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ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum ‘‘Ruseym yaginin Saccharomyces cerevisiae hiicresi
ile biyokapsiilasyonu ve biyokapsiillerin karakterizasyonu’’ baslikli bu ¢alismanin bilimsel
ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin i¢inde hem de kaynakg¢ada yontemine uygun
bicimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

°C : Santigrat derece

g : Gram

kg : Kilogram

ng : Mikrogram

cm? : Santimetre kiip

mL > Mililitre

L . Litre

dk : Dakika

sa : Saat

mm : Milimetre

nm : Nanometre

pm : Mikrometre

ppm : Milyon bagina diigen birim

mol : Avogadro sayisi1 kadar atom ya da molekiil igeren madde miktari

m : Kiitle

% : Hacim

Tween 80  : Polioksietilen(20) sorbitan monooleat

rpm : 1 dakika igerisinde gergeklestirilen doniis/devir sayisi

EE : Enkapsiilasyon etkinligi

EY : Enkapsiil yiikleme kapasitesi

B-SD : Beta-Siklodekstrin

GRAS : Generally Recognized as Safe (Genel olarak giivenilir kabul
edilen)

FDA : U.S. Food and Drug Administration (Amerikan gida ve ilag
dairesi)

EFSA : European Food Safety Authority

KMS : Karboksi Metil Seliiloz

TEM : Transmission Electron Microscope

SEM : Scanning Electron Microscope

FT-IR : Fouirer Transform Infrared

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansli
S1vi Kromotagrafisi)

GC-FID : Gas Chromatography-Flame lonization Detection

meq : Miliekivalan
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RUSEYM YAGININ SACCHAROMYCES CEREVISIAE HUCRESI ILE
BIYOKAPSULASYONU VE BIYOKAPSULLERIN KARAKTERIZASYONU
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Un {iretimi esnasinda yan iiriin olarak ortaya ¢ikan ruseym, yaklasik %11 oraninda yag igermektedir.
Ruseym yag1, fitositeroller, polikosanoller, tiamin, riboflavin ve niasin gibi degerli fitokimyasallar
bakimindan oldukg¢a zengin bir kaynak olmasinin yam sira, bilinen bitkisel yaglar icerisinde en yiiksek a-
tokoferol igerigine sahiptir. Ayn1 zamanda giiclii biyoaktivite gosteren oleik ve linoleik asit gibi c¢evre
kosullarina karst kararsiz olan ve kolaylikla okside olabilen kiymetli bilesenlerin iyi bir kaynagidir.
Stabilitesinin diigiik olmas1 sebebiyle gida iiretim proseslerinde ve depolama siireglerinde kontrolii zor ve
buna bagli olarak da kullanimi olduk¢a smirlidir. Bu sebepten insan beslenmesinde yeterince
kullanilamamaktadir. Bu ¢aligmanin amaci ruseym yaginin, Saccharomyces cerevisiae hiicreleri kullanilarak
kapsiillenmesiyle oksidasyon problemini ¢6zmek ve kontrollii salinimi gergeklestirmektir. Caligma
kapsaminda merkez materyal olarak kullanilan ruseym yagmin yag asit kompozisyonu ve besinsel
Ozelliklerinin belirlenmesinden sonra enkapsiil tiretimi gergeklestirilmistir. Enkapsiilasyon igleminde S.
cerevisiae maya hiicrelerinin plazmolize edilmis (P), plazmolize edilmemis (n-P) ve canli (C) formlari
hazirlanmistir, ruseym yagi:maya hiicresinin farkli kiitle oranlar1 (0.25, 0.5, 1 ve 2) su ve etanol {iretim
ortamlar1 kullanilmigtir. Formiilasyonlar arasinda en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi kabuk materyal olarak
P’nin kullanildigi, 0.25 kiitle oraninda ve fiiretim ortami olarak suyun kullanildigi formiilasyonda
belirlenmistir. Yag yiiklii enkapsiillerin morfolojik yapilari taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmis ve P kabuk materyalinin kullanildig1 enkapsiillerde kiiresel yapinin elde edildigi gdzlemlenmistir.
Insan sindirim sisteminin (ag1z, yemek borusu-mide, oniki parmak bagirsag1 ve ince bagirsak) taklit edildigi
ortamlardaki in vitro salimm profilinde, P enkapsiillerinin ruseym yagim gastrointestinal sistem boyunca
bagirsaklara tagimak i¢in uygun duvar materyali olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Ayrica yapilan Fourier
doniigiim-kizilotesi (FT-IR) analizinde rugseym yaginin basarili bir sekilde kapsiillendigi ve kapsiillerin
icerisinde yagin hapsedildigi tespit edilmistir.

Elde edilen 6rneklerin enkapsiilasyon oncesi ve sonrast oksidatif stabiliteleri Ransimat teknigi
(100°C sicaklik ve 10 L/sa hava akis hiz1) ve 60°C’de 24 giin siiresince gerceklestirilen hizlandirilmis firmn
testi ile Olciilmiistiir. Ruseym yagimin P kabuk materyalinde enkapsiilasyonu ile oksidasyona karsi daha
direngli bir nitelik kazandig1 hem ransimat (en yiiksek indiiksiyon periyoduna 3.39 saat) hem firin testi ile (en
diigiik peroksit sayisi: 9.19+1.41 meq O./kg yag ve en diisiik p-anisidin degeri: 34.42+1.55) belirlenmistir.

Sonug olarak ruseym yaginin oksidatif stabilitesinin arttirilmasinda maya hiicrelerinin kullanimi
yeni bir yaklasim olarak arastirilmaktadir. Elde edilen galisma sonuglari plazmolize edilen maya hiicrelerinin
olumsuz kosullarda ruseym yagini oksidasyona karsi korudugunu ifade etmektedir.

Anahtar Kelimeler: ruseym yagi, maya hiicresi, enkapsiilasyon, oksidasyon
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Wheat germ, which is a by-product of the flour milling process, contains up to 11% oil. In addition
to being a very rich source of valuable phytochemicals such as phytocysterols, policosanols, thiamine,
riboflavin and niacin, germ oil has the highest a-tocopherol content among known vegetable oils. It is also a
good source of valuable ingredients such as oleic and linoleic acid, which show strong bioactivity, which are
unstable to environmental conditions and can be easily oxidized. Due to its low stability, it is difficult to
control in food production processes and storage processes and consequently its use is very limited. For this
reason, it cannot be used sufficiently in human nutrition. The aim of this study is to solve the oxidation
problem by encapsulating germ oil using Saccharomyces cerevisiae cells and to achieve controlled release.
Within the scope of the study, after determining the fatty acid composition and nutritional properties of germ
oil used as the core material, encapsulation was produced. Plasmolized (P), non-plasmolized (n-P) and living
(C) forms of S. cerevisiae yeast cells were used in the encapsulation process. Germ oil: different mass ratios
of yeast cell (0.25, 0.5, 1 and 2) water and ethanol production media were used. Among the formulations, the
highest encapsulation efficiency was determined in the formulation using P as the shell material, at a mass
ratio of 0.25, and using water as the production medium. The morphological structures of the oil-loaded
encapsules were examined by scanning electron microscopy (SEM) and it was observed that the spherical
structure was obtained in the encapsules using P shell material. In the in vitro release profile in environments
mimicking the human digestive system (mouth, esophagus-stomach, duodenum and small intestine), it was
determined that P encapsules could be used as suitable wall material to transport germ oil through the
gastrointestinal tract to the intestines. In addition, in the Fourier transform-infrared (FT-IR) analysis, it was
determined that the germ oil was successfully encapsulated and the oil was imprisoned in the capsules.

The oxidative stability of the samples obtained before and after encapsulation was measured by the
Ransimat technique (100°C temperature and 10 L/h air flow rate) and the accelerated oven test performed at
60°C for 24 days. By encapsulation of germ oil in P shell material, it becomes more resistant to oxidation,
both by ransimate (3.39 hours to the highest induction period) and oven test (lowest peroxide number:
9.19+1.41 meq O2/kg oil and the lowest p-anisidine value: 34.42+1.55) was determined.

As a result, the use of yeast cells in increasing the oxidative stability of germ oil is being
investigated as a new approach. The obtained study results indicate that plasmolized yeast cells protect germ
oil against oxidation under adverse conditions.

Keywords: germ oil, yeast cell, encapsulation, oxidation



1. GIRIS

Firincilik endiistrisinde yaygin olarak kullanilan un, insan beslenmesinde yer alan
temel besin maddelerinden biridir. Bugday tanesinin yaklasik %2-3’liik kismin1 olusturan
ruseym, sahip oldugu yiiksek yag miktar1 sebebi ile unun depolanmasi siirecinde basta
oksidasyon olmak {lizere, ransit tat ve aroma olusumu, renk degisimi ve besin degerinde
azalma gibi bir takim reaksiyonlara yatkinlik gdstermesi sebebi ile unun depolanmasinda

kritik 6nem arz etmektedir (Yanishlieva-Maslarova, 2001).

