugu belirtilmistir (Cavalcanti ve dig.,

2011).

3.1.6 Seker

Antosiyanin stabilitesini genellikle seker ilavesi ile azalmaktadir ancak bunun aksini
kamtlayan calismalarda literatiirde mevcuttur. Ornegin, sukroz konsantrrasyonunun
%20 arttirilmasi ile cilek antosiyaninlerinin stabilitesinin arttirildigr belirtilmisken,
lizim, miirver ve siyah frenk iiziimii ekstraktlarinin antosiyanin stabilitesi farkl
pH’lardaki sukroz eklenmis sistemlerde kontrol numunesine kiyasla daha diistiktiir.
(Rosso ve dig, 2007). Buna karsilik seker ilavesinin bazi meyve ekstraktlarinda
antosiyanin stabilitesini olumsuz etkiledigini veya igecek model sistemlerinde termal
veya 151k stabilitesini degistirmedigini belirten calismalar da mevcuttur (Rosso ve
dig, 2007). Seker ilavesinin disinda 1s1 etkisiyle olusan HMF  (5-
hidroksimetilfurfural) gibi furfural tiirevleri renk pigmentlerinde kayiplara ve

stabilite azalmaya neden olabilmektedir (Sadilova ve dig, 2009).



3.1.7 Kopigmentasyon

Flavonoidler, alkaloidler, organik asitler gibi kopigment davranis1 gosteren
molekiiller renksiz molekiiller olup, antosiyanin c¢ozeltisine eklendiklerinde bu
¢oOzeltinin rengini arttirma ve stabilize etme 6zelligi gosterirler (Gradinaru ve dig,
2003). Kopigmentlerin esas rolii renkli flavilium (flavylium) katyonunu su

molekiiliiniin niikleofilik saldirisina kars1 korumaktir (Bordignon-Luiz ve dig, 2007).

Antosiyaninlerin renkleri kopigmentasyon reaksiyonlar1 ile stabilize edilebilir.
Antosiyanin kopigmentasyonu dogal antosiyanine gore daha mavi, parlak, giiglii ve
stabil renkler saglayabilir. Kopigmentasyon bir organik asit, aromatik agil grup veya
bir flavonoidin (veya bunlarin kombinasyonunun) antosiyanin kromoforuna (renk
yapici) kovalent baglanmasiyla molekiil i¢i interaksiyonlar, renksiz flavonoidlerin
veya diger fenolik bilesenlerin zayif hidrofobik giiclerle antosiyaninlere
interaksiyonu ile molekiiler arasi interaksiyon kaybi, metal kompleks olusturma ve
kendiliginden birlesme (self-association) gibi ¢esitli yollarla goriilebilir. Elde edilen
kopigmentler flavonoidler, organik asitler, metaller ve diger antosiyaninler olabilir

(Sari ve dig, 2012).

3.1.8 Askorbik asit

Askorbik asit ile antosiyanin bozulmasina iliskin ¢ok sayida ¢alisma mevcur olmakla
birlikte farkli goriisler s6z konusudur. Askorbik asitin oksidasyon yoluyla H,0;
olusumu sebebiyle pirilyum halkasininda kirilmasi ile pigment degradasyonunu
arttidigina iligkin ¢aligmalar mevcut oldugu gibi askorbik asidin koruyucu etkisini

kanitlayan bilgiler de elde edilmistir (Sadilova ve dig, 2009).

3.1.9 Metalik iyonlar

Flavylium tuzu ve metal arasindaki selat olusumu renk stabilizasyonunda énemli rol
oynamaktadir. Antosiyaninlerin B halkasindaki (siyanidin, delfinidin v.s.) o-di-
hidroksil grubu metal-antosiyanin kompleksi yapabilme o&zelligi gosterir. Bazi
bitkilerdeki mavi renk antosiyaninlerin aluminyum, demir ve bakir gibi metallerle

kompleks olusumu ile kararlilik saglamaktadir (Castaneda-Ovando, 2009)
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4. ENKAPSULASYON TEKNOLOJISI VE OZELLIKLERI

Enkapsiilasyon kati, sivi ve gaz malzemelerin kaplanarak kapsiiller i¢inde tutulmasi
ile ¢cok kiiciik bir maddeyi veya tiim ingrediyeni koruyarak, belirli kosullarda ve
belirli hizlarda bunlarin salinmasini saglayan teknolojidir (Wang ve dig, 2009).
Kaplanan malzeme “aktif” veya “6z” mazleme, kaplamada kullanilan malzeme ise

“kabuk”, “tagiyic1” veya “enkapsiilant” olarak adlandirilir (Wang ve dig, 2009).
Enkapstilasyon teknolojilerinin temel prensipleri ikiye ayrilir:

e Aktif ingrediyen bir polimer ¢ozeltisi icinde karistirilir ve ince damlaciklar
halinde dagilir, damlalar jelasyon, kurutma, sogutma, koaservasyon gibi

tekniklerle katilagtirilir.

e Kati toz pargaciklar akiskan yatakta karstirilir, kaplama ¢ozeltisi

puskiirtiilerek uygulanir, kurutma veya sogutma ile katilastirilir

Enkapsiilasyonda aktif bilesenin kaplanmasinda ¢esitli teknikler kullanilabilmektedir.
Bu teknikler ti¢ baslik altinda incelenebilir:

1- Fiziksel prosesler: piiskiirtmeli kurutma, ekstriizyon, akigkan yatakli kaplama ve

puiskiirtmeli sogutma

2- Fizikokimyasal prosesler: basit veya karmagsik koaservasyon ve lipozom igine

hapsetme

3- Kimyasal prosesler: Arayiiz polimerizasyonu ve molekiiler inkliizyon (Carvajal ve
dig, 2010)

Enkapsiilasyon ile depolama veya proses sirasinda meydana gelen fonksiyonellik
kaybi, aktif bilesen ve kabuk arasindaki uyusmazlik, kotii aroma, koku olusumu,
yapt bozulmasi, enzim aktivitesi kaybi azaltilabilir veya engellenebilirken, nem
kontrolii, oksidasyona kars1 koruma, c¢oklu aktif ingrediyenlerin ardisik dagitimi

saglanir ve biyoyararlilik arttirilir (Carvajal ve dig, 2010)
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4.1 Enkapsiile Edilen Bilesenler (Aktif Maddeler)

Enkapsiilasyon teknolojisinde belirlenen ama¢ dogrultusunda pek cok aktif madde
enkapsiile edilerek korunabilir. Enkapsiilasyon uygulamalarinda en ¢ok kullanilan
aktif bilesenler soyledir:

¢ Vitaminler ve mineraller

e Enzimler ve proteinler

e Organik asitler

e Probiyotikler ve prebiyotikler

e Esansiyel yaglar

¢ Tatlandiricilar, koruyucular, renklendiriciler, aromalar

® Yag asitleri (0-3, konjuge linoleik asit)

e Karotenoidler (B-karoten, likopen)

e Antioksidanlar (tokoferol, flavonoidler, polifenoller)

4.2 Enkapsiilasyon Metotlari

4.2.1 Puskiirtmeli kurutma

Piiskiirtmeli kurutma enkapsiilayon teknolojisinde kullanilan en eski ve en yaygin
metottur. Bu yontemin ekonomik, kullanigh ve siirekli olmasi, islem sonucunda iyi
kalitede partikiiller elde edilmesi nedeniyle gida endiistrisinde siklikla
kullanilmaktadir. Nisasta, maltodekstrin ve gamlar tasiyict malzeme olarak kullanilir
(Fang ve Bhandar, 2010). Aljinat, CMC, guar gum ve kitosan gibi polisakkaritler
sodium kazeinat, peynir alt1 suyu protein, soya protein gibi proteinler de piiskiirtmeli
kurutma yonteminde kaplama materyali olarak kullanilabilir ancak suda
¢oOziiniirliiklerinin diisiik olmasi ve pahali olmalar1 bu yontem i¢in dezavantajdir
(Gouin, 2004). Kaplanacak material tagiyict sistem ile homojenize edildikten sonra
puskiirtmeli kurutucuya verilir ve atomize doner baslig1 sicak hava ile temas eden su
buharlasirken, kapsiiller kurutulur. Sekil 4.1.’de piiskiirtmeli kurutucu sistemi

gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Piiskiirtmeli kurutma sistemi (Zuidam ve Shimoni, 2010).

Elde edilen kapsiillerin boyutu 10 -100 mikrometre araligindadir. Bu yontemin
dezavantajlari ise kullanilan suda ¢oziinebilir kaplama malzemesi gesitliliginin kisith
olmasi, ayrica 1siya duyarli biyoaktif maddelerin yiiksek sicaklikta kolaylikla

bozulmasina sebep olmasidir (Fang ve Bhandar, 2010).

Piiskiirtmeli kurutma kaplanacak aktif maddeyi igeren ¢ozelti veya dispersiyonun
atomizasyon prosesi ile sicak-soguk hava akisi ile temas eden damlaciklarin
kurutulmas: temeline dayanir. Elde edilen pargaciklar genellikle kiiresel olup
topolojisi kullanilan polimere baglidir. Molekiiliin tutulmas1 ve salim profilleri
polimerin uzunlugu ve tipi modifiye edilerek optimize edilebilir (Gonnet ve dig,

2010).

Her nekadar piiskiirtmeli kurutma ydnteminin 1siya duyarli biyoaktif maddeler i¢in
(yaglar v.s.) uygun olmadigini belirten caligmalar olsa da kurutucudaki temas
sliresinin kisa olmast bu etkiyi minimuma indirmektedir (Vidhyalashmi ve dig,
2009).

Atomize edilen damlaciklarin boyutu sivinin yiizey gerilimine ve viskozitesine,
enjektordeki basing diismesine ve piiskiirtmenin hizina baghdir. Tasiyic1 olarak
kullanilan malzeme, aktif materyali koruyabilmeli, suda ¢oziiniirliigii yiiksek olmali,
molekiiler agirlik, camsi gecis, kristalinite, difiizyon giicli, iyi film olusturma
kapasitesi, iyi emiilsiyon olusturma ozelligi, diisiik maliyetli olmalidir (Zuidam ve

Shimoni, 2010).
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4.2.2 Koaservasyon

Koaservasyon metodu bir veya daha fazla hidrokolloidin baglangi¢ ¢ozeltisinden faz
ayrimi ve yeni olusan koazervat fazin aktif ingrediyen etrafinda ayni reaksiyon
ortaminda siispanse veya emiilsifiye olmasidir. Bu yontemde basit¢ce sadece bir
kolloid (jelatin gibi) madde kullanilabilecegi gibi daha kompleks proseslerde jelatin
ve gam akasya (arabik) kombinasyonu da kullanilabilir (Fang ve Bhandar, 2010).
Gam arabik yerine karboksimetil seliiloz, pektin, karagenan, aljinat veya polifospat
gibi negatif yiiklii molekiiller, jelatin yerine ise siit proteinleri kullanilabilir (Zuidam
ve Shimoni, 2010). Koaservasyon pahali bir enkapsiilasyon yoOntemi olsa da
polifenoller gibi dayaniksiz fakat yiliksek degerli biyoaktif maddelerin
enkapsiilasyonunda kullanilabilmektedir (Fang ve Bhandar, 201). Koaservasyon
genellikle aroma yaglarinin enkapsiilasyonunda kullanilirken, balik yagi, vitaminler,
koruyucular ve enzimler i¢in de kullanigli bir metottur. Bu yOntemin diger
enkapsiilasyon = metotlarina gore avantajli  yOnlerinin  olmasinin  yaninda
ticarilestirilmesinin pahali olmasi, karmasik bir proses olmast ve ikincil kabuki
materyali olarak pek c¢ok iilkenin yasal diizenlemesinde kullanimi kisithh olan

gluteraldehit kullanimi1 gerektirmesi gibi bazi problemler vardir (Gouin, 2004).

Basit koaservasyonda sadece tek tip polimer kullanilirken kompleks koaservasyonda
iki veya zit yiikli birden fazla polimer kullanilir. Koaservasyon polimerlerin
¢coziinlirliiglini etkileyen 1s1, tuz ilavesi veya zit yilikli polimerler kullanimi gibi
cevresel faktorler araciligiyla baslatilmaktadir (Gonnet ve dig, 2010). Kompleks
koaservasyon cesitli oranda jelatin ve gam arabik i¢eren yag/su emiilsiyonu ve herbir
polimerin % 2-4’i karisir durumdaki kapta > 35°C’de pH’in 7°den 4’e ayarlanmasi
ile su fazinda ¢6ziiniir duruma gelmesi ile elde edilir. Boylece birbiriyle karigmayan
ti¢ fazli (yagh faz, polimerce zengin faz ve polimerce fakir faz) bir sistem elde edilir.
Kompleks koaservasyon pH ayarlanmasina alternatif olarak yagin jelatin ¢cozeltisinde
emiilsifiye edilmesi ve karisima gam arabik eklenmesinin ardindan suyla seyreltme
seklinde dillisyon (seyreltme) yoOntemiyle de yapilabilmektedir. Sicakligin
diistiriilmesiyle jelatin katilagarak kabuk olusturur. Polimer konsantrasyonu, pH,
sistemin tlirbiilans1, emiilsiyon biiyiikligii, iyonik giic ve sicaklik koaservasyon
hazirlik prosesini etkileyen faktorlerdir. (Zuidam ve Shimoni, 2010). Bu yontemin
enkapsiilasyon etkinligi % 60 ve kaplanan kapsiillerin boyutu 30 — 100 nm
araligindadir (Acosta, 2009).
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4.2.3 Emiilsiyon olusturma

Emiilsiyon kinetik olarak stabil ve birbiriyle karismayan iki fazin (yag ve su),
stvilardan birinin digeri iginde ¢ok kiiciik damlaciklar halinde dagitilmas: ile elde

edilir.