Yaklasik %11 oraninda yag igeren ve degerli biyoaktif bilesenlerce zengin olan
rugeymden farkli teknikler kullanilarak yenilebilir yag iiretimine yonelik yapilan ¢aligmalar
son yillarda biiyiik ilgi uyandirmaktadir. Ruseym yagi, kullanilan bugday tiirline bagl
olarak 6zellikle coklu doymamis yag asitleri ve tokoferoller (vitamin E) olmak tizere yagda

¢oziinebilen biyoaktif bilesikler i¢in milkemmel bir kaynaktir (Arslan ve Caglar, 2019).

Ruseym yaginda yer alan biyoaktif bilesiklerin yliksek konsantrasyonda tiiketimi
insan saglig1 lizerine bir¢ok olumlu etkiler gostermistir. Son zamanlarda ise ruseym yagi
antioksidan Ozellikleri sayesinde dogurganlik ajani olarak kullanilmis ve ayni zamanda
fonksiyonel bir gida bileseni olarak da popiilerlik kazanmistir. Ruseym yagi, kozmetik ve
ila¢ sanayiinde de a-tokoferol kaynagi olarak kullanilmaktadir (Karadeniz ve dig, 2018).
Cesitli yontemler kullanilarak elde edilen ruseym yaginin sahip oldugu biyoaktif
bilesenlerin basta oksidasyon olmak iizere, gida prosesine dahil edilmesi halinde ise birgok

bozulma ve nitelik kayb1 olusacagi kaginilmazdir.

Benzer nitelik kayiplarin1 azaltmak icin kimyasal koruma yontemlerine alternatif
olarak kapsiilleme gibi gida matrisindeki fitoaktif bilesiklerin korunmasi igin bazi
teknolojik islemler bulunmaktadir. Kapsiilleme, farkli parcacik boyutlarinda olabilen, bir
duvar malzemesi i¢inde bir bagka bilesigin hapsedilmesi islemidir ve bu sayede merkez
materyalin ortamdan ayrismast saglanmaktadir. Kapsiillenmis malzemeler; molekiiler
agirlik, yapi, polarite, yiik, fiziksel durum, yogunluk ve reoloji gibi farkli 6zelliklere ve
antimikrobiyal, aroma, renk, nutrasotik, enzim ve probiyotikler gibi ¢esitli islevlere
atfedilen kati pargaciklar, sivi damlaciklar veya gazlar olabilmektedirler. Malzemeleri

kaplamak i¢in olusturulan matriks, homojen veya heterojen bir durumda proteinler,



polisakkaritler, lipitler, su, yiizey aktif maddeler ve minerallerden olusabilen bir dagitim

sistemi gorevi gormektedir (Garti ve McClements, 2012).

Kapsiillenmis malzeme, Risch ve Reineccius (1995) tarafindan tanimlandigi gibi
“aktif, ¢ekirdek malzeme, dolgu, faydali yiik veya i¢ faz” olarak adlandirilmakta ve
“malzemeyi hapseden kapsiilleyici, duvar malzemesi, tasiyici, zar, kabuk veya kaplama”
olarak isimlendirilmektedir. Kapsiilleme isleminde etkinlik gosteren; sprey kurutma,
emiilsiyon, akiskan yatakli kaplama, koaservasyon ve lipozom yakalama gibi yaygin olarak

kullanilan bir¢ok kapsiilleme yontemi bulunmaktadir (Pham-Hoang, ve dig, 2013).

Oldukca kompleks yapiya sahip olan canli hiicrelerin kapsiil olusturucu olarak
kullanim1 40 yil Oncesine uzanmaktadir. Mikrobiyal enkapsiilasyon (biyokapsiilasyon)
islemi olarak bilinen kapsiilasyon islemi, bir¢ok alanda kullanilmistir (Bishop ve dig,
1998). Son zamanlarda ise gida ve bilesenlerinin kapsiilasyonunda, en popiiler kapsiilasyon
yontemlerinden biri olan biyokapsiilasyon igslemi; hem ¢ok katmanli bir hiicre duvart hem
de ¢esitli i¢ bolmeler ve antioksidan mekanizmalar igeren, maya hiicresinin kabuk materyal
olarak kullanildigi bir yontemdir. Buna gore maya hiicresi zari, bir kaplama malzemesi
olarak diisliniilebilir. Maya hiicresi, ozmotik basinci ve hiicrenin ¢evresi ile aligverisini

kontrol eden koruyucu bir kapsiil gibi davranmaktadir (Pham-Hoang, ve dig, 2013).

Mayanin hiicre duvari, kapsiilleme siirecinde 6nemli bir role sahiptir ¢ilinkii
mekanik bir destek saglar ve molekiillerin hiicreye yayilmasina izin verir. Aslinda, maya
hiicreleri, yagda ¢oziinen malzemeler i¢in iyi bir kapsiilleme ortamidir. Hiicre duvari
Ozellikleri kapstillenecek maddenin hiicre i¢ine alinmasinda 6nemli bir rol oynar ¢iinkii ilk
temas hiicre ve molekiil arasinda gergeklesir. Bu nedenle, hidrofobik bir hiicre duvari,
yaglar gibi hidrofobik molekiillerin kapsiillenmesi i¢in ¢ok uygundur (Shi ve dig, 2008).
Maya kapsiillemesinin ana mekanizmasi; aktif materyalin elektrostatik 6zellikler agisindan
hiicre duvarina yapismasi ve daha sonra hiicre gozenekliligi 6zelligi acisindan pasif

difiizyon yoluyla aktif materyalin niifuz etmesidir (Ciamponi ve dig, 2012).

Enkapsiilasyon teknolojisi ile bircok biyoaktif degere sahip gida veya gida
bilesenleri kapsiillenmistir. Ornek olarak; berberin (Salari ve dig, 2013; Salari ve dig,
2015), klorojenik asit (Shi ve dig, 2007), probiyotik bakteri (Mokhtari ve dig, 2017),
zerdegal (Paramera ve dig, 2011b), enzim (Chow ve Palecek 2004; Shi ve dig, 2014),
karoten (Pham-Hong ve dig, 2018), kurkumin (Paramera ve dig, 2011a), aroma maddeleri
(Pham-Hoang ve dig, 2016; Normand ve dig, 2005; Dardelle ve dig, 2007; Sultana ve dig,



2017), karvakrol (Silva Lima ve dig, 2017), balik yagi (Czerniak ve dig, 2015), semiz otu
cekirdegi yag1 (Kavosi ve dig, 2017), hibiskus ekstrakt1 (Nguyen ve dig, 2018) ve ¢orekotu
yag1 (Kahraman, 2020) verilebilir. Farkli maya tiirleri 6rnegin, Saccharomyces cerevisiae
basta olmak ftizere, Candida utilis, Kluyveromyces fragilis, Torulopsis lipofera ve
Endomyces vernalis enkapsiilasyon teknolojisinde kabuk materyal olarak kullanilmaktadir
(Ciamponi ve dig, 2012).

Bu calisma ile, endiistriyel iiretimde yan tiriin olarak ortaya ¢ikan, fakat sahip
oldugu major ve minor bilesenler sayesinde yliksek besin degerine ve biyoaktif 6zelliklere
sahip ruseym yaginin basta oksidasyon olmak iizere pek ¢ok bozulma reaksiyonuna karsi

gosterdigi hassasiyet problemini kapsiilasyon islemi ile ¢ozmek hedeflenmistir.

Bu baglamda maya hiicrelerinin bir kismi plazmoliz islemine tabi tutulmus,
plazmoliz edilen ve edilmeyen kabuk materyalleri hazirlanmis, ruseym yagi farkli maya
hiicreleri ile kapsiile edilmistir. Elde edilen kapsiillerin karakterizasyon testleri yapilmis ve
en yiikksek etkinlik degerinin oldugu formiilasyon belirlenmistir. Maya enkapsiillerin
oksidasyondan koruma basarisini belirlemek amaci ile gesitli oksidasyon testleri (ransimat
ve firin testi) yapilmis ve ¢alisma kapsaminda ruseym yagindaki oksidatif stabilite gelisimi

takip edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE UYGULAMALAR

2.1 Ruseym Yagi

Graminae familyasi, Triticum cinsine ait olan bugday insan beslenmesinin temel
besin maddelerinden birisidir. Sadece insan diyetinde degil ayni zamanda hayvan
yemlerinde de kullanimi1 ve ayrica kepek, nisasta ve protein gibi yan iiriin eldesine kaynak
olusturacak potansiyele sahip olmasi nedeniyle gida sektorii igin stratejik bir tiriindiir
(Aydogan ve Soylu, 2017). Bugday genellikle un ve diger iirtinlerin {iretimi ig¢in farkl
teknikler kullanilarak o6giitiilmektedir. Unun depolanmasi siiresince oksidasyon ve
acillasma problemini en aza indirmek amaciyla tanenin %2.5-3.8’ini olusturan ruseym
kismu yan {riin olarak 6giitme esnasinda undan ayrilmaktadir (Ghafoor ve dig, 2017; Zou

ve dig, 2018).

Ruseym yaklasik %8-14 arasinda yag icermektedir. Ruseymin yag igerigi
ekstraksiyon metoduna, ruseymin safligina, bugday tiiriine ve bugdaymn yetistirilme
kosullarma gore degismektedir. Laboratuvar sartlarinda ayrilan saf ruseymlerin yag
icerikleri ticari degirmenlerde elde edilen ruseymlere gére daha yiiksektir. Bu durumun
sebebi ticari islemler sirasindaki bir miktar yagin un biinyesine gegmesi ve bdylece

meydana gelen yag kayiplaridir (Aydogan ve Soylu, 2017).

2.1.1 Ruseym ya@ iiretim yontemleri

Ruseym yag1 mekanik presleme, organik ¢oziicii ekstraksiyonu, siiper kritik sivi
ekstraksiyonu ve basingli solvent ekstraksiyonu ile elde edilebilir. Organik ¢oziicii
ekstraksiyon yonteminde yagin %99'u geri kazanilabilmektedir. Ruseym yagi eldesinde
hekzanin yani sira, daha nadir olmakla birlikte, etanol ve 1,2-dikloroetan kullanilmaktadir
(Barnes, 1983). Siiper kritik CO- destekli ekstraksiyon ve mekanik presleme gibi teknikler
yiiksek sicaklik uygulamasindan kaginarak ruseym yagindaki beslenme agisindan 6nemli

ve 1stya duyarl bilesenlerin bozulmasimi en aza indirmektedir (Ozcan ve dig, 2013).

Mekanik  prosediirler ¢oziiciisiiz  yag  verebilmektedir, ancak hekzan
ekstraksiyonundan daha diisiik verim elde edilebilmektedir (Brandolini ve Hidalgo, 2012).
Bu nedenlerle ruseym yagmnin kalitesi ve sanayilesmesi ig¢in, ¢esitli ekstraksiyon
yontemlerinin etkileri ve ilgili ekstraksiyon degiskenlerinin dikkate alinmasi olduk¢a 6nem

teskil etmektedir (Ghafoor ve dig, 2017).



2.1.2 Ruseym yaginin besin degeri

Birgok farkli teknikle ruseymden elde edilen yag, oldukca yiiksek besin degerine
sahip ¢ok 6zel bir gida bilesenidir (Ghafoor ve dig, 2017; Eisenmenger ve Dunford 2008;
Kan, 2012). Bugday tiiriine ve tiretim prosesine bagli olarak ruseym yaginin sahip oldugu
bilesenler degismekle birlikte, genel olarak yiiksek miktarda tokoferol (a, B, y ve 9 ),
fitosterol (sterol, 4-metil sterol ve triterpenoller), vitamin, fenolik madde ve esansiyel yag
asitleri (%42-59 linoleik asit, %2-28 oleik asit, %11-19 palmitik asit, %2-11 alfa-linolenik
asit) igerigine sahip oldugu yapilan birgok ¢alismada belirtilmistir (Karabacak ve dig,
2011).

Ruseym yaginin yag asidi bilesimi, bugday ¢esidine, tohum 6zelliklerine (olgunluk,
eksime, kalite vb.), ayirma yontemine, depolama ve ekstraksiyon kosullarina bagli olarak
%S5 ile %25 arasinda degisebilmektedir (Tokusoglu ve Hall, 2011). Ruseym yagi,
trigliseritlerin %80'ini olusturan ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan zengindir.
Trigliseridlerin %42-59'unu olusturan linoleik asit (18:2) ruseym yaginda bulunan major
yag asididir. Ardindan palmitik (16:0) ve oleik asit (18:1) gelmektedir. Doymus bir yag
asidi olan stearik asit genellikle %2'den az oranda bulunmaktadir. Genel olarak palmitik
(%13-20), stearik (%2), oleik (%14-23), linoleik (%51-60) ve linolenik (%4-12) asit
bulunmaktadir (Brandolini ve Hidalgo, 2012; Barnes, 1983; Zou, 2018). Yiiksek miktarda
linolenik asit (18:3) yag1 oksidatif acilasmaya karsi hassas hale getirir, ancak ruseym
yagindaki yiiksek diizeyde ¢oklu doymamis yag asitleri insan sagligi icin 6nemlidir ve
amag¢ gida {irinlerindeki doymus yag miktarini azaltmak oldugundan, gida triinlerinde
kullanim i¢in degerli bir 6zellik olarak kabul edilmektedir (Barnes, 1983; Ghafoor ve dig,
2017).

Bugday ruseyminin lipit igerigi unun ekstraksiyon indeksine baglidir. Bu lipitler,
farkli oranlarda polar olmayan lipitler, glikolipitler ve fosfolipitleri i¢ermektedir.
Bugdaydaki lipit bilesimi i¢in rapor edilen verilerin ¢ogu, polar coziiciilerle ekstrakte
edilen yaglarla ilgilidir. Neredeyse tamamen polar olmayan lipitlerden olusan bes ticari
yagin toplam polar lipit igerigi %0.2-1.8 ve Soxhlet hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen

yagin polar lipit igerigi ise %3.6-10.1 araliginda degismektedir (Ghafoor ve dig, 2017).

Polar olmayan simf lipitler %4-6 steril esterleri, %82-89 trigliseridleri, %6 serbest
yag asitlerini, %4-11 digliseridleri ve %1 monogliseridleri icermektedir. Trigliseridler, tim

yag orneklerinde major bilesenlerdir. Hidrolitik acilagsma seviyesindeki farkliliklar, serbest



yag asidi oranindaki degisiklikten kaynaklanmaktadir (Barnes, 1983). Serbest yag asitleri
gida maddelerinde acilagsmaya sebep oldugundan dolay1 istenmemektedir (Brandolini ve
Hidalgo, 2012). Serbest yag asitligi, ruseym yaginda genellikle %6’dan azdir fakat yag
ekstraksiyonu Oncesi ruseyme yapilan on islemler ve ektraksiyon isleminin degisken
kosullarina gore bu deger %25’lere yiikselebilmektedir. Mekanik presleme ile elde edilen
ruseym yagindaki serbest yag asitinin, solvent ekstraksiyonuna gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Serbest yag asitlerinin gida iirlinlerinde sabunsu ve ac1 bir tat birakmalari

istenmeyen ve kaliteyi diisiiren bir durum olusturmaktadir (Firestone, 1999).

Ruseym yag1 %4.16 oraninda sabunlagsmayan madde icermekte ve sabunlagmayan
madde miktar1 diger yaglara gore olduke¢a yiiksektir (Kan, 2012; Ghafoor ve dig, 2017).
Ruseym yaginin kiitle spektrum analizi ile incelenmesi sonucunda sabunlagsmayan bes
farkli madde belirlemis, bunlar; B-sterol (%64.64), skualen, kolesterol, kampesterol, ve
fukosteroldiir (Niu ve dig, 2013), tokoller ve n-alkanoller ise sabunlagsmayan fraksiyonun

mindr bilesenleri olmalarina ragmen, ticari olarak 6nemlidir (Barnes, 1983).

Sekil 2.1°de kimyasal yapisi gosterilen ve yenilebilir tahil tohumu yaglarinda
bulunan tokoller, fotosentetik organizmalar tarafindan iiretilen, tokoferoller (doymus fitil
grubu) veya tokotrienoller (iic doymamis fitil grubu) olarak siniflandirilan ve yagda

¢Oziinebilen antioksidanlardir.
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Sekil 2.1 : Tokoferol ve tokotrienollerin kimyasal yapis1 (Ozer ve Sarigoban, 2010).

Tokoller, hidroksil grubunun hidrojenini lipit peroksil radikaline vererek
antioksidatif aktivite gostermektedirler ve bu sayede ruseym yaginda bulunan diger
oksidasyona duyarli bilesenlerin oksidasyonunu onlemektedirler. Ruseym yaginin, diger
yenilebilen bitkisel yaglar arasinda en yiiksek tokoferol igerigine sahip oldugu
bilinmektedir ve tokoferol ruseym yaginda toplam sabunlagsmayan madde igeriginin

%18’ini olusturmaktadir  (Eisenmenger ve Dunford, 2007). Biitiin tokoferoller ve



tokotrienoller esterlesmedik¢e antioksidan aktivitelerini siirdiirebilmektedirler. Genel
olarak yaglarin tat kalitesinin diismesinde Onemli etkisi olan hidroperoksi ve onlarin
serbest radikallerini tokoller stabilize ederek yagin oksidasyonunu engelleyici yonde
etkileri de bulunmaktadir. Ruseym yaginin oksidatif kararlilig1 ile tokol igerigi arasinda

giiclii bir iliski oldugu bilinmektedir (Arslan ve Kara, 2016).

Tokoferoller kromanol c¢ekirdegindeki metil gruplarinin sayisina ve konumuna
bagli olarak farkli formlara (a, B, v ve d) sahiptir. Bu tokoferollerin antioksidan aktivitesi
a'dan d'ye ylkselirken, vitamin aktivitesi ve peroksit radikalleri ile reaksiyon insidansi
azalmaktadir (Ghafoor ve dig, 2017). Bir kilogram ruseym yaginda bulunan a, B, y ve 6-
tokoferol miktarlar1 sirasiyla yaklagik 1179, 398, 493 ve 118 mg diizeyinde oldugu
bilinmektedir (Megahad ve El Kinawy, 2002). Ruseym yaginda tespit edilen tokoferol ve
tokotrienol miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir. Ruseym yagi ayrica a, B, y ve o-
tokoferollere ek olarak daha kii¢iik miktarlarda 5,8-dimetil tokoferol, 7-metil tokotrienol,
ve 5,7-dimetil tokotrienol i¢cermektedir. Toplam tokokromanol igerigi 2000—3000 mg/kg
araliginda degismektedir (Chakrabarty, 2003).