Yiiksek hizli karigtirict ve homojenizatér emiilsiyon olusturmada kullanilan
cihazlardir. Suda ¢6ziiniir ingrediyenler su/yag emiilsiyonlar1 veya su/yag/su gibi ¢ift
emiilsiyonlar ile enkapsiile edilebilir. Yag/su emiilsiyonlar1 sulu fazin hacmini ve
boylece sudaki tat molekiillerinin konsantrasyonunu degistirerek tadi etkilemektedir.
Likopen, beta karoten, steroller ve yagda ¢oziinen vitaminler yag/su emiilsiyonlari
olusturularak veya piiskiirtmeli kurutma, dondurarak kurutma yoOntemleri ile
kurutularak toz formda gidalara katilabilmektedir. Ayrica emiilsiyon olusturma
ekstriizyon ve koazervasyon gibi diger enkapsiilasyon yontemlerinin bir pargasi

olarak da karsimiza ¢ikmaktadir (Zuidam ve Shimoni, 2010).

Elde edilen damlaciklarin ¢ap1 genellikle 0,1 - 100um arahigindadir. Yag
damlaciklarinin sulu fazda dagitildigi sistemler suda yag (yag/su) emiilsiyon, su
damlaciklarinin yag fazinda dagitildig sistemler ise yagda su (su/yag) emiilsiyonu
olarak adlandirilmaktadir. Bunlarin yani sira ¢ok katmanli emiilsiyonlarda elde
etmek mimkiindiir. Ayrica emiilsiyonlarin stabilitesini arttirmak i¢in bazi

emiilgatorler de kullanilabilir. (Fang ve Bhandar, 2010).

Baslangic damlacik konsantrasyonu ve biiyiliklik dagilimi damlaciklar1 stabilize
etmede kullanilan emiilgatére baglidir. Emiilgator secimi, yiik, kalinlik, reoloji ve
cevresel tepkiler (pH, iyonik giig, sicaklik, enzim aktivitesi v.s.) arayiiz 6zelliklerini
kontrol etmek acisindan 6nemlidir. Klasik emiilsiyonlarin damlacik ¢apr 100 nm —
100pm araligindayken, nanoemiilsiyonlar 10 nm — 100 nm araliginda degismektedir.
Nanoemiilsiyonlar klasik olanlara gore daha stabil ve goriiniis olarak transparan-
berrak ve aktif maddeyi salim hizlar1 daha yiiksekken ylizey alanlari daha genis
oldugu icin kimyasal reaksiyonlara girme hiz1 yiisektir. Bu nedenle
nanoemiilsiyonlarin  biyoyararliliklarinin  daha  yiiksek oldugu belirtilmistir

(McClements ve Li, 2010).
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4.2.4 Dondurarak kurutma

Dondurarak kurutma ayni zamanda liyofilizasyon olarak da bilinen 1stya duyarl
bilesenlerin ve aromlarin dehidrasyonunda kullanilan bir metottur. Numune -90 ile -
40°C’ye dondurulur ve diisiik basing ile diisiik sicaklik altindan siiblimlesme yoluyla
kurutulur. Bu yontemde aktif bilesen ve tasiyici malzeme suda ¢oziiniir ve porlu
yapida dondurarak kurutulmus iiriinler elde edilir. Dondurarak kurutmanin
dezavantajlart yiiksek enerji kullanimi ve uzun iglem siiresi gerektirmesi, goreceli
olarak pahali bir yontem olmasi (piiskiirtmeli kurutmadan 30-50 kat pahali) ve agik
delikli yapida kapsiiller elde edilmesi sebebiyle iyi bariyer 6zellikleri tasimamasidir
(Zuidam ve Shimoni, 2010). Ancak suda ¢oziinen bilesenler, dogal aromalar ve
ilaclarin enkapsiilasonu i¢in basit bir teknik olmasi ve 1siya duyarli biyoaktif

maddeler i¢in avantajli olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (Fang ve Bhandar,

2010).

4.2.5 Damlatma (iyonik jelasyon) metodu

Damlatma veya iyonik jelasyon metodu pratik ve ekonomik bir yontem olup ¢ok
miktarda {iriin iiretimine elverisli olmadig1 i¢in daha ¢ok laboratuar uygulamalarinda
tercih edilmektedir. Bu metotta, polimer ¢ozeltisi ile aktif madde homojenize
edilerek siringa vasitasiyla kiiresel jel partikiilleri elde etmek amaciyla dagitict faza

(CaCl, gibi) damlatilir.

Damlatma metodu kalsiyum - aljinat taneciklerinin elde edilmesinde kullanilan
metot olup, capraz baglanma CaCl, molekiiliindeki kalsiyum ile sodium aljinat
molekiiliindeki sodyumun baglanmas1 prensibine dayanir. Sekil 4.2.’te kalsiyum ve

sodyum iyonlar1 arasindaki ¢apraz baglanma mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 4.2: Jelasyon/kalsiyum-aljinat ¢apraz baglanma mekanizmasi (Shi ve dig,
2011).

Biyopolimer ¢dzeltisinin baska bir ¢ozeltiye damlatilarak jelasyon olusumu gozlenir.
Aljinatin yani sira pektin ¢ozeltisinin kalsiyum c¢ozeltisine damlatilmast (iyonik
jelasyon), kitosan ¢ozeltisinin tripolifosfat ¢ozeltisine damlatilmasi (iyonik jelasyon),
peynir altt suyu proteininin sicak siviya damlatilmasi (sicak jelasyon) veya jelatin
¢ozeltisinin soguk siviya damlatilmast (soguk jelasyon) ile de mikrotanecikler elde
edilebilmektedir (Matalanis ve dig, 2011). Damlatma sistemine ait gorsel Sekil 4.3’te
belirtilmistir.

Droplets & [ !
Alginate [.*
.

Sekil 4.3: Damlatma sistemi (McClements ve Li, 2010.).

Bu yontem lab 6lcekte liretiminin ¢ok kolay olmasi, hidrofilik veya hidrofobik, 1s1ya
duyarli, akigkan veya viskoz, kat1 veya sivi hemen hemen tiim ingrediyenlerin bu
metotla enkapsiile edilebilmesi gibi olumlu &zelliklerinden dolayr siklikla tercih
edilmektedir. Bu avantajlarinin yaninda kii¢iik miktarda kapsiil elde edilmesi ne
kadar kolay olsa da prosesin biiyiitiilmesi ¢ok zor ve maliyetlidir. Ayrica elde edilen

kapsiiller ¢ok gozenekli oldugundan aljinat matriksinden suyun veya bagka bir
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stvinin giris ¢ikisi yoluyla diflizyonuna ¢ok miisaittir (Gouin, 2004). Negatif yiiklii
aljinat ile zit yiiklii kitosan yar1 gegirgen bir membran olusturarak kapsiil yiizeyinin
daha diizgiin ve suda ¢oziiniir molekiilleri daha az geciren bir yap1 olusturmaktadir
(Nualkaekul ve dig, 2012). Son yillarda gelistirilen siringa — ekstriizyon sistemi
(hava jeti, elektriksel, potansiyel ve titresimli iiniteler ile aljinat akisini saglayan) gibi
baz1 teknolojiler sayesinde yiiksek miktarda aljinat tanecikleri iiretilerek enkapsiile
gida ingrediyeni iceren aljinat taneciklerin ticarilestirilmesinin miimkiin olabilecegi

belirtilmistir (Gouin, 2004).

Kalsiyum-aljinat taneciklerinin iiretilmesinde tercih edilen aljinat konsantrasyonu %
0,6 — 3 araligindayken kalsiyum kloriir ¢ozeltisi 0,05 — 1,5 M olarak
kullanilmaktadir. Uretilen kapsiillerin biiyiikliigii siringa ¢apina, titresim sistemine,
aljinat ¢Ozeltisinin viskozitesine ve kalsiyum kloriir ¢ozeltisi ile siringa arasindaki

mesafeye baghdir. (Nualkaekul ve dig, 2012).

Sistemde bulunan kalsiyum miktarina bagli olarak zincirler (baglar) arasindaki iligki
kalict veya gegici olabilir. Kalsiyum miktar1 diisiik oldugunda baglanma gegici
olurken yiiksek viskozitede tiksotropik (akiskanligi hiza bagl artan) ¢ozeltiler elde
edilmektedir. Daha yiiksek kalsiyum seviyelerinde aglarin kalict olmasi nedeniyle
cokelme veya jelasyon olusumu gozlenmektedir. Kimyasal yapi, molekiiler
blytikliik, jel olusturma kinetigi ve katyon gozeneklilik, sisme davranisi, stabilite,
biyobozunurluk, jel olusturma kapasitesi ve biyouyumluluk gibi fonksiyonel

ozellikler tizerinde 6nemli derecede etkilidir (George ve Abraham, 2006).

Aljinatin iyonik jelasyonda tek basina kullanimi ile gézenekli, acik kafes yapisinda
tanecikler elde edildiginden, diisiik molekiil agirlikli ve suda ¢oziinebilen ilaglarin
enkapsiilasyonunda diisiik tutulma kapasitesine sebep olmaktadir (Wong ve dig,
2002). Bu taneciklerin kitosan gibi baska polimerlerle kaplanmasi raf dmrii boyunca
stabilitelerinin ve biyolojik sivilarda yar1 Omiirlerinin iyilestirilmesinde rol
oynamistir. Katyonik kitosan molekiiliindeki amin gruplar ile anyonik aljinat
molekiiliindeki karboksil gruplar1 arasindaki etkilesim ile iyonik jelasyon araciligiyla
aljinat-kitosan kompleksleri olusturulabilmektedir (Gazori ve dig, 2009). Bu
kompleks kapsiil i¢indeki aktif maddeyi koruyup salimimi kisitlayarak aljinat veya

kitosanin tek basma kullanildigi sistemlere kiyasla ¢ok daha etkili olmaktadir.
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Aljinat-kitosan kapli tanecikler ilaglarin, oligoniikleotidlerin, proteinlerin ve

hiicrelerin enkapsiilasyonunda kullanilmistir (Gazori ve dig, 2009).

4.3 Enkapsiilasyonda Kullamlan Kaplama Materyalleri

Tastyici sistemin sahip olmasit gereken 6zellikler soyle siralanabilir;

e Istenilen miktardaki fonksiyonel ajani etkili bir sekilde enkapsiile edebilmeli
ve onu hapsedebilmelidir.

e Fonksiyonel ajami1 aktif halde kalabilmesi i¢in kimyasal bozulmalardan
korumalidir.

e Fonksiyonel ajanin salinimini kontrol edebilmelidir.

e Onu cevreleyen gida veya icecek matriksi ile uyumlu olmali, {riiniin
goriinilisiinde, reolojisinde, tadinda ve raf dmriinde olumsuz bir etkiye neden
olmamalidir.

e Uretim, depolama, tasima ve isleme boyunca meydana gelebilecek gevresel
etkilere kars1 direncli olabilmelidir.

e Genel olarak giivenli olarak kabul edilen (GRAS) statiisiindeki ingrediyenler
ile diisiik maliyetli proses uygulamalar1 kullanilarak hazirlanmalidir.

e Enkapsiile materyalin biyoyararhilifina ters bir etki gostermemelidir

(McClements, 2009).

4.3.1 Aljinat

Aljinat enkapsiilasyon uygulamalarinda en ¢ok kullanilan polisakkaritlerden biri olup
Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum ve Macrocystis pyrifera gibi
kahverengi yosunlardan elde edilir. Ticari aljinatlar cogunlukla Mg, Sr**, Ba®* ve
Na® katyonlarmin tuzlari seklinde bulunmaktadir (George and Abraham, 2006).
Sodyum aljinat, a-L-guluronik asit ve B-D-mannuronik asit iceren lineer dogal bir
polisakkarit olan ve suda ¢oziinebilen aljinik asit tuzudur (Wong ve dig, 2002).
varliginda jel ve jel kiirecikleri olusturdugu bilinmektedir (George ve Abraham,
2006; Gong ve dig, 2011; Wong ve dig, 2002). Sekil 4.4’te aljinat molekiiliiniin

kimyasal yapist gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Aljinatin yapis1 (Vos ve dig, 2010).