Cizelge 2.1 : Ruseym yaginin tokoferol ve tokotrienol igerigi (Ghafoor ve dig, 2017).

Tokoferol ve tokotrienol Miktar (mg/100g)

a-tokoferol 133.0-256.0

a-tokotrienol 300-700
B-tokoferol 60-680

[-tokotrienol 250-360
y-tokoferol 6-700

y-tokotrienol -
d-tokoferol 27.1

o-tokotrienol —

Steroller, serbest ya da yag asitleri ile esterlesmis olarak bulunabilen ve steran
halkas1 igeren polisiklik alkollerdir. Esansiyel mindr bilesenlerden olan sterol molekiilii;
siklopentano penantren halkasina yani steroid ¢ekirdegine sahip hidroksillenmis polisiklik

izopentanoitten meydana gelen, 30 karbon atomu igeren yapilardir (Konuskan ve Alta,
2008).

Ruseym yaginda mevcut fitosterollerin baglica tiirleri Sekil 2.2’de kimyasal

formiilleri gosterilen; B-sitosterol, kampesterol, A°-avenasterol, A’-avenasterol, A’-
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stigmasterol, stigmasterol, brassikasterol ve kolesterol molekiilleridir. Bu bilesiklerin en
baskin olani %60-70 araliginda bulunan [-sitosterol ve %20-30 araliginda yer alan
kampesteroldiir (Barnes, 1983; Ghafoor ve dig, 2017; Eisenmenger ve Dunford, 2008).
Bircok biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 bilinen fitosteroller, ruseym yagina karakteristik
0zellik kazandirmaktadir. Bu nedenle de ruseym yagimin tanimlanmasi ve tagsisinin
tespitinde fitosterol analizi gerceklestirilmektedir (Ghafoor ve dig, 2017; Konuskan ve
Alta, 2008). Sterollerin 1s1l islem esnasinda polimerlesmeye karsi reaktif gibi davranis
gostererek yagin okside olmasina engel oldugu ve bdylece yagin bozulmasinit onledigi
bildirilmistir. Sterollerin etkinligi sicaklikla dogru orantili olarak artmaktadir (Konuskan ve
Alta, 2008).

BT ST
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Sekil 2.2 : Sterollerin kimyasal yapisi (Ates ve Velioglu, 2005).

Karotenoidler, ¢ogu fotosentetik organizma tarafindan {iiretilen yagda ¢oziinen
antioksidanlardir ve bir¢cok cicek ve meyvedeki sari, turuncu ve kirmizi renklerden

sorumludur. Bilinen iki karotenoid sinifi vardir: tetraterpenoid hidrokarbonlar olan
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karotenler ve molekiilde bulunan bir veya daha fazla oksijenli fonksiyona sahip
karotenoidler olan ksantofillerdir (Ghafoor ve dig, 2017). Karotenler, bitkilerde
kloroplastlarda hem 151k toplayict hem de 1518a duyarlilasmaya kars1 koruyucu olarak islev
goriirken, hayvanlar karotenoidleri sentezleyemez ve bu nedenle onlar1 gidalardan elde
etmelidirler (Brandolini ve Hidalgo, 2012).

[k literatiir verilerinde ruseym yaginin renginden sorumlu olan pigmentin ksantofil
ile ilgili oldugu ve ksantofilin yagdaki konsantrasyonu 60 mg/kg diizeyinde oldugu bilgisi
yer almaktadir. Daha sonra ise ruseym yaginda lutein ve kriptoksantin bilesenleri de
belirlenmistir. Ruseym yagindaki karotenoidlerin %71-88 ksantofil, %2-17 ksantofil
esterler ve %10-12 karoten igerdigi tespit edilmistir (Ghafoor ve dig, 2017).

Ticari yaglarin karotenoid igeriginin diisiik olmasi, presleme veya rafine etme
sirasinda meydana gelen oksidasyon ile agiklanmis ve sadece karotenoidler degil ayni
zamanda flavonoid glikozitlerin de ruseym yaginin sar1 rengine katkida bulundugu tespit
edilmistir (Barnes, 1982-1983). Cesitli bugday tiirlerinde farkli tiir ve miktarlarda
karotenoidler belirlenmis, bunlar arasinda lutein, zeaksantin, PB-kriptoksantin ve [-
karotenin yer aldig: bildirilmistir. Yapilan arastirmalar miktarinin tarimsal kosullara bagh
olarak farkli bugday c¢esitleri i¢cin degiskenlik gdsterdigini belirtmektedir (Tokusoglu ve
Hall, 2011). Lutein ve B-karoten’in kimyasal yapis1 Sekil 2.3’te verilmistir.

OH

Lutein

p-Karoten

Sekil 2.3 : Lutein ve 3-karoten’in kimyasal yapisi (Tiirkcan ve Okmen, 2012).
2.1.3 Ruseym yaginin fonksiyonel aktivitesi ve saghkla iliskisi

Ruseym yagi1 sahip oldugu biyoaktif bilesenlerin bir fonksiyonu olarak cesitli
biyolojik aktiviteler ve saglik tizerinde pek ¢ok olumlu etkiler sergilemektedir. Bahsi gegen
olumlu etkiler arasinda, ruseym yagimnin plazma ve karaciger kolesterol seviyelerini
diistirmesi ve yaslanma etkilerini azaltmaya yardimci olmasi (Kahlon, 1989), ruseym

yaginda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri prostaglandin olarak adlandirilan, anti-



inflamatuar ve kas kasilmasinda 6dnemli rol oynayan bir grup hormonun sentezinde gorev

almasi verilebilir. (Ghafoor ve dig, 2017; Megahad ve El Kinawy, 2002).

Ruseym yag tipta, kozmetik endiistrisinde ve vitamin iiretiminde kullanilmasinin
yan1 sira gidalarda, yemlerde, biyolojik olarak hasere kontroliinde, dolasim, kalp
rahatsizliklart ve zayifliklarinin tedavisinde de kullanilmaktadir (Brandolini ve Hidalgo,
2012). Ruseym yag lesitin, balik yagi ve sampuan formiilasyonlar: ile karigim halinde
kapsiil ve sise formlarinda halihazirda kullanilmaktadir. Ayrica ¢iftlik hayvanlari, yarig
atlar1 ve evcil hayvanlar i¢in gida takviyesi amaciyla da kullanimi s6z konusudur.
Tokollerin E vitamini aktivitesi yiiksektir ve E vitamini insan saglig1 i¢in gerekli besin
maddesi olarak kabul edilmektedir. a-tokoferol acisindan zengin ve kolaylikla temin

edilebilir olmasi sebebiyle ruseym yagi tercih sebebi olmaktadir (Barnes, 1983).

Ruseym yaginin kozmetik alanindaki kullanimi, cilt yaslanmasini 6nleyen veya
yavaglatan seramidler igermesinden kaynaklanmaktadir. Seramid iiretimi i¢in gerekli
enzim sfingomiyelinazdir ve aktivitesinin azalmasi cilt yaslanmas1 ile iliskilidir.
Seramidlerin cildi koruma ve nemlendirme etkisinin yani sira cilt izerinde nemlendirici ve
yatistirict etkilere sahip E vitamini yoniinden zengin ruseym yagi ile birlikte nemlendirme
aktivitesini artirtlabilirmektedir (Ghafoor ve dig, 2017).Yiiksek tokoferol (1300-2700
mg/kg) ve karotenoid (56 mg/kg) icerigi nedeniyle iyi bir antioksidandir ve ayrica pek ¢ok
hastaliga kars1 korunmada ve hiicre membraninin stabilizasyonunda Onemli roller
istlenmistir (Megahad ve El Kinawy, 2002; Brandolini ve Hidalgo, 2012). Tokoferoller
diisik  yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu inhibe ederek arter
mikrosirkiilasyonda iyilesme saglamakta ve kalp-damar hastaliklarina yakalanma riskini
azaltmaktadir (Megahad ve El Kinawy, 2002). Antioksidanlar, UV radyasyonuna maruz
kalan ciltte hiicre degisikliklerine, 1s1ikla indiiklenen immiinosupresyona ve lipit
peroksidasyon artigina neden olan serbest radikalleri onemli 6l¢iide azaltmaktadir. Farkli E
vitamini tiirevlerinin serbest radikal {iretimine kars1 aktiviteye sahip oldugu ve serbest
radikal iiretimini azalttig1 gosterilmistir. Yiksek E vitamini icerigi nedeniyle ruseym yagi,
venius ve arteryel mikro dolagimi hizlandirici etki etmekte, damarlardaki kan akisina

yardime1 olmakta ve dekonjesyonu kolaylagtirmaktadir (Ghafoor ve dig, 2017).

Ruseym yag1 kolesterol diisiiriicli etkilere neden olan iki grup alkol igermektedir,
bunlar: polikozanoller ve fitosterollerdir. Polikozanoller; dokozanol (C22), tetrakozanol
(C24), hekzakozanol (C26), oktakozanol (C28) ve triakontanol (C30) 'diir. Ruseym
yaginda bulunan major fitosterollerin sitosterol (%60-70), kampesterol (%20-30)’den
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olustugu ve diger ticari yaglarla kiyaslandiginda ruseym yagimin daha fazla fitosterol
icerdigi bilinmektedir. Sabunlagsmayan maddenin biiylik bir boliimiinii olusturan steroller,
ruseym yagindaki énemli biyoaktif bilesenlerden biridir ve kan kolesteroliinti diistirme ve

kardiyovaskiiler hastalik prevalansini azaltma tizerinde etkisi vardir (Jha ve dig, 2013).

Oktakozanol, ozellikle egzersiz performansi, trombosit agregasyonu ve plazma
kolesterol seviyeleri gibi insan saglig: ile ilgili bircok alanda bir¢ok yararl etkiye sahiptir.
(Ghafoor ve dig, 2017). Baz1 patojenik bakterilere karsi ruseym yaginin antibakteriyel
aktivitesi test edilmis ve Listeria monositogenler ve Staphylococcus aureus 'un en duyarli
suglar oldugu, ardindan Escherichia coli ve Salmonella enterica nin oldugu gozlenmistir
(Mahmoud ve Mohdal, 2015). Cizelge 2.2 ruseym yag1 bilesenleri ve biyoaktif 6zellikleri

gostermektedir.

Cizelge 2.2 : Ruseym yagi bilesenleri ve fonksiyonel 6zellikleri (Ghafoor ve dig, 2017).

Bilesen Fonksiyonel kullanimlar/biyolojik 6zellikler

Tokoferoller/E vitamini ve tiirevleri Lipit peroksidasyonu, cildi nemlendirme,
serbest radikal siipiirme, bazi cilt
hastaliklarina kars aktivite, dolagim sistemi

mikrosirkiilasyonunda iyilesme

Oktakosanol
Karotenoidler
Vitaminler (A, B1, B2, B3, B5, B6)

Mineraller (demir, ¢inko, potasyum,
magnezyum)

Seramidler

Linoleik asit ve ¢oklu doymamis yag
asitleri

Dihidro-y-sitosterol ile esterlestirilmis
ferulik asit
Ruseym yagi veya ruseym yaginin
islenmemis ekstraktlari

Polikozanoller, oktakozanol ve
fitosteroller

Fiziksel performans1 iyilestirme
Serbest radikalleri siipiirme
Beslenme ve saglik yarari

Beslenme ve saglik yarari

Cilt yaglanmasini geciktirme, serbest
radikalleri siipiirme, antienflamatuar aktivite

Cilt yatistirma ve nemlendirme
Serbest radikalleri siiplirme

Antibakteriyel aktivite, hiicre degisikliklerini
Onleme, 1sinla indiiklenen cilt hastaliklar1 ve
lipit peroksidasyonunu 6nleme, sag
dokiilmesinin 6nleme, fonksiyonel gida
gelistirmede kullanim, radyo dalgalarina
kars1 koruma ve yara iyilestirme

Kolesterol diistiriicii etkiler, trombosit
agregasyonunu dnleme, fiziksel performansi
lyilestirme
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Insanlarda karotenoidler cesitli islevlerde rol oynarlar. Ozellikle énemli olan, A
vitamini biyosentezinde a- ve [-karotenlerin rolii, hiicresel iireme, normal embriyo ve fetiis
gelisimi, gorsel fonksiyonlar vb. icin énemli bir faktordiir (Zile, 1998). Insan sagligiyla
ilgili karotenoidlerin diger bir islevi, hiicreleri ve dokular1 serbest radikallerden ve tekli
oksijenden koruyan antioksidan aktiviteleridir. Ozellikle lutein ve zeaksantin, retinanin
makula bolgesinin korunmasinda ve kataraktlarin onlenmesinde temel bir role sahiptir;
diger yararli eylemler arasinda bagisiklik tepkisinin giiclendirilmesi, giines radyasyonuna
kars1 koruma, bazi kanser gesitlerinin engellenmesi ve dejeneratif ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6nlenmesi yer almaktadir. Ayni1 zamanda karotenoidler gibi bitki pigmentleri,
tekli molekiiler oksijen ve peroksil radikallerini ortadan kaldirabilen etkili
antioksidanlardir. Diger antioksidanlarla sinerjik iliski kurduklarindan insan viicudundaki

antioksidan savunma sisteminde énemli bir rol oynamaktadirlar (Stahl ve Sies, 2003).

2.1.4 Ruseym yaginin kullanim

Yiiksek miktarlarda ¢oklu doymamis yag asidi, mineral ve element iceriklerinin
varlig1 nedeniyle ruseym yag1 diyetetik olarak degerlidir. Besin agisindan 6nemli makro ve
mikro elementler, yag bilesiminin 6nemli bir boliimiinii olusturur (Kan, 2012). Ruseym
yag1 yliksek miktarda tokoferol igermesi nedeniyle yiiksek miktarda doymamis yag asidi
iceren yaglara gore daha kararlidir. Bu bilesenlerden bazilari, kaliteli gida iiriinii olarak
ruseym yagi kullaniminin tesis edilmesinde veya tibbi Onemi olan nutrasétiklerin
gelistirilmesinde onemlidir (Ghafoor ve dig, 2017). Biyoaktif bilesen igerigi ve buna bagl
olarak fonksiyonalitesi yiiksek olan ruseym yaginin, iiretim tekniklerinin ve 6zelliklerinin
incelenmesi, ayni zamanda tiiketime dahil edilme yollar1 son zamanlarda biiyik ilgi
uyandirmaktadir. Fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 ruseym yaginin diyetlerde daha fazla

yer almasi gerektigi onerilmektedir (Karabacak ve dig, 2011; Yazicioglu ve dig, 2015).

Ruseym yagi, tokoferollerin varligi ile sadece lipit peroksidasyonunun énlenmesi
icin faydali olmakla kalmaz, ayn1 zamanda serbest radikallere kars1 hiicresel savunmay1
gelistirdigi i¢in nutrasotiklerin gelisiminde iyi bir kaynak olabilir (Chakrabarty, 2003).
Antioksidan etkisi daha once tespit edilmis olan tokoferollerin yani sira steroller ve
karotenoidler gibi diger bilesenlerin de lipit peroksidasyonunu onleyebilecegi bildirilmistir.
Karotenoidlerin ve tokollerin dogal antioksidan aktivitesi, gida {irlinlerinin tazeligini ve raf
omriinii korumada pozitif fonksiyonel 6zelliklerini tamamlayabilir, bu nedenle sentetik

antioksidanlara dogal bir alternatif olmaktadirlar (Zhu ve dig, 2011).
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Ruseym taneden ayrilir ayrilmaz gergeklesen hidrolitik ve oksidatif reaksiyonlar
sonucu elde edilen yag acilasmaya baglar ve raf omri kisalir. Oksijen, sicaklik ve
ambalajin gecirgenlik durumu gibi etmenler de oksidatif reaksiyonlar1 hizlandirmaktadir
(Ceylan ve dig, 2020). Baslica lipaz enziminin aktivitesi sonucu agiga ¢ikan serbest yag
asitleri igerigi baslangicta %6’dan azdir ancak ruseymin ayrilmasi, depolanmasi ve yag
ekstraksiyonunun kontrolsiiz yapilmast halinde bu deger %25’lere yiikselebilmektedir.
Megahed (2011), periyodik saklama sirasinda ruseym yaginin lipaz aktivitesi ile ilgili bir
calisma yapmis ve yagin asit degerinin baslangic degerine (14.88 mg/g) kiyasla kademeli
olarak artarak maksimum 23.46 (mg/g) 'a ulastigin1 gézlemlemistir. Ancak 70°C'de 15, 30
ve 60 dakika lipaz inhibisyonu sirasinda asit degeri 60 dakikadan sonra 14.88'den 12.02
mg/g'a dismistiir. Bu ¢alismada, enzim aktivitesinin 70°C'de ve 30. dakikadan sonra asit
degerinin uygun bir degere ulastigi belirlenmistir. Yapisinda bulunan ve antioksidan
ozellik tastyan tokoferol ve karotenoidlerin 1s1 stabilitesinin diisiik olmas1 sebebiyle 20 dk
kizartma islemi sonucunda toplam tokoferol icerigi %38.8, karotenoid igerigi ise %65,76
oraninda azaldig1 bildirilmistir (Zou ve dig, 2018). Ayrica ¢oklu doymamis yag asitlerinin
varlig1 nedeni ile oksidasyona oldukca meyilli bir yapiya sahip olmasi hem diyetlerde
dogrudan kullanimini, hem de {iretim hattina dahil edilmesini zora sokmaktadir
(Yazicioglu ve dig, 2015). Gergeklesen bu reaksiyonlar sonucu goriilen duyusal ve besinsel
kayiplar nedeniyle ruseym kisa siirede tiiketilemeyecek hale gelmektedir. Bu kayiplari
onlemek amaciyla uygulanan birgok yontemdeki yliksek sicaklik uygulamalari, ruseymin
besinsel Ogelerine zarar vermekte hatta Maillard reaksiyonunu tetikleyerek ruseymin

besinsel kalitesini ve fonksiyonalitesini diisiirmektedir (Kahveci ve Ozkaya, 1990).