Aljinatin fiziksel Ozellikleri kompozisyonuna, molekiiler agirligmma ve zincir
uzunluguna baglh olarak degismektedir (George ve Abraham, 2006). Aljinat gida
sanayinde jel olusturma kapasitesinin yaninda kivam verici, emiilgator ve stabilizator
olarak da kullanilmaktadir. Ayrica FDA tarafindan GRAS (generally regarded as
safe) grubunda gosterilmistir. Guluronik asit ve mannuronik asit oran1 (G/M) tiirden
tiire degiskenlik gostermekte olup farkli mekanik stabilite saglamaktadir (Vos ve dig,
2010). G bloklar1 burusuk sekilde M-bloklar1 ise genis serit gibi bir sekle sahiptir. Iki
G- blok bolgesi yan yana siralandiginda kalsiyum iyonlarinin baglanabilecegi
boyutlarda ve yapida kristal sekilde bir delik meydana gelmektedir (George ve
Abraham, 2006).

Kalsiyum aljinat tanecikleri biyoaktif bilsenlerin, ilaglarin, proteinler, enzimleri v.s.
kontrollii salinimlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Aljinattaki gluronik asidin
sodyum iyonlar ile kalsiyum gibi ¢ift iyonlu bir katyonun yer degistirmesi sonucu
capraz baglanma ile “yumurta kutusu” yapisindaki kalsiyum aljinat kiirecikleri elde
edilmektedir. Bu aljinat matriksi diisiik pH’da stabil olup gastrik kosullara kismen
dayanikliyken ince bagirsak gibi yiiksek pH’li bir ortamda sisip dagilmaktadir
(Sang-Ho Yoo, 2006).

4.3.2 Kitosan

Kitosan dogal lineer katyonik bir polisakkarit olup kabuklu deniz canlilarinin
kabugundan, boceklerin kiitikiillerinden ve belirli fungilerin hiicre duvarinda bolca
bulunan kitinin deasetilasyonu ile elde edilmektedir. N-acetyl-D-glucosamine ve f-
(1,4)-linked D-glucosamine birimlerinin rastgele dagilmasiyla olusur (Luo ve dig,
2011).
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Kitosan, aljinatla birlikte biyouyumluluk, diisiik toksisite/toksik olmamasi ve
biyobozunurluk gibi 6zellikleri dolayisiyla gida uygulamalarinda ve ilag tasiyici
sistemlerde kullanilan en iyi kaplama malzemelerinden biridir (Abreu ve dig, 2008;
Lee ve dig, 2012). N-asetil-D-glikozamin ve D-glikozamin oranlari kitosanin
Ozelliklerinin, biyobozunurlugunun ve biyolojik roliiniiniin belirlenmesinde kullanilir
(George ve Abraham, 2006). Kitosan katyonik yapisi sayesinde kolesterol diisiiriicii
ve zayiflatic1 formiilasyonlarda yag baglayici olarak da kullanilmaktadir (George ve

Abraham, 2006).

Kitosan asidik pH’larda ¢o6ziinebilirken yiiksek pH’larda stabildir. pH’a duyarli
olarak sigsme/biiyiime mekanizmasi kitosanin diisiik pH kosullarinda amin gruplarinin
protonasyonunu icermektedir. Bu protonasyon zincir itme, proton difiizyonu ve karsit
yiikiin su ile birlikte jelin i¢ine niifuz etmesi ve ikincil yapinin bozulmasina neden

olmaktadir (George ve Abraham, 2006).

4.3.3 Karagenan

k-karagenanlar a-(1,3) ve B-(1,4) glikozidik baglariyla bagl tekrarli D-galaktoz ve
3,6-anhidrogalaktoz (3,6 AG) birimlerinden olusan hem siilfatlanmis hemde
stilfatlanmamis o-(1,3) ve B-(1,4) polisakkaritlerdir. Jellesme 06zelliginden dolay1
sicakliga, 1yonik giice ve biyopolimer konsantrasyonuna bagli olarak koil formdan
heliks forma gecebilir. Ayrica kazein miselleri ile kompleks olusturmasi gibi bazi siit
proteinleri ile interaksiyon yapma Ozelligi tasimaktadir (Perrechil ve dig, 2011).
Probiyotik hiicrelerin enkapsiile edilmesi i¢in 40 - 50°C’de hiicreler polimer
cozeltisine eklenir ve karisim oda sicakligina sogutularak jelasyon saglanir (Burgain

ve dig, 2011).

4.3.4 Pektin

Pektin bitki orijinli lineer polimerler olup a-(1-4)-bagli D-galakturonik asit ve 1,2-
bagli L-ramnoz birimlerinden olugmaktadir. Karboksil gruplarin (esterifiye) yiizdesi
pektinin esterifikasyon derecesini belirtir. Diisiik metoksilli pektinin esterifikasyon
derecesi %50’den az olup kalsiyum ile jel olusturabilmektedir (Sriamornsak, 1999).
Mide ve ince bagirsakta bozulmadigindan hedef taginim sistemlerinde kullanimi

uygundur. Suda ¢oziiniirliigli yiiksek oldugu icin modifiye olmadan uygulanmasi
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kisitlidir. Bu nedenle ¢ogunlukla katyonlarla veya kitosan gibi polimerlerle kombine

edilerek daha yavas degrade olmasi saglanir (Vos ve dig, 2010).

4.3.5 Nisasta

Nisasta diisiik maliyeti, kullanim kolayligi, biyobozunur ve biyouyumlu bir malzeme
olusu ve genis uygulama alani ile pek c¢ok biyoaktif maddenin taginmasi igin
kullanilan ¢ok sayida glikoz molekiiliiniin glikozidik baglarla bir araya gelmesiyle
olusan bir polisakkarittir. Amiloz ve amilopektinden olusur. Amiloz o-(1-4)
baglariyla bagl D-glikopiranozdan olusan lineer bir molekiil olup pankreatik amilaz
enzimine direngli fakat kolondaki enzimler ile parcalanabilmektedir (Vos ve dig,
2010). Amilopektin ise 1-4 glikozidik bag ve 1-6 glikozidik baglarla baglanan dalli
glikoz molekiiliidiir. Dogal nigsasta biyoaktif bilesenlerin ¢ok hizli salimma yol
actigindan dolay1 kontrollii salim1 i¢in uygun bir tasiyict olmasa da modifiye nisasta
bu amag¢ icin kullanilabilmektedir (Wang ve dig, 2011). Nisasta eterifikasyon,
esterifikasyon veya asidifikasyon gibi islemlerle modifiye edilerek direngli hale
getirilebilmektedir (Vos ve dig, 2010).

Direngli nisasta pankreatik enzimler ile ince bagirsakta par¢alanamayan dolayisiyla
sindirilemeyen nisastadir. Direngli nisasta kolona ulasarak burada fermente olur.
(Burgain ve dig, 2011). Probiyotiklerin kolona ulagmasini hedefleyen tasiyici
sistemlerde kullanildig: belirtilmistir (Vos ve dig, 2010). Ayrica uygun modifikasyon
ile kolon kanserinin Onlenmesinde, kolesterolii diistirmede ve kalp-damar
hastaliklarin1 azaltmada etkili olabilmektedir (Wang ve dig, 2011). Nisasta tiirevleri
biyoaktif bilesenlerin kontrollii salim1 amaciyla kullaniliyorsa, {ist sindirim yolunda
sindirilmeyen (asit ve enzim degredasyonuna direngli) fakat kolonda fermente olacak

sekilde tasarlanmalidir (Wang ve dig, 2011).

4.3.6 Gamlar

Enkapsiilasyonda kullanilan kaplama materyalleri guar gam, gellan gam, akasya
gami, jelatin gibi gam ¢esitleri de olabilir. Jelatin amfoterik yapida bir protein gami
olup gellan gam gibi anyonik polisakkaritler ile birlikte calismaktadir. pH izoelektrik
noktanin altinda oldugunda jelatinin net yiikii pozitif olarak negatif yiiklii gellan gam

ile giliglii interaksiyon olusturur (Burgain ve dig, 2011). Jelatin hem asidik hem de
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bazik peptitlerin enkapsiilasyonunda, koazervasyon veya emdiilsiyon metotlarinda

kullanilabilmektedir (Yadav ve dig, 2010).
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5. MATERYAL VE METOTLAR

5.1 Materyaller & Kimyasallar

Bu ¢aligmada kullanilan sodyum aljinat tozu (ALGOGEL 3001) Cargill’den, sodyum
kloriir (NaCl), sitrik asit monohidrat (C¢HgO7.H20), amonyum siilfat ((NHg)2SO,),
sodyum nitrat (NaNO,), asetik asit glacial %100 (CH3COOH), metanol (CH30OH) ve
Folin Ciocalteu’s phenol reagent Merck KGa’dan, kalsiyum kloriir (CaCly), sodyum
hidroksit (NaOH), AICl3.6H,0 ve hidroklorik asit %37 (HCI) Riedel-de Haen
AG’den, potasyum kloriir (KCl) Carlo Erba Reagenti SPA’dan, sodyum karbonat
(Na,CO0s3), etanol absolut (C,HgO), kitosan (50494-100G-F), gallik asit, trolox ve
DPPH standartlar1 ise Sigma-Aldrich & Fluka’dan temin edilmistir.

5.2 Ekipmanlar

Bu ¢alismada manyetik karistirict (IKA GmbH D-794), hassas terazi (Denver
Instruments), derin dondurucu (Nuaire Glacier -86C Ultralow temperature freezer
NU-9483E), sogutmali santrifiij (Sigma 2-16PK), calkalamali su banyosu (New
Brunswick Scientific Co, Inc Classic Series, Edison, NJ,USA), UV-Spektrofotometre
(UV-1700 PharmaSpec UV-visible spectrophotometer Shimadzu), optik mikroskop
(Zeiss, West Germany), mikroskop kamerasi1 (Leica dfc320), renk olcer (Chroma
meter CR-400, Konica Minolta Sensing, INC, Japan), pH metre (Hanna Instruments,
pH211 Microprocessor pH Meter), etiiv (Memmert), blender (IKA), doner
buharlastirici (Buchi Rotavapor RII, Switzerland) kullanilmistir.

5.3 Kara Dut Numunesinin Hazirlanmasi

Lokal marketten temin edilen 10 kilo kara dut siv1 azot yardimiyla donuk haldeyken
ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen numuneler 50ml’lik falkon tiiplere almarak ekstraksiyon

islemine kadar -80°C’de depolanmustir.
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5.4 Dut numunesi Icin Renk, pH, Toplam Kuru Agirhk Olciimleri

Ogiitiilmiis taze karadutun pH’1 pH metre ile, toplam kuru agirhign ise 70°C’lik

etlivde 5 saatin ardindan agirlik¢a degisime bakilarak belirlenmistir.

Dut meyvesi i¢in renk Ol¢iimii beyaz porselen referans levhasi ile kalibre edilmis
renk Ol¢limii cihazi kullanilarak L*, a*, b* degerlerinin belirlenmesi igin yapilmustir.
L* degeri parlaklik (siyah i¢in L* = 0 ve beyaz i¢in L* = 100), a* degeri -60
(yesil)’tan 60 (kirmizi)’a ve b* degeri -60 (mavi)’tan 60 (sar1)’ya degisen renk

skalasini temsil etmektedir. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

5.5 Kara Dut Antosiyaninlerinin Ekstraksiyonu

Dut antosiyaninlerinin ektraksiyonu i¢in Wu ve ark. (2011)’nin kullandig: iki sivi
fazli ekstraksiyon metodu kullanilmistir. Bu amagcla bir beher i¢inde 20g amonyum
stilfat tartilarak 40g saf suda ¢oziildii. Amonyum siilfat ¢ozeltisine 10g Ogiitiilmiis
karadut eklenerek karistirildi. Elde edilen bu karisimin {izerine 30g etanol damla
damla ilave edilerek 15 dakika karistirildi. Ekstraksiyonun maksimum verimle
gerceklestirilmesi icin sistemin pH’1 1N sitrik asit ile 4.5’e ayarlanarak 35°C’de su
banyosunda 100 rpm’de 30 dk bekletildi. Su banyosundan alinan ekstraktlar falkon
tiiplere konularak 4000rpm’de 5dk santrifiijlendi. Santrifiijlenmis karigim 3 faza
ayrilmis olarak gozlenir: Ustteki faz antosiyanin ekstraktini iceren etanollii fazi,
alttaki faz seker iceren sulu fazi ve aradaki faz ise dut kalintilarinin bulundugu kati
fazi olusturmaktadir. Fazlarin hacimsel oranlar1 denklem 5.1°de kullanilarak

hesaplanmustir.
R=V; IV, (5.1)
V71 ve Vg sirastyla iist ve alt fazin hacimleridir.

Etanollii faz bir behere alinarak 1 gece boyunca +4°C’de bekletildi. Ertesi giin 2
hacim daha etanol eklenip santrifiijlenerek tuzlarin tamamen ¢okelmesi saglanmistir.
Etanollii ekstrakt darasi alinmig balon igine aktarilarak doner buharlastiricida

50°C’de etanol tamamen uguncaya kadar bekletilmistir.
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5.5.1 Toplam fenolik madde analizi

Dut antosiyaninlerinin toplam fenolik madde miktarini belirlemek i¢in Folin-
Ciocalteu spektrofotometrik yontemi uygulanmistir. Bu amagla, 100 pL Ornege
sirastyla 750 pL 0,2 N Folin reaktifi ve 750 uL % 6’lik Na,COs ilave edilmistir.
Numuneler karanlik ortamda 1,5 saatlik inkiibasyonun ardindan 725 nm’de UV-
spektrofotometre ile absorbanslari 6l¢iilmiistiir (Velioglu, 1998). Gallik asit standart
olarak kullanilmig olup on noktal1 (0,001 — 0,1 mg/mL) kalibrasyon egrisi
kullanilarak numunenin toplam fenolik madde miktar1 ii¢ tekrarli olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar miligram gallik asit ekuvalenti (GAE)/100 ¢

numune olarak ifade edilmistir.

5.5.2 % Radikal yakalama aktivitesi — DPPH metodu

100 pl antosiyanin ekstraktt 2 ml 0.1 mM DPPH (metanol i¢inde) ¢ozeltisine ilave
edilmistir. Numuneler oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dakika bekletilerek
517 nm’deki absorbans, sifirlama i¢in metanol kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Sonuglar mg
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity-Troloks Esdegeri Antioksidan
Kapasitesi) / 100 g numune olarak ifade edilmistir (Rai ve dig., 2006).

5.5.3 Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesi

1 ml 6rnek 0,3 ml %5’°lik NaNO; ile karistirilmistir. 5 dakika sonra 0,3 ml %10’luk
AICI; eklenir ve homojenize edilmistir. Karigimi nétralize etmek amaciyla 6 dakika
sonra 2 ml 1M NaOH ilave edilir ve 510 nm’de absorbanslar1 okundu. Sonuglar mg

kuarsetin / 100 g numune cinsinden ifade edimistir (Martos ve dig., 2011).

5.5.4 Toplam antosiyanin analizi — pH diferansiyel metodu

Dut antosiyaninlerinin toplam antosiyanin miktar1 pH diferansiyel metodu ile
belirlenmistir. Bu amagla 0,025 M potasyum kloriir ve 0,4M sodyum asetat tampon
cozeltileri hazirlanarak numuneler bu tamponlar ile seyreltilmistir. KCI tamponu pH
1 ve CH3;COONa *3 H,0 tamponu pH 4,5 olarak %37’lik HCl ile ayarlanmigtir (Kar
ve dig, 2011). Seyreltilen numuneler karanlik ortamda 15 dk bekletildikten sonra

absorbanslar1 520 nm ve 700 nm’de UV spektrofotometre ile belirlenir. Sonuglar mg
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siyanidin-3-glukozit es degeri /100 g numune cinsinden denklem 5.2°de kullanilarak

ifade edilmistir.
_ (5.2)

A absorbans ( Apri.0-Apras), MW molekiiler agirlik (449,2 g/mol Cy-3-gly),
DF seyreltme faktorii ve € sonliim katsayisi (¢ = 29.900)’n1 belirtmektedir.

5.6 Tepki Yiizeyi Metodu I¢in Deneme Deseninin (Deneysel Tasarimin)

Olusturulmasi

Bu caligmada dut antosiyaninlerinin kitosan kapli aljinat taneciklerinde enkapsiile
edilecegi optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla Tepki Yiizey Metodu (RSM)
kullanilmistir. Bu amagla, 3 faktér ve 3 seviyeli ylizey merkezli (face centered)
deneme deseni Minitab 13.20 programi kullanilarak hazirlanmistir. Literatiirdeki
RSM degiskenleri g6z Oniine alindiginda CaCl, konsantrasyonu, emiilgator
konsantrasyonu, kaplama malzemesi/aktif bilesen orani, kapsiil sertlesmesi ig¢in
gerekli siire, kaplama malzemesinin konsantrasyonu ve karistirma hizi gibi pek ¢ok
degiskenin enkapsiilasyon verimi, mide ve bagirsak ortamindaki in vitro salimlari,
zeta potansiyelleri, pargacik biiyiikliikleri gibi bagimli degiskenlere gore dizayn
edildigi tespit edilmistir (Lee ve dig, 2008; Motwani ve dig, 2008; Potumarthi ve dig,
2008; Yoo ve dig, 2006).

Enkapsiilasyon yonteminin en énemli faktorleri, enkapsiile edilmek istenen bilesenin
ne kadarmin kapsiil i¢ine hapsedildigi ve mide-bagirsak kosullarinda ne kadarinin
salindigidir. Eger enkapsiilasyon verimi diisiikse hem aktif madde kayb1 (ekonomik
kayiplar) hem de zaman kaybi1 s6z konusu olacagindan segilen yontemin veya
parametrelerin basarili olmadig1 kararina varilabilir. Bunun yaninda, aktif maddenin
mide ortaminin zorlu asidik kosullarindan etkilenmeden ince bagirsaga ulagmasi ve
buradan emilerek biyoulasabilirligi/ biyoyararliligi yiiksek {irlinler elde edilmesi
istenmektedir. Belirtilen kosullar goz Oniine alinarak antosiyanin ekstraktinin
yiizdesi, jellesme ortamindaki kitosan miktar1 ve karistirma (sertlesme) siiresi
bagimsiz degiskenler olarak secilirken; enkapsiilasyon etkinligi, kapsiillerin uzunluk
orani, kiireselligi ve mide ortamindaki in vitro salimi bagimh degiskenler olarak
belirlenmistir. In vitro salim sadece mide ortami ig¢in denenmis olup, bagirsak

ortamindaki yiiksek pH antosiyaninlerin bozulmasina neden oldugu igin bagimli
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degisken olarak se¢ilmemistir. Deneme deseni bagimsiz degiskenler i¢in belirlenen

araliklar agik ve kapali olarak Cizelge 5.1°de gosterilmistir.

Cizelge 5.1: RSM deneme deseni degiskenleri.

Faktor Faktor seviyeleri
-1 0 1
% Ekstrakt (x1) 1 3 5
% Kitosan (x2) 0,1 0,3 0,5
Siire dk (x3) 15 30 45

Ikinci dereceden polinom esitligi belirtilen faktdrlerin (bagimli degiskenlerin)
tahminlenmesi (AR, SF, %EE ve %SGF) amaciyla bagimsiz degiskenlerin
fonksiyonu olarak denklem 5.3. ile hesaplanmustir

(5.3)

Bu esitlikte x; ekstrakt konsantrasyonunu, X, kitosan konsantrasyonunu ve X3 siireyi
temsil etmektedir. Ayrica ag sabit bir sayi, , a;, ai Ve ajj sirastyla lineer, kuadratik ve

interaktif katsayilar1 gostermektedir.

5.6.1 Aljinat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Aljinat ¢ozeltisi son ¢ozeltideki aljinat oran1 20 g/L olacak sekilde gerekli miktarda
toz aljinat distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Aljinat tamamen ¢6ziindiikten sonra
IN sitrik asit c¢ozeltisi ile aljinat ¢ozeltisinin pH’1 4,5 olarak ayarlanmistir.
Hazirlanan ¢ozelti karistirma esnasinda olusan hava baloncuklarinin giderilmesi

amaciyla kullanimindan 24 saat 6nce +4°C’de bekletilmistir.

5.6.2 Jellesme ortaminin hazirlanmasi

Jellesme ortami farkli konsantrasyonlarda kitosan igceren 20 g/ CaCl, ¢ozeltisi
icermektedir. Jellesme ¢ozeltisinin asitligi 1 N NaOH kullanilarak pH 4.5 olacak

sekilde ayarlanmistir.
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5.6.2.1 Kitosan cozeltisinin hazirlanmasi

Kitosan yiizdesi RSM yapilarak 1 g/L, 3 g/L ve 5 g/L olarak belirlendi. Kitosan
asidik ortamda ¢oziinebilen bir biyopolimer oldugundan kitosan ¢6zeltisi sulu 10 g/L

asetik asit (glasiyal) i¢inde hazirlandi.

5.6.2.2 CaCl, ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Jellesme ortaminda kullanilan CaCl, ¢ozeltisi belirli miktarda kalsiyum kloriir 2-
hidrat (CaCl,.2H,0)’in  kitosan ¢oOzeltisi iginde ¢Oziinmesi sonucu CaCl,

konsantrasyonu 20 g/L olacak sekilde hazirlandi.

5.6.3 Kitosan kaph aljinat taneciklerinin iiretilmesi

Karaduttan elde edilen antosiyanin ekstrakti Tepki Yiizeyi Metodu'nda belirlenen
konsantrasyonlarda alinarak sodyum aljinat ¢Ozeltisine ilave edilmistir.
Ekstrakt/aljinat oran1 1/9 olacak sekilde alinarak 30 dk karistirildi. Antosiyanin
ekstraktli aljinath karisim bir siringa yardimiyla alinarak kitosanli CaCl; ¢6zeltisine
damlatildi. Damlatma ¢6zeltisinin jellesme ortamina oran1 1/10 olarak belirlenmistir.
Belirli siire jellesme ortaminda sertlestirilen kapsiiller saf su ile yikanarak oda

kosullarinda kurumaya birakildi.

5.6.4 Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi

Enkapsitilasyon etkinliginin belirlenmesinde Santos ve ark. (2011)’de Jabuticaba
meyvesi antosiyaninleri enkapsiilasyonu i¢in kullanilan yontem kullanilmistir. Buna
gore jellesme ortaminda enkapsiile edilmeden kalan antosiyaninlerin miktart UV-
spektrofotometre dut antosiyaninlerinin verdigi maksimum absorbansta (520nm)
okuma yapilarak belirlenmistir. CaCl, ortamindaki absorbans degeri, bilinen
miktarlarda antosiyanin ekstrakti c¢ozeltilerinin  520nm’de verdikleri absorbans
degerleri kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi araciligiyla hesaplanmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi denklem 5.4 kullanilarak belirlenmistir.

(5.4)
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Denklemde EE enkapsiilasyon etinligini, mty, toplam antosiyanin miktarimni (mg/L)

ve mye enkapsiile edilemeyen antosiyanin mikarini (mg/L) gostermektedir.

5.6.5 Kapsiillerin karakterizasyonu

Kapsiiller oda kosullarinda kurutulduktan sonra boyut ve sekil analizleri icin

hazirlanmistir.

5.6.5.1 Kapsiillerin boyut analizleri

Kapsiillerin boyutlarini belirlemek i¢in optik mikroskop (Zeiss, West Germany) ve
mikroskoba bagli dijital kamera (Leica dfc320) kullanilmistir. Tiim grubu temsilen
her gruptan en az 15 adet kapsiil rastgele secilerek minimum ve maksimum ¢aplari

Olclilmiistiir.

5.6.5.2 Kapsiillerin sekil analizleri

Kiiresellik faktorii

Kiiresellik elde edilen kapsiillerin yuvarlak sekile ne kadar yakin oldugunun bir
gostergesi olup, 1s1 ve kiitle transferinde 6nemli bir etken olarak gosterildigi icin
deneme deseninin degiskenlerinden biri olarak se¢ilmistir (Nussinovitch, 2010).
Kapsiillerin kiiresellik faktorii (sphericity factor - SF) igin kullanilan denklem

denklem 5.5’te gosterilmistir.
(5.5)

dmax maksimum ¢ap1 (MmM), dpinise dmax (mm)’a dik minimum ¢ap1 ifade etmektedir.

Uzunluk oram — Boy/En oram

Uzunluk veya boy/en orani (B/E), kapsiillerin maksimum ¢ap1 (boyu) ile minimum
capimin (genislik) orani olarak ifade edilir. Diizgilin kapsiiller (partikiiller) elde etmek
icin B/E orani1 1’e yakin olmalidir (Chan ve dig, 2009). Denklem 5.6’da boy/en orani

icin kullanilan denklem gosterilmistir
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i — (5.6)

Denklem 5.6’da dmax maksimum ¢apt (mm) Ve dmin: dmax (mm)’a dik minimum ¢api1

ifade etmektedir.