Antioksidan kullanimi ile ruseym yaginin oksidasyon problemi asilmaya calisilsa
bile kullanilan antioksidanin gidanin tadi, rengi, aromasina uyum gosterememesi ve ayrica
iiretim hattindaki olumsuz kosullara (1s1l islem, oksijen ve 151k) hassasiyet tasimasi nedeni
ile farkli ¢6ziimler aranmaktadir. Ayn1 zamanda kizil Gtesi, epoksi bilesikleri, nem azaltma
ve mikrodalga gibi yaklagimlar ile ruseym yaginin raf dmriinii iyilestirmeye dair birgok
caligma yapilmigtir (Al-Obaidi ve dig, 2013). Ancak bu calismalar ruseym iiriinlerinin
besleyici degerini olumsuz etkileyebildiginden, enzim inaktivasyonu ve ruseym
stabilizasyonu i¢in uygun bir yontemin sec¢ilmesi ruseym yagi ve ruseym igeren iirlinlerin
ticarilestirilmesi i¢cin 6nemlidir. Ruseym yaginin sahip oldugu besin igeriginin stabilitesini
saglamak, siirdiirmek ve korumak amaciyla enkapsiilasyon yontemleri kullanilmistir

(Karadeniz ve dig, 2018; Yazicioglu ve dig, 2015; Feltre ve dig, 2020).
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2.2 Enkapsiilasyon

Pek ¢ok gida biyoaktif bileseni, isleme ve c¢evresel kosullara duyarlidir ve bu
nedenle hem biyoaktif bilesenin hem de kullanildig1 gida iiriinlerinin raf émriinii artirmak

icin kararliliklarin1 gelistirmek gerekmektedir.

Enkapsiilasyon, aktif bilesenin (6rnegin, bir nutrasétik), matriks, kaplayici madde,
zar/membran, kabuk, kapsiil, tasiyict materyal, duvar materyali, dis faz, matriks veya
enkapsiilan olarak adlandirilabilen ikincil bir malzeme iginde tutuklanmasi islemidir.
Enkapsiile edilen aktif bilesene; 6z madde, ¢ekirdek, merkez, aktif ajan, dolgu maddesi, i¢
faz veya tasinan yiik fazi da denilmektedir. Enkapsiiller tek duvara sahip olabildigi gibi
kalinlig1 degiskenlik gdsteren coklu tabakalar (kabuk) dan da olusabilmektedir (Fang ve
Bhandari 2010). Bu islem sonucunda birka¢ nanometreden birka¢ mikrometreye kadar
degisen ¢aplara sahip enkapsiiller iiretilmektedir (Pham ve dig, 2013). Kati, siv1 ve gaz
formlarda bulunan saf ya da karisim haldeki merkez materyalin enkapsiilasyonu ile
kontrollii salinim yapilabilmektedir. Bdylelikle enkapsiilasyonun hassas bilesenin
korunmasi ve stabilizasyonunda anahtar rol oynayabilecegi sdylenebilmektedir. Gidalarda
enkapsiilasyon islemi baslica iiriiniin raf Omriiniin gelistirilmesi ve merkez maddenin
kontrollii saliniminin saglanmasi gibi hedeflere hizmet etmektedir (Troise ve Fogliano

2013).

Enkapsiile edilmis aktif bilesen, istenen yerde ve zamanda bir tetikleyici tarafindan
salmana kadar dis ortamdan korunmaktadir. Istenilen yap1 ve islevsellige sahip
kapstillenmis bir bilesen tasarlarken dikkate alinmasi gereken temel hususlar asagida

siralanmistir (Augustin ve Sanguansri 2012):

e Aktif materyal, duvar materyali ve bilesenlerinin fizikokimyasal 6zellikleri,
e Aktif materyal ve duvar materyalinin ¢esitli ortamlardaki stabilitesi,
o Aktif materyal ve duvar materyali arasindaki etkilesimler,

e Kapsiillenmis bileseni hazirlamak icin kullanilan teknoloji.

Bu hususlar, kapsiillenmis bilesenin korunmas1 gereken tiim siire¢ boyunca maruz
kalacagi kosullar g6z Oniinde bulundurularak, kapsiilleme isleminin iyilestirilmis
tasarimin1  amaglamaktadir. Enkapsiilasyon islemi ile nutrasotiklerin gida {retimi
prosesinde girdi halindeyken, gida {iretimi sirasinda, son iirliniin depolanmasi sirasinda

veya bir tetikleyicinin (Ornegin: pH, enzim aktivitesi, osmotik basing, sicaklik vb.) onlar
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gastrointestinal sistem boyunca salma zamanina kadar korumaktadir (Augustin ve
Sanguansri 2012-2014; McClements, 2012).

Gida uygulamalarinda amaglanan gida biyoaktifleri, nutrasdtikler veya sentetik
bilesikler i¢in dagitim sistemleri tasarlarken, yalnmizca giivenli olarak kabul edilen
bilesenler kullanilabilir. Bu bakimdan gida sinifi olmayan sentetik polimerlerin
kullanilabildigi farmasotik endiistrisinden farkli olarak gida endiistrisinde daha kisa bir
enkapsiilan malzemeler listesi bulunmaktadir (Augustin ve Sanguansri, 2014).
Enkapsiilasyon ile gida biyoaktif bilesenleri igin basta fonksiyonelligin ve stabilitenin
gelistirilmesinin yani sira gidalarin islenmesi, depolamasi ve tasinmasi sirasinda 151k, nem,
oksijen ve 1s1 gibi ¢evresel faktdrlerden korunmasina olanak saglamaktadir. Bunun yani
sira sagladig diger yararlari sunlardir (Zuidam ve Heinrich, 2010; Ghorani ve Tucker,

2015; Fathi ve dig, 2014; Echegoyen ve dig, 2017);

e Islemede kullanim kolayligini arttirmak (s1vi maddenin toz haline doniistiiriilmesi),

e Son iriindeki stabilitenin arttirilmasina bagli olarak igleme sirasinda aktif
materyalin daha az miktarda kullanimina olanak tanimak,

e Fizikokimyasal 6zelliklerini diizenleyebilmek ve koruyabilmek (partikiil boyutu,
yapi, yag ya da suda ¢oziinme),

o Aktif bilesigin fiziksel Ozelliklerinin korunmasi ve bu sayede taginmasini
kolaylastirmak,

e Kaplama materyali sayesinde aktif bilesigin tat ve kokusunu maskelemek,

e Diger bilesiklerle reaksiyona girme egilimini engellemeye bagli olarak stabiliteyi
korumak,

o Aktif bilesigin nerede ve ne zaman ¢alismasini miimkiin olacagini bilmek gibi

avantajlar saglamaktadir.

Kontrollii salinim, enkapsiilasyon yonteminin sagladigi en 6nemli fonksiyonel
ozelliktir. Aktif bilesigin salinima baslayacagi hedef ortamin kosullarina gore bir kabuk
materyal tasarimi-kullanimi ile aktif bilesigin etkinligi artmakta ve baslangicta
kullanilmast gereken doz hesaplanabilmektedir. Sonu¢ olarak gida endiistrisinde

kullanilacak tiriiniin maliyeti iyilestirilebilmektedir (Anu ve Anandharamakrishnan, 2014).

Gida uygulamalarina yonelik secilmis nutrasétiklerin  kapsiillenmesiyle elde

edilebilecek potansiyel faydalardan bazilari ise Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3 : Enkapsiilasyon uygulamalar1 ve faydalar1 (Augustin ve Sanguansri, 2014).

Nutrasdtik Enkapsiilasyonun potansiyel faydalari

Omega-3 yag asitleri Oksidasyona karsi koruma, toz bigimi (kolaylik),
tat maskeleme, kontrollii salim, su bazl yiyecek
ve igeceklere dahil etme

Probiyotikler Depolama sirasinda gelistirilmis canlilik, gida
triinlerinde koruma, mide asitleri ve safradan
koruma

Fenolik bilesikler ve polifenoller Tat maskeleme, gelistirilmis ¢oziiniirliik, gida

iirlinlerine kolaylastirilmis katilim, gelistirilmis
biyoyararlanim

Lipofilik fitokimyasallar (6rnegin, = Oksidasyona kars1 koruma, toz bi¢imi (kolaylik),

karotenoidler, tokoferoller) Kontrollii salim, su bazli yiyecek ve igeceklere

dahil etme
Biyoaktif peptitler Acilik ve burukluk maskeleme, asidik

ortamlardan koruma, kontrollii teslimat

Mineraller (Fe, Zn, K, Mg) Tat maskeleme, istenmeyen etkilesimlerden
kaginma (6rnegin, Fe-katalizli yag oksidasyonu,
Ca kaynakli protein ¢okelmesi)

Vitaminler Bozulmaya karsi koruma, tat maskeleme,
kontrollii salim, yagda ¢dziinen vitaminlerin sulu
bazli yiyecek ve igeceklere dahil etme

Enkapsiilasyon igleminin basarisinda kaplanacak merkez ve kabuk materyallerinin
fizikokimyasal 6zellikleri biiylik 6nem tasimaktadir. Enkapsiile edilen aktif materyal, gida
tretiminin hangi agamasinda kullanilacak ise o asamadaki gidanin asitligi, su aktivitesi,
rengi, isleme kosullart ve depolama sicakligi gibi parametrelerin bilinmesi gerekmektedir.
Ciinkii gida {iretimi veya paketlenmesi sirasindaki fizikokimyasal sartlar degiskenlik
gosterebilmekte ve aktif bilesigin salinimi pH degisimine, mekaniksel kuvvet
uygulanmasina, sicakliga, zamana, enzim aktivitesine veya osmotik basinca bagli olarak
degismektedir. Yeni enkapsiilasyon teknolojilerinin bulunmas: ile birlikte ¢ok yliksek

fonksiyonel 6zelligi olan gidalar iiretilmektedir (Desai ve Park, 2005).

2.2.1 Enkapsiilasyon yontemleri

Gida endiistrisi tarafindan molekiillerin dagitimini kontrol etmek ve oksidasyondan
korumak i¢in alternatif ¢oziimler sunan bir¢ok farkli enkapsiilasyon teknigi mevcuttur
(Yazicioglu ve dig, 2015). Yapi, kompozisyon ve fizikokimyasal &zelliklerinin

degistirilmesine izin veren cesitli enkapsiil hazirlama yontemleri mevcuttur. Hazirlama
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yonteminin se¢imi kullanilan kabuk materyalin yapisina ve merkez materyalin ¢oziiniirliik
ozelligine gore belirlenmektedir. Ayrica merkez ve kabuk materyalin yani sira iiretilen

enkapsiiliin dahil edilecegi gida grubu ve prosesi de secilecek enkapsiilasyon yontemini

etkilemektedir (Desai ve Park, 2005).
Enkapsiil iiretiminde 3 temel basamak bulunur. Bunlar:

I.  kapsiillenecek materyalin etrafindaki duvar olusumunu saglamak,
ii.  merkezden istenmeyen sizintilar1 6nlemek,

iii.  istenmeyen materyallerin tutunmasini 6nlemek (Yazicioglu ve dig, 2015).

Enkapsiil iiretiminde kullanilan teknikler arasinda emiilsiyon, koaservasyon, sprey
kurutma, sprey sogutma, dondurarak kurutma, akiskan yatak kaplama, ekstriizyon,
santrifiijlii ekstriizyon, lipozom hapsetme, elektro-egirme ve elektropiiskiirtme yer
almaktadir (Garcia-Moreno ve dig, 2016). Gida endistrisinde kullanilan farkli

enkapsiilasyon yontemleri, kullanim alanlar1 ve iiriin formlar1 Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4 : Enkapsiilasyon yontemlerinin gida endiistrisindeki kullanim alanlar1 (Madene ve

dig, 2006).
Yontem Enkapsiilasyon Elde edilen Uygulama alanlari
yontemi iirlintin formu
Fiziksel Piiskiirtmeli kurutma Toz Sekerlemeler, siit tozu, hizli
¢ozilinebilir tathlar, gida
aromalar1, hizli ¢oziiniir
icecekler
Dondurarak kurutma Toz Gida aromalari, hizli ¢oziintir
icecekler
Piiskiirterek sogutma Toz Hazir yemekler, dondurma
Akiskan yatakta Toz/graniil Hazir yemekler, sekerlemeler
kurutma
Ekstriizyon Toz/graniil Hizli ¢6ziiniir igecekler, ¢aylar,
sekerlemeler
Aljinat kiirecikleri Graniil Pastacilik {iriinleri, icecekler,
probiyotik tiriinler
Kimyasal Koaservasyon Macun/toz/kapsiil Sakiz, dis macunu, unlu
mamiiller
Lipozom tutuklama Toz/kapsiil Sekerleme, siit tozu, hazir

tathilar, gida aromalari, hizli
¢Oziiniir icecekler
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2.2.2 Kabuk materyal gruplan

Merkez materyalleri hapsetmek, kaplamak veya kapsiillemek i¢in kullanilabilen
cok sayida kabuk materyal veya kabuk olusturucular bilinmektedir. Ancak, gida
uygulamalarinda kullanilacak kabuk materyallerin gida katki maddeleri i¢in gerekli
giivenlik diizenlemelerine sahip olmasi gerekmektedir. Ayrica bu katkilarin Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) veya Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan ‘Genel Olarak
Giivenli Kabul Edilir’ (GRAS) sertifikasina sahip olmasi gerekmektedir. Sonug olarak, ilag
kapstilleme i¢in yaygin olarak kabul edilen bazi bilesikler, gida endiistrisinde kullanim igin
onaylanmamigtir. Dahasi, farkli kitalar, ekonomiler veya {ilkeler igin farkli diizenlemeler
sOz konusu olabilir ve bu, iriinlerini ihra¢ etmek isteyen veya pazarlarini genisletmek

isteyen gida lireticilerinin ele almasi gereken bir sorundur (Wandrey ve dig, 2009).

Gida endiistrisinde kabuk materyalin kullanilabilirligi gida giivenligi ve insan
sagliginin disinda teknoloji agisindan da 6nemli olan birtakim 6zelliklere sahip olmalidir.

Kabuk materyalin sahip olmasi1 gereken ozellikler asagida siralanmustir.

e Merkez materyali stabilize etmeli,

e Merkez materyal ile reaksiyona girmemeli,

e Uygulanacagi proses 6zellikleri ile uyumlu olmali,

e Kapsiilasyon isleminde merkez materyal ile kapsiil olusturabilmeli,
e Uygulanacagi proseste stabil kalmali,

e Hedeflenen kosullarda ¢oziinebilmeli,

e Ekonomik olmalidir (Gouin, 2004).

Kabuk materyal gruplari genel olarak dogal ve sentetik polimerlerden olusmaktadir.
Sentetik polimerler, 6nceden sentezlenmis polimerler (polianhidrit, polikaprolakton,
polilaktik asit, polilaktik-ko-glikolik asit) ve enkapsiillerin hazirlanmasi esnasinda
sentezlenen polimerler (polisiyano-akrilat, polibiitilsiyano-akrilat) seklinde
smiflandirilabilir (Sengel-Tirk ve dig, 2007). Cizelge 2.5’te karbonhidrat, protein ve yag

temelli olan; bitkisel, hayvansal/mikrobiyel ve deniz gruplari listelenmistir.
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Cizelge 2.5 : Gida endiistrisinde kullanilan dogal kaynakli duvar malzemeleri (Wandrey

ve dig, 2009).
Kaynak Karbonhidrat Protein Lipit
Polimer
Bitkisel Nisasta ve tiirevleri Gluten (misir) Yag
asitleri/Alkolleri
Seliiloz ve tiirevleri izolatlar (soya) Gliseritler
Bitki extidatlar Vakslar
-Gum arabik
-Gum karaya
-Mesquite gum
Bitki extraktlari Fosfolipitler
-Galaktomannanlar
-Coziinlir soya
Polisakkarit
Hayvansal/Mikrobiyel Ksantan Kazeinler Yag
asitleri/Alkolleri
Gellan Siit proteinleri Gliseritler
Dekstran Jelatin Vakslar
Kitosan Fosfolipitler
Deniz Karrageenan
Aljinat

Yaglarin  enkapsiilasyonunda Bolim 2.2.1°de  bahsedilen enkapsiilasyon
yontemlerinin tamami kullanilabilmektedir. Biyoaktif yaglarin enkapsiilasyonuna dair
literatlir arastirmasi yapildiginda, ayni iiretim yontemi kullanilsa dahi kabuk materyaline
bagl olarak enkapsiilasyon etkinligi ve morfolojisi farkliliklar gosterebilmektedir (Capar,

2020).

Enkapsiilasyon teknolojisinde evrensel olarak kabul edilen bir iiretim yontemi
bulunmamaktadir ve ayni zamanda kullanilan kabuk materyallerinin farkli avantaj ve
dezavantajlart mevcuttur. Kullanilan enkapsiilasyon teknikleri ve kabuk materyaller ile
yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ~ (EE) (kapsiillenmis merkez materyalin baslangic
miktarina oraninin yiizdesi) ve yiiksek enkapsiil yiikleme kapasitesi (EY) (kapsiil i¢indeki
aktif madde kiitlesinin kapsiiliin kuru kiitlesine orani) degerine ulasilabilmektedir. Ancak
kullanilan toksik cozeltilerin kalintilar1 enkapsiillerde kalmaktadir. Her teknigin ve her
kabuk malzemesinin kendine 6zgii avantaj, dezavantaj ve diizenleme kisitlamalar1 (6rnegin
bazi lilkelerde kullanim kisitlamalarinin bulundugu siklodekstrin gibi) mevcuttur. Sonugcta
hala sicaklik, oksidasyon ve 1s1k kosullarina daha fazla direng gosteren, iiretiminde organik
solvent kullanilan ve iiretim yontemi merkez materyal igin tehdit olusturmayan spesifik

kapsiillere ihtiya¢ duyulmaktadir (Pham-Hoang ve dig, 2013; Czerniak ve dig, 2015).
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Bugiine kadar yapilan ¢ok sayida arastirma, bu sorunu iyilestirmek veya dogaya
yakin yeni bir kapsiilleme siirecini arastirmak igin yogunlagmistir. Dogadaki hassas
bilesenlerin hiicre i¢inde korunmasindan ilham alarak yapisal 6zellikleri bilinen mikrobiyal
hiicreyi kabuk materyal olarak degerlendirmistir. Dogada hassas bilesikler, bir tiir dogal
enkapsiil olan hiicrelerde korunmaktadir. Ornegin mikrobiyal hiicrelerin etrafi paketleme
malzemesine yakin bir karbonhidrat polimeri ve bir lipit membran1 gibi ¢eper bilesenleri

ile ¢evrelenmistir (Pham-Hoang ve dig, 2013).