5.6.6 In vitro salim calismalarinin yapilmasi

Bu ¢alismada in vitro salim sadece mide kosullarinda gergeklestirilmistir. Bu amagla
enzim igermeyen mide ortamu taklit edilmek tizere 1g NaCl ve 3,5ml %37’lik HCl
500mL’ye saf su ile tamamlanmistir (Zhang ve Kosaraju, 2007). Kapsiiller mide
stvisina alinarak (pH 1.2) 37°C’de 50 rpm’de su banyosunda 2 saat bekletilmistir.
Mide ortamina salinan antosiyanin ekstraktinin miktar1 SGF sivinsin 520nm’de UV
spektrofotometre ile absorbansi dlciilerek hesaplanmistir. Belirli konsantrasyonlarda
antosiyanin ekstrakti iceren SGF sivilar1 hazirlanarak, kara dut antosiyaninlerinin
maksimum dalga boyunda (520nm) kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Santos ve dig.,
2011).

5.7 istatiksel analiz

Bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler iizerine etkisini belirlemede Varyans
Analizi (ANOVA) i¢in Tepki Yiizey Yonteminin 3 seviye ve 3 faktorlic merkezi
komposit deseni kullanilmistir. Degiskenler arasindaki iliskiyi gOsteren regresyon
denklemleri belirlenmistir. Deneysel tasarim ic¢in bagimsiz degiskenler enkapsiile
edilecek ekstrakt miktar1 (%), jellesme ortamindaki kitosan miktar1 (%) ve karistirma
siresi  (dk) olarak belirlenmistir.  Deneysel tasarimin  kurulmasi  ve

degerlendirilmesinde Minitab 13.20 paket programi kullanilmistir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1 Dut Numunesi I¢in Renk, pH ve Toplam Kuru Madde Agirhk Miktarlarinin
Belirlenmesi

Dut 6rneginin pH metre ile dlgiilen pH’ 4,5 — 4,6 olarak belirlenmistir. Farkli iklim
kosullarina sahip bolgeler géz Oniine alimiginda Tirkiye’de yetistirilen kara dut
meyvesinin pH araligi 3,31 — 3,80 olarak belirtilmistir (Ercisli ve Orhan, 2008).
Syanidin-3-0-glukozit ve siyanidin-3-O-rutinosit dutta en ¢ok bulunan antosiyaninler
olup, bu antosiyaninlerin pH 5’ten daha diisiik asitlikte kirmizi renklerini ve
stabilitelerini koruduklart belirtilmektedir (Wu ve dig., 2011). Antosiyaninler asidik
pH’ta stabil olduklarindan ve farkli pH’larda farkli formlarda ve renklerde
bulunduklarindan olciilen degerin literatiire uygun oldugu sdylenebilir. 70°C’de
etlivde ~5 saat kurutulan dut meyvesindeki nemin uzaklagtirilmasinin ardindan elde
edilen toplam kuru agirlik % 19,17 ve nem oram1 %80,83 olarak belirlenmistir.
Meyve ve sebzeler yiiksek oranda su iceren sahip besinler olup, nem oranlar1 % 80 —
95 arasindadir. Bu g¢alismada analizlenen kara dut numunesindeki ~%80’lik nem

orani da bu verileri destekler niteliktedir.

Taze dut numunesinin renk degerleri L* = 14,56+0,15, a* = 7,87+0,29, b* = -
11,75+0,22 ve C* = 14,24+0,25 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gére numunenin

koyu renkli, kirmizi-mavi veya mor bir renge sahip oldugu gozlemlenebilir.

Literatiirde karadut renk degerlerinin belirlendigi bir calismada L* degeri 14,4 — 27,9
araliginda, a* degeri 10,2 — 25,1 ve b* degeri 3,2 — 11,6 araliginda bulunmustur
(Ozgen ve dig., 2009). Baska bir ¢alismada dut suyu icin L*= 3,5+0,086, a*=
22,2240,52, b*=5,89+0,082, C*22,98+0,52 ve H=14,85+0,136 olarak belirlenmistir
(Ozen ve Akbulut, 2008). Dut ekstrakt1 icin renk Olgiitlerinin bakildig1 diger bir
calismada ise M.alba cinsine ait dutlardan mor renkli olanlar i¢in L*= 3,92+1,21,
a*=7.37+1,12 ve b*=2,12+0,65 iken mor-kirmizi renkliler i¢cin L*= 11,94+4,12, a*=
13,09£2,13, b*=3,09+0,79 olup kirmiz1 dutlar icin ise L*= 27,75+5,32, a*=
20,62+3,56, b*=9,28+2,87 olarak Sl¢iilmiistiir. Ercisli ve Orhan (2007) ise L= 78,4,
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a=-13,6 ve b=16,2 olarak belirtmislerdir. Bu veriler dut meyvesi i¢in renk

Olctitlerinin oldukc¢a degisken oldugunu gostermektedir.

6.2 Kara Dut Antosiyaninlerinin Ekstraksiyonu

Ekstrakte edilen dut numuneleri 4000rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek 2 siv1 faza
ayrilmasi saglanmistir. Hacimce iist fazin alt faza oram1 R=1,266+0,11 olarak
belirlenmistir. Dut antosiyaninlerinde iki siv1 fazli ekstraksiyon yonteminin se¢ilme
nedeni belirtilen yontemin etkili, yiiksek verimli olmas1 ve dut ekstraktindaki serbest
sekerleri ayirarak kisa siirede ve diisiik maliyetle yiiksek saflikta {irtinler elde

edilmesidir (Wu ve dig., 2011).

6.3 Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Dut numunesi ve antosiyanin ekstraktinin toplam fenolik madde miktarlar1 mg gallik
asit (GAE/100 g numune) cinsinden ifade edilmis olup sirasiyla 462,85+£35,35 mg
GAE/100g taze numune ve 3224,30+£745,67 mg GAE/100g ekstrakt olarak
bulunmustur. Numunelerin toplam fenolik madde miktarlarinin belirlenmesinde
Sekil 6.1°deki gallik asit standart kalibrasyon egrisi (0,001 — 0,1 mg/mL)

kullanilmistir.

Gallik Asit Standart Kalibrasyon Egrisi

0,8

0.7 y =7,2722x - 0,0022
= 016 / R%2=0,9994

£ 0’5 —o—Gallik asit

@ / standart

_Céﬁ 0,4 kalibrasyon egrisi
3 0.3 Dogrusal (Gallik
20,2

asit standart

< 0.1 / kalibrasyon
10 / egrisi)
0 0,05 0,1 0,15

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 6.1: Gallik asit standard1 kalibrasyon egrisi.

Lou ve dig. (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismada dut meyvesi i¢in toplam fenolik madde
miktar1 185 — 344 mg GAE/100 taze agirlik olarak belirtilmistir. Farkli zamanlarda
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hasat edilen karadut meyvesi i¢in en yiiksek 452 mg GAE/100g meyve ve en diisiik
95 mg GAE/100g olarak belirtilmistir (Pliszka ve dig, 2007). Baska bir ¢alismada
toplam fenolik miktar1 M.alba i¢in 181 mg GAE/100g taze meyve, M.nigra i¢in 1422
mg GAE/100g taze meyve ve M.rubra icin 1035 mg GAE/100g taze meyve olarak
Olgiilmiistir (Lou ve dig, 2012). Toplam fenolik madde miktarindaki bu
farkliliklarin; meyvenin hasat sirasindaki olgunluk derecesine, genetik farkliliklara,
meyve gelisimi sirasindaki ¢evresel kosullara bagli oldugu belirtilmistir (Lou ve dig,
2012). Bu calismada bulunan degerler belirtilen faktorler géz Oniine alindiginda

literatiirle uygunluk gostermektedir.

6.4 Antioksidan Kapasitesinin Hesaplanmasi

Numunelerin antioksidan kapasiteleri DPPH metodu ile Trolox esdegerligi cinsinden

ifade edilmis olup, Trolox standard kalibrasyon grafigi (0,01-0,2 mg/ml) Sekil 6.2’de

gosterilmistir.
Trolox Standardi Kalibrasyon Egrisi
1 y = 4,4846x + 0,0079
0,9 R2=0,9992

— 08 //
€ 07
S 0.6 / =0—Trolox standard1
2 O, 5 J/ kalibrasyon grafigi
@© J /
2 04 y
2 03 — Dogrusal (Trolox
o 0'2 standardi kalibrasyon
< 0’1 grafigi)

0

0 0,1 0,2 0,3

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 6.2: Trolox standard1 kalibrasyon egrisi.

Dut numunesi i¢in elde edilen toplam antioksidan kapasitesi 1393,14+40,6 mg
Trolox/100g numune ve duttan elde edilen antosiyanin ekstraktt icin ise
15165,23+117,99 mg Trolox/100g numune olarak bulunmustur. Lou ve dig.
(2012)’nin dut meyvesinin farkli gelisim siire¢leri i¢in yaptiklar1 ¢alismada DPPH
analizi sonucu radikal yakalama kapasitesi 950-1800 umol Trolox/100g numune

olarak bulunmustur. Farkli iklim ve ¢evre kosullari, meyvenin olgunlagsma derecesi
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ve genetik farkliliklar fenolik madde miktarini etkiledigi gibi antioksidan kapasiteyi
de etkilemektedir (Ercisli ve Orhan, 2007).

6.5 Toplam Flavonoid Miktari

Dutta en fazla bulunan flavonoid rutin olmasina karsilik kuersetin de dutta bulunan
flavanoidlerdendir. Bu c¢alismada kuarsetin standardi kullanilmis olup kuersetin

standard kalibrasyon grafigi (0,004-0,2 mg/ml) Sekil 6.3’te gosterilmistir.

Kuersetin Standardi Kalibrasyon Grafigi
0,35
03 Vo y = 1,5737x - 0,001
€ / R* = 0,9977
S 0,25 /
g 0,2 K .
] =&—Kuersetin standardi
20,15 / kalibrasyon grafigi
o
8 01
< /
0,05 — Dogrusal (Kuersetin
0 standardi kalibrasyon
0 0.1 0,2 0,3  enafig)
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 6.3: Kuersetin standardi kalibrasyon grafigi.

Kalibrasyon grafiginden yararlanilarak hesaplanan toplam flavonoid miktarlari dut
numunesi i¢in 1349,26+34,9 mg kuersetin/ 100g taze numune, antosiyanin ekstrakti
icin ise 10421,30+£396,8 mg kuersetin/100g ekstrakt olarak bulunmustur. Ercisli ve
Orhan (2007) farkli dut c¢esitlerinin kimyasal 6zelliklerini belirledikleri ¢alismada
Morus nigra cinsi i¢in toplam flavonoid miktarin1 276 mg kuersetin/100 g taze {iriin
olarak belirtmislerdir. Ancak  toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
miktarlarmin  farkli  kosullarda yetistirilen, farkli genotipteki ve olgunluk
derecesindeki dut drnekleri i¢in degisken olmasi literatiirdeki bilgilere gore beklenen

bir sonuctur.

6.6 Toplam Antosiyanin Miktari

Kirmizi — mor renkli meyve ve sebzelerin (liziim, nar, ahududu, visne v.b)

antosiyaninlerce zengin oldugu bilinmekte olup igerdikleri antosiyaninlerin cinsi ve
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miktarlart farklilik gostermektedir. Siyanidin kirmizi renkli meyvelerde en ¢ok
bulunan antosiyanin ¢esidi olup toplam antosiyanin miktarmin belirlendigi
calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu g¢alismada elde edilen degerler karadut
numunesi i¢in 286,7+0,131 mg Cy-3-gly/100 g numune ve antosiyanin ekstrakti i¢in
1768,9+0,081 mg Cy-3-gly/100 g numune olarak belirlenmistir. Karadut suyundaki
antosiyanin miktarinin belirlendigi bir ¢alismada toplam antosiyanin miktar1 16,4 mg
Cy-3-gly/100ml olarak belirtilmistir (Fazaeli ve dig., 2011). Baska bir ¢alismada
Morus atropurpurea Roxb. tiiriinden elde edilen dut suyu icin toplam antosiyanin
miktar1 203.3+£25.5 pug Cy-3-gly/ml olarak bulunmustur (Wu ve dig., 2011). Aym
calismada HPLC/MS-MS analizi ile dut suyunda belirlenen antosiyanin tiirleri
siyanidin-3-O-glukozit, siyanidin-3-O-rutinosit, delfinidin-3-rutinosit, delfinidin-3-

(6’malonoil)-glukozit ve peonidin-3-ksilosilramnosit olarak belirtilmistir.

Dutun kimyasal 6zellikleri bir tabloda toplandiginda elde edilen Cizelge 6.1°de dut

numunesi ve antosiyanin ekstraktina ait bazi 6zellikler verilmistir.

Cizelge 6.1: Dut numunesi ve antosiyanin ekstrakti i¢in toplam fenolik, flavonoid,

antosiyanin ve antioksidan aktivite degerleri.

Dut numunesi Antosiyanin
ekstrakti

Toplam fenolik madde miktar1 | 462,85+35,35 3224,30+745,67
(mg GAE/100 g numune)
Toplam  flavonoid  madde | 1349,26+34,9 10421,30+396,8
miktar1 (mg kuersetin/100 g
numune)
Toplam antosiyanin  miktart | 286,7+0,131 1768,9+0,081
(mg Cy-3-gly/100g numune)
Toplam antioksidan aktivite | 1393,14+40,6 15165,23+117,99
(mg TEAC/ 100 g numune)
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6.7 istatiksel Analiz

6.7.1 RSM sonuglarmin degerlendirilmesi

Bagimsiz degiskenleri ekstrakt miltar1 (% 1-5), kitosan miktar1 (% 0,1-0,5) ve siire
(15-45 dk) olarak belirlenen deneme deseninin RSM sonuglar1 Cizelge 6.2° de

gosterilmistir.
Cizelge 6.2: RSM deneme deseni sonuglari.
Deney Sira Faktorler Yanitlar
No x© X X AR  SF  O%EE %SGF
1 0 -1 0 1,106 0,050 62,620 13,064
2 -1 -1 -1 1,103 0,049 67,609 18,056
3 1 -1 1 1,043 0,021 55,535 18,746
4 0 0 0 1,081 0,038 58,980 11,945
5 1 1 -1 1,075 0,035 68,138 13,107
6 -1 -1 1 1,085 0,039 58,017 10,206
7 0 0 -1 1,096 0,046 64,330 17,445
8 -1 1 1 1,118 0,052 59,802 11,518
9 0 0 1 1,080 0,037 55,810 10,233
10 -1 0 0 1,106 0,050 58,24 13,062
11 0 0 0 1,081 0,038 58,980 12,891
12 0 0 0 1,081 0,038 57,980 11,286
13 1 0 0 1,091 0,044 53,974 16,532
14 0 1 0 1,106 0,050 64,330 15,005
15 1 1 1 1,076 0,036 58,467 14,857
16 -1 1 -1 1,068 0,032 70,509 27,363
17 1 -1 -1 1,077 0,070 65,092 14,132
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Minitab 13.20 programi yardimiyla elde edilen veriler sonucunda her bir bagimh
degisken icin esitlikler, bagimli - bagimisz degisenken iliskisini gdsteren grafikler

elde edilmistir.

AR degeri icin elde edilen ANOVA tablosundan ¢ikan sonug¢ kapsiillerin boy/en
oranlar {izerinde ekstrakt miktarinin (X;) ve Kitosan-siire interaksiyonunun (X2.X3)
onemli derecede etkili oldugu yoniindedir (p<0.05). Bu iligkiyi gosteren esitlik

denklem 6.1.’de verilmistir.
(6.1)

Genel olarak ekstrakt ve kitosan miktarlarinin ve siirenin artmasi ile AR degeri de
artmaktadir. Ayrica kitosan miktari ve siire interaksiyon etkisi 6nemli olup pozitif bir

etki gostermektedir.

Kiiresellik faktorii siireye, ekstrakt-siire ve kitosan-siire interaksiyonlarina onemli
derecede baglidir (p<0,05). Elde edilen denklem 6.2.°de verismis olup R? degeri
0,88499 olarak bulunmustur.

(6.2)

EE yiizdesi ekstrakt ve kitosan miktarlar1 ile siireye baglidir. Interaksiyon etkisi
higbir faktdr igin gdzlenmemistir (denklem 6.3). Denklemin R¥si 0,99 olarak

bulunmustur.

(6.3)

Kapsiillerin mide ortamindaki davraniglarint modellemek igin belirlenen denklemde
stire, ekstrakt ve kitosan miktarlar1 interaksiyonlar: ile ekstrakt miktar1 — siire
interaksiyonunun 6nemli oldugu goriilmektedir. Kapsiil i¢indeki ekstraktin mide

ortamina salimi jellesme ortamindaki karistirma siiresi arttikga azalmaktadir.
(6.4)

Uzunluk oran1 (boy/en) ve kiiresellik faktorii kapsiillerin sekil diizglinligtini
belirlemek i¢in kullanilan faktorlerdir. Kiiresellik faktorii < 0,05 oldugunda elde
edilen kapsiiller kiiresel olarak kabul edilir. Diger bir ifadeyle kiiresellik faktorii 0’a
yaklastik¢a kapsiillerin sekli daha diizgiin ve kiiresel kabul edilmektedir (Chan ve
dig., 2009; Chan ve dig, 2012).
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Uzunluk oran1 deformasyonun c¢ok fazla oldugu durumlarda iyi sonuglar
verebilirken, ufak tefek sekil bozukluklari i¢in yeterli degildir. Kiiresellik faktorii ise
sekil ile ilgili daha dogru yaklasimlar yapilabilmesine olanak sagladigi belirtilmistir
(Chan ve dig, 2009).

Ekstrakt miktar1 ve siirenin kapsiillerin boy/en oranina etkisini inceleyen Sekil 6.4.°¢
gore kitosan miktar1 sabitken (% 0,3) merkez noktadan uzaklasildik¢ca boy/en oram
kiiglilmekte dolayisiyla daha diizgiin sekilli kapstiller elde edilebilmektedir. Ekstrakt
miktarindan bagimsiz olarak, artan karigtirma siiresi daha diizgiin sekilli kapsiiller
(daha kiigiik AR) elde edilmesini saglamistir. Siirenin sabit oldugu durumlarda ise
daha diizgiin sekilli kapsiiller daha diisiik ekstrakt miktarina sahip olan sistemlerde
gerceklesmistir. Herhangi bir ekstrakt miktart igin silirenin arttirtlmasi AR’nin
kiigiilmesini saglarken, sabit bir siire i¢in ekstrakt miktarmin arttirilmasi durumunda

da AR azalmaktadir.

Contour Plot for AR (boy/en)

~. S
- | \\\ \
=]
® \ \
® ! A
| A
-
" /
- -
5 -
T T T T T
1 3 4
% Ekstrakt

Sekil 6.4: Boy/en orani {izerinde siire-ekstrakt etkisi.

Boy/en orami tlizerinde kitosan ve ekstrakt miktarlarimin etkisi Sekil 6.5.°te
gosterilmistir. Kontur grafigine goére merkez noktadan uzaklasildik¢a boy/en oram
biliylimektedir. Siire sabitken tiim kitosan oranlarinda ekstrakt miktarinin artmast AR
oranini azaltmistir ayrica AR oraninin kitosan oranindan etkilenmedigi sdylenebilir.
Karistirma stiresi 30 dk ile sabitken herhangi bir kitosan miktar1 i¢in ekstrakt miktar

arttikga AR degerinin kiigiildiigii goriilmektedir.
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Contour Plot for AR (boy/en)
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Sekil 6.5: Boy/en orani iizerinde kitosan-ekstrakt etkisi.

Sekil 6.6’da AR f{izerine kitosan-siire interaksiyonunun etkisi elde incelenmistir.
Buna gore siire 30 dk ve iizerindeyken kullanilan kitosan miktar artttkca AR degeri
de artar. Daha disiik karistirma siirelerinde ise (< 20 dk) kitosan miktarinin artmasi
ile AR degeri azalmaktadir. Genel olarak uzun siire ve diisiik kitosan oranlarinda AR

diisitkken orta nokta ¢evresinde AR pek degismemektedir.

Contour Plot for AR (boylen)
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Sekil 6.6: Boy/en orani {izerinde siire-kitosan etkisi.

Sekil 6.7°deki kontur grafigine goére siire sabitken merkez noktadan uzaklagildik¢a
kapsiillerin kiiresellik faktorii biiyimektedir. Ekstrakt miktart % 2,5 ve kitosan
miktar1 %0,25’in tlizerindeyken kiiresellik faktoriiniin sabit bir degere yaklastigi ve
degismedigi goriilmektedir. Ayrica kitosan miktar1 disiikken (<%0,2) SF

degerindeki degisim ekstrakt miktarindan bagimsiz olmustur.
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Contour Plot for SF
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Sekil 6.7: Kiiresellik faktori lizerinde Kitosan-ekstrakt etkisi

Kapsiillerin kiireselligi tizerinde siire — ekstrakt miktar: iliskisini inceleyen Sekil
6.8.”e gore daha kiiresel kapsiiller elde etmek i¢in kullanilan ekstrakt miktar1 fazla (>
%3) ve karistirma siiresi uzun (>35dk) olmalidir. Bu kosullarda SF degeri azalmakta
(0’a yaklagsmakta) yani kapsiillerin kiireselligi artmaktadir. Daha kisa karistirma

surelerinde ise ekstrakt miktar1 kiresellik faktorini etkilememektedir.

Contour Plot for SF
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Sekil 6.8: Kiiresellik faktorii {izerinde ekstrakt-siire etkisi.

Sekil 6.9’a gore siire 25 dk’nin altinda oldugunda kullanilan kitosan miktarr arttik¢a
SF degeri azalmaktadir. Kitosan miktarmin < % 0,2 oldugu durumlarda ise siire
uzadikga kiiresellik faktorii kii¢iilmektedir. Kitosan miktarinin belirli  bir
konsantrasyonun (<0.2%) altinda oldugu kosullarda daha kiiresel yapilar elde

edebilmek i¢in siirenin arttirilmasi1 gerekmektedir.
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Contour Plot for SF
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Sekil 6.9: Kiiresellik faktori tizerinde kitosan-siire etkisi.

Sekil 6.10°da ekstrakt ve kitosan konsantrasyonlarinin enkapsiilasyon etkinligi
tizerindeki etkisi incelendiginde enkapsiilasyon verimi (% EE), ekstrakt miktar1 ~ <
% 1,5 oldugunda kitosan < % 0,3 iken azalan kitosan miktar1 ile artmakta, kitosan >
% 0,3 iken artan kitosan miktari ile artmaktadir. Benzer bir durum ekstrakt miktari
> % 4,5 oldugu durumda da gegerli olmaktadir. Enkapsiilasyon veriminin yiiksek
olmasi igin ortamdaki ekstrakt miktar1 onemli olup ve 4,5% ve ftzeri ekstrakt
oranlarinda yiiksek verimli kapsiiller (<60%) elde edilememektedir. %65 ve
tizerindeki EE degerlerine ise ancak kitosan oraninin 0,5% oldugu kosullarda

yaklasilabilmektedir.

Jellesme ortaminda bulunan kitosan aljinat tanecigindeki bosluklu yapiy1 doldurarak
daha saglam bir yap1 olusturmakta ve bdylelikle enkapsiilasyon veriminin de daha
yiiksek olmasina neden olmaktadir. Ortamdaki kitosan miktar1 yetersiz oldugunda
aljiat-kitosan  arasindaki baglanma az ve kapsiil morfolojisi gozenekli

olabileceginden enkapsiilasyon etkinligi de diisiik olmaktadir.
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Contour Plotfor % EE
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Sekil 6.10: Enkapsiilasyon etkinligi iizerinde ekstrakt-kitosan miktarlari etkisi.

Kitosan miktar1 ve siirenin % EE’ye etkisini gosteren Sekil 6.11°deki kontiir
grafigine gore merkez noktadan uzaklastikca verim artmig, merkez noktaya
yaklastik¢a ise verim azalmistir. Bir diger ifade ile karistirma siiresi kisa oldugunda
genellikle enkapsiilasyon etkinligi yliksekken, siire uzatildiginda % EE azalmaktadir.
Bu da karistirma siiresi ile enkapsiilasyon veriminin ters orantili olarak degistigini
gostermektedir. Yiiksek EE verimine (~70%) ulagmak icin, ya ortamdaki kitosan
miktari fazla ve karistirma siiresi az olmali; yada kitosan miktar1 az ve siire kisa

olmalidir.

Contour Plotfor % EE
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Sekil 6.11: Enkapsiilasyon etkinligi tizerinde kitosan-siire etkisi.

Sekil 6.12°de merkez noktadan uzaklasildik¢a enkapsiilasyon etkinliginin azaldig1

goriilmektedir. Karistirma siiresinin uzamasi ile enkapsiilasyon etkinliginin negatif
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yonde degiserek azaldigi gézlenmektedir. Bunun nedeni zaman iginde kapsiil igine
hapsedilen antosiyanin ekstraktinin kapsiillerden disar1 sizarak jellesme ortamina
salinmasidir. Genel olarak karistirma siiresinin diisiik tutulmasi (~ 15 dk) ile

kapsiillerden digar1 olacak salim azaltilmis olur.

Contour Plotfor %EE
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Sekil 6.12: Enkapsiilasyon etkinligi tizerinde ekstrakt-siire etkisi.

Sekil 6.13’te merkez noktadan uzaklastikga antosiyaninlerin mide ortamina salim
orani artmaktadir. Yani ekstrakt miktar1 diisitkken kitosan miktarinin artmasi ve
ekstrakt miktar: yiiksekken kitosan miktarinin azalmasi ile salim miktari artmaktadir.
Diger bir ifadeyle kitosanin gereginden fazla olmasi daha yogun jel yapisina ve bos

hacimde azalmaya neden olacagindan salimin artmasina neden olacaktir

Contour Plot for % SGF
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Sekil 6.13: In vitro salim iizerine ekstrakt-Kitosan etkisi.
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Sekil 6.14’te merkez noktadan uzaklasildikca salim orami artmaktadir. Diger bir
ifadeyle karistirma siiresinin kisalmasi ve kitosan miktarinin artmasi ile kapsiil i¢ine
hapsedilen antosiyaninlerin mide ortamina salim miktar1 artmaktadir. Stire 40 dk ve
tizerinde oldugunda salim orani kitosan miktarindan ¢ok fazla etkilenmemektedir.
Kapsiiller kitosanli CaCl, ortaminda ne kadar uzun siire karigtirilirsa Ca-Aljinat ve
Aljinat-Kitosan baglar1 o kadar kuvvetli olacagi i¢in karistirma siiresinin uzamasi ile

ekstraktin mide ortamina salimi azalacaktir.

Contour Plot for % SGF
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Sekil 6.14: In vitro salim iizerinde siire-Kitosan etKisi.
Sekil 6.15’te merkez noktadan uzaklasildik¢a salim miktarinin arttig1 goriilmektedir.
Ekstrakt mikar1 < %3 iken karistirma siiresi uzadikca antosiyanin ekstraktinin mide
ortamina salim oraninin daha az oldugu belirtilmektedir. Ayrica ekstrakt miktar1 <%3
ve siire >40 dk oldugu durumda ekstrakt miktar1 salim oranin1 daha az etkilemekte ve

kapsiil i¢eriginin daha iyi korunarak daha az salim gergeklestigi gdzlenmistir.
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Contour Plot for % SGF
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Sekil 6.15: In vitro salim tizerinde siire-ekstrakt etkisi.
Litratiirdeki enkapsiilasyon teknolojisinde RSM kullanilan ¢aligmalar incelendiginde
bu tez galismasina uyumlu sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Ornegin, Lee ve dig.
(2008) katesin yiiklii kalsiyum-pektin bagli kapsiiller ile yaptiklar tepki ylizey
metodunda kapsiillerin sertlesme siiresi (karigtirma siiresi) uzadik¢a enkapsiilasyon
etkinliklerinin azaldigin1 belirtmistir. Ayn1 ¢alismada jellesme ortamindaki CaCl,
miktarinin artmasiyla kalsiyum ¢apraz bagli ag yapisinin daha yogun hale gelmesine
ve boylece katesin yiiklii lipozomlar i¢cin daha az bos hacim birakilmasina sebep
oldugu icin enkapsiilasyon etkinliginde azalmaya sebep oldugu one siirlilmiistiir.
Jellesme ortamina biyopolimer ilavesi de benzer sekilde negatif bir etki yaratmistir.
Jellesme ortamina eklenen biyopolimer belirli bir seviyeye kadar kapsiilii koruyarak
EE%’ni biraz arttirirken, fazla miktarda kullanimi negatif bir etki gostermistir. Bu
etki daha once de belirtilen jel agindaki bos hacimde azalma ve kalsiyum araciligiyla
pektin molekiiliine capraz baglanmada girisim yaratarak yiiklenen katesinin

kapsiilden daha kolay disar1 sizmasi ile agiklanmistir (Lee ve dig, 2008).

Karistirma siiresinin uzamasi mide ortamina salinan aktif madde miktarinin
artmasma neden oldugundan %SGF’nin yliksek bulunmasina neden olmustur. Bu
sonug kapstillerin yogun jel yapisindaki kalsiyum iyonlarina daha uzun siire maruz

kalmasi ile agiklanmistir (Lee ve dig., 2008).

Pozitif yiiklii kitosan ile kaplanacak negatif yiikli kalsiyum-aljinat jelasyonu ile
nanokiire olusumu i¢in diisik konsantrasyonda (<%0.2) CaCl, gerektigi
bildirilmistir. Katyonik polimerler kalsiyum ve aljinat iyonlar1 arasindaki ortak

baglanmay1 simirlandirir. Kitosan konsantrasyonundaki artis aljinatin eklenmesi ile
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kiimelenme olusturdugu icin verim iizerinde negatif etki gosterdigi vurgulanmistir

(Gazori ve dig, 2009).

6.7.2 Optimum kosullarim belirlenmesi ve validasyonu

Bu c¢alismada enkapsiilasyon islemi ic¢in optimum kosullarin belirlenmesi
hedeflenmektedir. Bu amagla ilk etapta enkapsiile edilmek istenen aktif maddenin
(antosiyanin ekstraktinin) kapsiil i¢inde ne kadarmmin basariyla yiiklendigi 6nem
tagimaktadir. Antosiyaninler gibi fenolik bilesikler pH, 1s1, 151k gibi cevresel
faktorlere duyarli olduklarindan bu bilesenler viicuda alinsalar dahi gastrointestinal
sistemde bozulmalara ugramakta ve emilimleri yeterli olmadigi ig¢in
biyoyararliliklari/biyoulasilabilirlikleri diisiik olmaktadir. Antosiyaninlerin 6nemli
bir miktarinin emilimi tiikketimlerinden kisa siire sonra gerceklesmekte bu da
antosiyaninlerin  midede emilerek gastrointestinal sistemin diger bdlimlerine
ulagamamasina neden olmaktadir (McGhie ve Walton, 2007). Bu nedenle, elde
edilen kapsiillerin midenin zorlu asidik kosullarinda bozulmamasi ve ince bagirsaga
ulagsarak buradan kana karigmasi istenmektedir. Bu ¢alismada optimize edilmesi
gereken Onemli diger bir parametre ise ekstraktin mide sivisina salim miktar1 (%
SGF)’dir. Kapsiillerin sekliyle ilgili faktorler (AR ve SF) % EE ve % SGF’ye kiyasla
optimizasyonda daha az Onem tasidiklarindan dolayr optimizasyonda bu iki
paremetrenin Onemlilik faktorleri daha diisiik olarak belirlenmistir. Optimizasyon
calismast i¢in % EE’nin maksimum, % SGF’nin minimum oldugu ve AR ~1 ile SF

~0,05 oldugu bir aralik Minitab 13.20 paket program kullanilarak belirlenmistir.

Optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla baslangic noktalar1 EK C’deki gibi
ekstrakt %1,20 , kitosan % 0,11 ve siire 20 dk olarak verildiginde elde edilen ¢6ziim
ekstrakt % 2,81, kitosan % 0,19 ve siire 16,87 dk’dir. Bu sistem ile elde edilen
¢Oziimiin composite desirability (CD) degeri oldukca diisiik bulunmustur (0,12377).
Kapsiillerin sekli ile ilgili bilgi veren kiiresellik faktérii ve uzunluk orani
enkapsiilasyon isleminde enkapsiilasyon verimi ve ekstraktin mide sivisindaki salim
oranina kiyasla daha az O6nem tasimaktadir. Bu nedenle, aym sistemde sadece
maksimum % EE ve minimum %SGF salimi hesaba alinarak yapilan optimizasyon
¢oziimiinde ise optimum degerler ekstrakt % 1,96, kitosan % 0,10 ve siire 22,67 dk
ve CD degeri 0,39061 olarak bulunmustur. %2 ekstrakt, %0,1 kitosan ve 23 dakika

icin yapilan enkapsiilasyon sonucu elde edilen teorik ve deneysel veriler
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karsilastirildigunda enkapsiilasyon etkinligi i¢in sirasiyla %65,16 ve %64,32 olarak
bulunmustur. Hesaplanan hata degeri ~%]1,3’tiir. In vitro salim i¢in ise teorik deger
%14,11 ve deneysel sonuclara gore elde edilen deger %15,02 olmak iizere hata payi

~%06 olarak belirlenmistir.
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7. SONUC VE ONERILER

Iyonik jellesme ydntemi dut antosiyaninlerinin enkapsiilasyonunda etkili bir yontem
olup, kullanilan kitosan miktari, ekstrakt miktar1 ve jellesme ortamindaki karistirma
siiresi enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro salim iizerinde 6nemli etkileri olan
faktorlerdir. Belirtilen tepkiler kiiresellik faktorii ve uzunluk orani gibi sekil ile ilgili
yanitlar ise iyonik jelasyon yoOntemi igin goreceli olarak daha az Oneme sahiptir.
Ciinkii bu fakrorler daha ¢ok sekil diizgiinliigii ile ilgili fikir vernek amagli olup
ortalama bir degere sahip olmalar1 yeterli olmaktadir. Ancak enkapsiilasyon
calismalarinda genel olarak enkapsiilasyon etkinligi (verimi) yiiksek, mide gibi

asidik zorlu kosullara dayanikli, stabil kapsiiller elde etmek istenmektedir.

Genel olarak daha diizgiin sekilli (uzunluk orani kiigiik~1) kapsiiller elde etmek igin;
kullanilan ekstrakt miktar1 fazlayken karistirma siiresi uzun, Kitosan miktar1 azken
karistirma siiresi uzun ve Kitosan miktar1 fazlayken karistirma siiresi kisa olmalidir.
Kapsiil kiireselligini arttirmak icin (kiiresellik faktorii ~ 0); ekstrakt miktar
fazlayken (> %3) karistirma siiresi uzun (>35dk), siire < 25 dk oldugunda kullanilan
kitosan miktar1 fazla ve kitosan miktarinin < % 0,2 oldugunda siire uzun olmalidir.
Enkapsiilasyon etkinligi (verimi) yiiksek kapsiiller elde etmek igin ise; ekstrakt
miktarindan etkilenmeksizin kitosan > 0,45% ve hemen hemen tiim durumlarda
karigtirma siiresi kisa tutulmalidir. Kapsiillerin mideden bozulmadan gegerek ince
bagirsaga ulasmasi istenmektedir. Bu durumda gastrik sistemde in vitro saliminin
diisiik olmasi beklenmelidir. Kitosanin gereginden fazla olmasi daha yogun jel
yapisina ve bos hacimde azalmaya neden olur. Bu da kapsiillerin saliminin fazla
olmasina yol agar. Ekstrakt miktar1 fazlayken kitosan miktar1 az olursa, kitosan aktif
maddeyi korumak i¢in yetersiz kalacak ve mide ortaminda salimin fazla olmasina
neden olacaktir Kapsiiller kitosanli CaCI2 ortaminda ne kadar uzun siire karistirilirsa
Ca-Aljinat ve Aljinat-Kitosan baglar1 o kadar kuvvetli olacagi igin karistirma

stiresinin uzamasi ile ekstraktin mide ortamina salimi azalacaktir.

Yapilan RSM analizi sonucu ekde edilen denklemler ile metot validasyonu yapilarak
gercekte ve teorik olarak elde edilen veriler birbirlerine yakin bulunmustur. Bu

sonuglar ileride yapilacak ¢alismalar icin temel olusturabilir. Ornegin kapsiiller farkl
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gida sistemlerine eklenerek aktif maddenin saliminda farkli gida matrislerinin etkisi
incelenebilir, belirlenen optimum kosullar i¢in farkli aktif maddeler kaplanarak

salim/sindirim ¢aligmalar1 yapilabilir.
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EKLER

EK AL : Damlatma yontemi ile elde edilen kapsiillerin goriintiileri

EK A2 : Damlatma yontemi ile elde edilen kapsiillerin mikroskop goriintiileri
EKB :Tepki Yiizey Metodu Sonuglart (ANOVA ve regresyon tablolar)
EKC Y anitlarin Optimizasyonu
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EKAlL

(©

Sekil A.1: % 1 ekstrakt kullanilarak iiretilen kapsiiller (a) %0.3 kitosan ile 30 dk, (b)
%0.5 kitosan ile 15 dk, (c) %0.1 kitosan ile 15 dk karigtirildiktan sonra.

Sekil A.2: %1 ekstrakt i¢ceren kurutulmus kapsiiller.
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(a) (b)

(©) (d)

Sekil A.3: % 3 ekstrakt kullanilarak iiretilen kapsiiller (a) %0.3 kitosan ile 15 dk, (b)
%0.3 kitosan ile 30 dk, (c) %0.3 kitosan ile 45 dk ve (d) %0.5 kitosan ile
30 dk karistirildiktan sonra.

Sekil A.4: %3 ekstrakt igeren kurutulmus kapsiiller.
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(©) (d)

Sekil A.5: % 5 ekstrakt kullanilarak iiretilen kapsiiller (a) %0.1 kitosan ile 15 dk, (b)
%0.5 kitosan ile 15 dk, (c) %0.5 kitosan ile 45 dk ve (d) %0.3 kitosan ile
30 dk karistirildiktan sonra.

Sekil A.6: %S5 ekstrakt iceren kurutulmus kapsiiller.
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EK A2

1 ext + 0.1 kit 15 dk 10 1 ext + 0.1 kit 15 dk 6

(@) (b)

Sekil A.7: (a) 564x2um ve (b) 545x2 pm boyutlu %0.1 kitosanli CaCl; ¢ozeltisinde
15 dk karistirtlan %1 ekstrakt ytiklii kapsiiller icin mikroskop goriintiileri.

1100 pmi 1100 p)

(@) (b)

Sekil A.8: (a) ve (b) %0.5 kitosanli CaCl, ¢ozeltisinde 30 dk karistirilan %3 ekstrakt
yiiklii kapsiiller i¢in mikroskop goriintiileri.

ext + 0.1kit 15 dk 5 + 0.1kit 15 dk

Sekil A.9: (a) 555x2um ve (b) 581x2 pm boyutlu %0.1 kitosanli CaCl, ¢ozeltisinde
15 dk kanistirilan %35 ekstrakt yiiklii kapsiiller i¢cin mikroskop goriintiileri.

63



64



EKB

Central Composite Design

Factors:
Runs:

Data Matrix (randomized)

Run A
1 0,000
2 -1,000
3 1,000
4 0,000
5 1,000
6 -1,000
7 0,000
8 -1,000
9 0,000

10 0,000
11 0,000
12 0,000
13 0,000
14 0,000
15 0,000
16 -1,000
17 1,000

B
-1,000
-1,000
-1,000

0,000
1,000
-1,000
0,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
0,000
1,000
-1,000

C
0,000
-1,000
1,000
0,000
-1,000
1,000
-1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
-1,000
-1,000

3 Blocks: none Center points:
17 Alpha: 1,000

3

Response Surface Regression: AR versus % Ekstrakt; % Kitosan; Siire

The analysis was done using coded units.

Cizelge B.1: AR i¢in tahminlenen regresyon katsayilari.

Term Coef SE Coef T P
Constant 1,09224 0,005469 199,717 0,000
% Ekstra -0,01180 0,004042 -2,920 0,022
% Kitosa 0,00290 0,004042 0,718 0,496
Stire -0,00170 0,004042 -0,421 0,687
% Ekstra*% Ekstra -0,00217 0,007808 -0,278 0,789
% Kitosa*% Kitosa 0,00533 0,007808 0,683 0,517
Stre*Siire -0,01267 0,007808 -1,623 0,149
% Ekstra*% Kitosa 0,00412 0,004519 0,913 0,392
% Ekstra*Siire -0,00812 0,004519 -1,798 0,115
% Kitosa*Siire 0,01288 0,004519 2,849 0,025

S=0,01278

R-Sq = 78,1%

R-Sq(adj) = 49,9%
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Cizelge B.2: AR i¢in ANOVA tablosu.

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P
Regression 9 0,004074 0,004074 0,000453 2,77 0,096
Linear 3 0,001505 0,001505 0,000502 3,07 0,100
Square 3 0,000579 0,000579 0,000193 1,18 0,384
Interaction 3 0,001990 0,001990 0,000663 4,06 0,058
Residual Error 7 0,001143 0,001143 0,000163
Lack-of-Fit 5 0,001143 0,001143 0,000229 * *
Pure Error 2 0,000000 0,000000 0,000000
Total 16 0,005218

Cizelge B.3: AR i¢in belirlenen regresyon katsayilari.
Term Coef
Constant 1,08896
% Ekstra 0,00238477
% Kitosa -0,225152
Stire 0,00279007
% Ekstra*% Ekstra -0,000542254
% Kitosa*% Kitosa 0,133275
Stire*Siire -5,63067E-05
% Ekstra*% Kitosa 0,0103125
% Ekstra*Siire -0,000270833
% Kitosa*Siire 0,00429167

Response Surface Regression: SF versus % Ekstrakt; % Kitosan; Siire

The analysis was done using coded units.

Cizelge B.4: SF i¢in tahminlenen regresyon katsayilari.

Term Coef SE Coef T P

Constant 0,042676 0,002371 17,998 0,000
% Ekstra -0,001600 0,001752 -0,913 0,392
% Kitosa -0,002400 0,001752 -1,370 0,213
Siire -0,004700 0,001752 -2,682 0,031
% Ekstra*% Ekstra 0,000817 0,003385 0,241 0,816
% Kitosa*% Kitosa 0,003817 0,003385 1,127 0,297
Stire*Stire -0,004683 0,003385 -1,383 0,209
% Ekstra*% Kitosa -0,002000 0,001959 -1,021 0,341
% Ekstra*Siire -0,007250 0,001959 -3,701 0,008
% Kitosa*Stire 0,010000 0,001959 5,104 0,001

S=0,005541 R-Sq=88,4% R-Sq(adj) = 73,4%
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Cizelge B.5: SF icin ANOVA tablosu.

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P
Regression 9 0,001631 0,001631 0,000181 5,90 0,014
Linear 0,000304 0,000304 0,000101 3,30 0,087

3
Square 3 0,000074 0,000074 0,000025 0,81 0,529
Interaction 3 0,001253 0,001253 0,000418 13,60 0,003
Residual Error 7 0,000215 0,000215 0,000031

Lack-of-Fit 5 0,000215 0,000215 0,000043 * *
Pure Error 2 0,000000 0,000000 0,000000

Total 16 0,001846

Cizelge B.6: SF icin belirlenen regresyon katsayilari.™

Term Coef
Constant 0,0535197
% Ekstra 0,00672465
% Kitosa -0,154254
Stire 0,000660493
% Ekstra*% Ekstra 0,000204225
% Kitosa*% Kitosa 0,0954225
Stire*Siire -2,08138E-05
% Ekstra*% Kitosa -0,00500000
% Ekstra*Siire -0,000241667
% Kitosa*Siire 0,00333333

* Estimated Regression Coefficients for SF using data in uncoded units

Response Surface Regression: % EE versus % Ekstrakt; % Kitosan; Siire

The analysis was done using coded units.

Cizelge B.7: %EE icin tahminlenen regresyon katsayilari.

Term Coef SECoef T P

Constant 58,526 0,3129 187,031 0,000
% Ekstra -1,297 0,2313 -5,609 0,001
% Kitosa 1,237 0,2313 5,350 0,001
Siire -4,805 0,2313 -20,777 0,000

% Ekstra*% Ekstra  -2,328 0,4468 -5,210 0,001
% Kitosa*% Kitosa 5,040 0,4468 11,282 0,000

Stire*Siire 1,635 0,4468 3,660 0,008
% Ekstra*% Kitosa 0,162 0,2586 0,625 0,552
% Ekstra*Siire 0,134 0,2586 0,518 0,621
% Kitosa*Stire -0,154 0,2586 -0,594 0,571

S=0,7313 R-Sq=99,0% R-Sq(adj) = 97,7%
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Cizelge B.8: %EE icin ANOVA tablosu.

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P
Regression 9 370,552 370,552 41,1725 76,99 0,000
Linear 3 262,985 262,985 87,6617 163,92 0,000
Square 3 107,026 107,026 35,6752 66,71 0,000
Interaction 3 0541 0,541 0,1804 0,34 0,799
Residual Error 7 3,744 3,744 0,5348

Lack-of-Fit 5 3,077 3,077 0,6154 1,85 0,388
Pure Error 2 0,667 0,667 0,3333

Total 16 374,296

Cizelge B.9: % EE i¢in belirlenen regresyon katsayilar1.*

Term Coef
Constant 81,1735

% Ekstra 2,58792

% Kitosa -69,0938
Stire -0,754415

% Ekstra*% Ekstra -0,581928

% Kitosa*% Kitosa 126,007
Stire*Siire 0,00726795
% Ekstra*% Kitosa 0,404063
% Ekstra*Siire 0,00446250
% Kitosa*Siire -0,0512083

*Estimated Regression Coefficients for % EE using data in uncoded units

Response Surface Regression: % SGF versus % Ekstrakt; % Kitosan; Siire

The analysis was done using coded units.

Cizelge B.10: % SGF i¢in tahminlenen regresyon katsayilari.

Term Coef SE Coef T P

Constant 12,625 0,7317 17,255 0,000
% Ekstra -0,283 0,5407 -0,524 0,617
% Kitosa 0,765 0,5407 1,414 0,200
Stire -2,454 0,5407 -4,539 0,003
% Ekstra*% Ekstra 1,735 1,0446 1,660 0,141
% Kitosa*% Kitosa 0,972 1,0446 0,930 0,383
Stre*Siire 0,777 1,0446 0,743 0,481
% Ekstra*% Kitosa -1,942 0,6045 -3,212 0,015
% Ekstra*Siire 3,757 0,6045 6,215 0,000
% Kitosa*Siire -1,357 0,6045 -2,245 0,060

S=1,710

R-Sq = 92,7%

R-Sq(adj) = 83,3%

68



Cizelge B.11: %SGF i¢in ANOVA tablosu.

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P

Regression 9 259,528 259,528 28,8365 9,86 0,003
Linear 3 66,883 66,883 22,2945 7,63 0,013
Square 3 34,803 34,803 11,6010 3,97 0,061
Interaction 3 157,842 157,842 52,6140 18,00 0,001
Residual Error 7 20,466 20,466 2,9237

Lack-of-Fit 5 19,164 19,164 3,8328 5,89 0,152
Pure Error 2 1,302 1,302 0,6509

Total 16 279,994

Unusual Observations for % SGF

Observation % SGF Fit SE Fit Residual St Resid
5 13,107 14,702 1,524 -1,595 -2,06R
16 16,532 14,076 1,228 2,456 2,06R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Cizelge B.12: % SGF igin belirlenen regresyon katsayilar1.*

Term Coef
Constant 28,8380
% Ekstra -5,04448
% Kitosa 17,3787
Stire -0,610690

% Ekstra*% Ekstra  0,433629
% Kitosa*% Kitosa 24,3004

Stire*Stire 0,00345117
% Ekstra*% Kitosa -4,85406

% Ekstra*Siire 0,125246
% Kitosa*Siire -0,452458

*Estimated Regression Coefficients for % SGF using data in uncoded units
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EKC

Response Optimization

Cizelge C.1: Yanit optimizasyonu i¢in belirlenen degerler - 1.

Goal Lower Target Upper Weight Import]

AR Minimum 1,00 1,00 1,10 1 0,5
SF Minimum 0,03 0,03 0,05 1 1,0
% EE Maximum 60,00 70,00 70,00 1 5,0
% SGF Minimum 12,00 12,00 15,00 1 5,0
Starting Point

Ekstrakt = 1,20

Kitosan = 0,11

Siire = 20,00

Local Solution

Ekstrakt = 2,8169

Kitosan = 0,1957

Siire = 16,8754

Predicted Responses

AR = 1,0904; desirability = 0,09552
SF = 0,0495; desirability = 0,02338
% EE = 64,7545; desirability = 0,47545
% SGF = 14,8616; desirability = 0,04614

Composite Desirability = 0,12377

Global Solution

Ekstrakt = 2,8169
Kitosan = 0,1957
Siire = 16,8754

Predicted Responses

AR = 1,0904; desirability = 0,09552
SF = 0,0495; desirability = 0,02338
% EE = 64,7545; desirability = 0,47545

% SGF = 14,8616; desirability = 0,04614

Composite Desirability = 0,12377
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Optimal
D
012377 |,

Ekstrakt Kitosan Sire
50 0,50 45,0
Cur [2,8169] [0,1957] [16,8754]

1,0 0,10 15,0

AR —

Minimum
y =1,0904
d=0,09552

SF
Minimum
y = 0,0495
d=0,02338

% EE
Maxirmum
y = 64,7545
d=0,47545

% SGF
Minimum
y=14,8616
d=0,04614

Sekil C.1

Cizelge C.2

> Yanit optimizasyon garifgi -1.

> Yanit optimizasyon degerleri -2.

Goal Lower

Target Upper Weight Import

% EE Maximum 60
% SGF Minimum 12

70 70 1 5
12 15 1 5

Starting Point

Ekstrakt = 1,20
Kitosan = 0,11
Siire = 20,00
Local Solution

Ekstrakt = 1,9626
Kitosan = 0,1000
Siire = 22,6697

Predicted Responses
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% EE = 65,1563; desirability = 0,51563
% SGF = 14,1123; desirability = 0,29590

Composite Desirability = 0,39061

Global Solution

Ekstrakt = 1,9626
Kitosan = 0,1000
Siire = 22,6697

Predicted Responses

% EE = 65,1563; desirability = 0,51563
% SGF = 14,1123; desirability = 0,29590

Composite Desirability = 0,39061

Ekstrakt Kitosan Slre
50 0,50 450

D
Cur [1,9626] [0,10] [22,6697]
039061 o 1,0 0.10 15,0

Optimal

% EE
Maximum
y = 65,1563
d=0,51563

% SGF
Minimum
y=14,1123
d=0,29590

Sekil C.2: Yanit optimizasyon grafigi -2.
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