Maya hiicreleri, hiicre ve cevresi ile aligverisi diizenleyen ve ozmotik basinci
kontrol eden koruyucu bir kapsiil gibi diisiiniilmiis ve enkapsiilasyon teknolojistlerine bir
model olusturmustur (Pham-Hoang ve dig, 2013). S6z konusu modelin zamanla
gelistirilmesi ile maya hiicrelerinin enkapsiilasyon teknolojisinde kullanimi oldukga
popliler bir uygulama alan1 bulmus ve elde edilen yiiklii enkapsiiller biyokapsiil olarak

nitelendirilmistir (Pham-Hoang ve dig, 2013; Pham-Hoang ve dig, 2018).

2.3 Enkapsiilasyonda Kabuk Materyal Olarak Saccharomyces cerevisiae

Maya hiicresi, hiicre duvar1 ve plazma membrani olmak {izere iki tabaka ile
cevrelenmis tek hiicreli 6karyotlardir (Osumi, 1998). Hiicrenin seklini belirlemek, ozmotik
basinca ve fiziksel tehditlere karst hiicreyi korumakla yiikiimli olan hiicre duvar elastik
bir yapiya sahiptir (Klis ve dig, 2002). Hiicre duvar1 100-200 nm kalinligindadir ve hiicre
kuru agirhigmin %15-25’ini olusturmaktadir. Hiicre duvarmin major yapisal bileseni
polisakkaritlerdir (%80-90). Yiiksek miktarda glukanlar, mannanlar, az miktarda da
kitinden olusan karbonhidrat agina proteinler gomiilmiis durumdadir. Bu proteinlerin
varligina ragmen yapi esas olarak hidrofilik oldugundan; hidrofobik bilesiklerin hiicreye
difiizyonunda siirlayici bir rol oynamaktadir (Osumi, 1998; Ciamponi ve dig, 2012;
Pham-Hoang ve dig, 2013; Klis ve dig, 2002; Lipke ve Ovalle, 1998).

Hiicre duvarimin ardindan hiicre igerigini ¢evreleyen tabaka; sitoplazma ya da
plazma membrani olarak adlandirilmaktadir. Bu tabaka, fosfolipitler, notral lipitler ve
sterollerden olusan ¢ift tabakali bir yapidir (Pham-Hoang ve dig, 2013). Maya hiicresinin

yapisi ve bilesenleri Sekil 2.4’te verilmistir.
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Hiicre Yap: Bilegenleri

Mannoprotzin

B-glukan ‘

Kitin ‘

Sekil 2.4 : Maya hiicresi yapi bilesenleri.

2.3.1 Maya hiicresinin kullanim alanlari

Mayalar, sarap ve ekmek gibi fermente {iriinlerin iiretiminde insanlik tarihinin eski
zamanlarindan beri varliklarin siirdiirmekte ve ayni zamanda fermantasyon teknolojisinin
temelini olusturmaktadir. Bazi maya suslar1 probiyotik 06zelliklerinden dolayr dogal
gastrointestinal florayr korumak ve eski haline getirebilmek i¢in kullanilmaktadir. Maya
hiicrelerinin bir kismi ile ayn1 zamanda gida bilesenlerinin {retimi, as1 Uretimi ve
biyoteknolojik olarak protein iiretimi gerceklestirilmektedir (Pham-Hoang ve dig, 2013;
Czerucka ve dig, 2007).

Maya hiicrelerinin insan sagligma olumlu etkileri kanitlandik¢a hiicrelerin farkli
alanlarda da kullanimi arastirilmis ve biyoyararlanimi ytliksek yenilik¢i yaklasimlara konu

edilmistir (Pham-Hoang ve dig, 2013).

2.3.2 Maya hiicrelerinin enkapsiilasyonda kullanim

Mikroorganizmalarin enkapsiilasyon i¢in uygun kabuk materyal olduklar fikri ilk
kez, 1973 wyilinda, bir plazmolizér ile 6n islemden gegirildiginde maya hiicrelerinin
(Saccharomyces cerevisiae) suda ¢oziiniir tat bilesiklerini emebildigini ve tutabildigini
gozlemleyen Serozym isimli laboratuvar tarafindan kabul edilmistir (Bishop ve dig, 1998).
1977 yilinda Shrank yag igerigi %40°dan daha fazla olan maya hiicrelerinin yagda ¢oziiniir
maddelerin enkaspiilasyonunda kullanim tekniginin patentini almistir (Pham-Hoang ve dig,
2013). 1982 yilinda ise Dunlop Ltd. tarafindan ksilen ve triasetin gibi tasiyici (lipit
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genisgletici) maddeler kullanilarak, maya hiicresinin lipit tabakasinda c¢oziinmeyen
maddelerin hiicre merkezine tasinmasi ve enkapsiile edilmesi isleminin patenti alinmigtir.
Ayni y1l AD2 Ltd. tarafindan, maya hiicreleri; merkez materyalin (6rnegin aromalar, ilaglar
ve bocek oOldiirticiiler) hiicre duvarindan pasif olarak gecebilen ve hiicre igerisinde
tutuklanabilen ¢ozeltileri ya da dispersiyon formlari igerisinde inkiibe edilerek
enkapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir. Islem boyunca maya icinde enkapsiilasyonun
normal lipit igerigine sahip hiicrelerle (<%5) ve lipit genisletici madde(ler) kullanilmadan
veya bir plazmolizator ile 6n islem yapilmadan miimkiin olduguna dair bir patent almistir.
Bu patent ayrica, onceki patentlere kiyasla daha yiiksek yiikleme kapasitesi (%50-75
agirlik/agirlik)  sunmustur.  Uretilen  mikrokapsiillerin ~ bir  siispansiyon  olarak
kullanilabilmesine veya havayla, dondurarak veya piiskiirtmeyle kurutma ile kurutulmasina
imkan vermektedir. Bu gelisme, parfiimlii kumas yumusatici bilesimlerin (Quest 1990a),
parfimlii agartict ve deterjan bilesimlerinin (Quest 1990b) ve amino asitler ve yaglarin
(BTTG 1990, 1994) kapsiillenmesini icerecek sekilde genisletmigstir. Ayrica Proctor ve
Gamble tarafindan 1993 yilinda, mayanin kokusunun giderilmesi igin bir proses

gelistirilmistir (Bishop ve dig, 1998).

Son wyillarda da arastirmacilar, yapisi ve besleyici faydalari nedeniyle maya
hiicrelerini enkapsiilasyonda yeni tasiyict malzeme olarak kullanmakla ilgilenmektedirler
(Sultana ve dig, 2017; Bishop ve dig, 1998).

Maya hiicreleri ile enkapsiilasyon prosesi mayanin merkez materyal etrafinda kilif
olusturmasi sonucunda (Mokhtari ve dig, 2017) veya hiicre icerisine merkez materyalin
girmesi ile gerceklesebilmektedir (Shi ve dig, 2007; Paramera ve dig, 2011a; Chow ve
Palecek, 2004; Silva Lima ve dig, 2017).

Tek basina hiicrenin kabuk olarak kullanildig1 yontem ile gerceklestirilen enkapsiil
tiretiminde merkez materyal hiicre duvarini ve plazma membranini asarak hiicre igine
girmekte ve burada tutunmaktadir. Merkez materyalin hareketi konsanstrasyon
gradientinden olusan farkla, pasif diflizyon ilkesi ile geceklesmektedir ve dolayisi ile
herhangi bir hiicresel ya da kimyasal enerji gerekmemektedir (Bishop ve dig, 1998,
Czerniak ve dig, 2015).

Merkez materyalin hiicre icerisine girmesi ile yapilan enkapsiilasyon prosesi
adhezyon, permeasyon ve hiicre icinde tutunma olmak iizere 1iic asamada

gerceklesmektedir (Pham-Hoang ve dig, 2013).
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Hiicre duvarinin ag yapisini olusturan polisakkaritlerin hidrofilik molekiillere
(Ciamponi ve dig, 2012), mannoproteinlerin ve hiicre duvari elektrostatik 6zelliginin ise
hidrofobik molekiillere kars1 (Pham-Hoang ve dig, 2013; Huong ve dig, 2006) bir afinite
olusturdugu bilinmektedir. Ancak plazma membran1 yapisindaki fosfolipitlerin lipozom
gibi davranmasi nedeni ile enkapsiile edilecek materyalin hidrofobik ya da hidrofilik
karakterde olmasinin adhezyon asamasi i¢in enkapsiilasyon basarisi agisindan ihmal
edilebilecek etkide oldugu bildirilmistir (Mokhtari ve dig, 2017; Paramera ve dig, 2011a;
Pham-Hoang ve dig, 2013; Salari ve dig, 2013).

Enkapsiilasyonda bir sonraki asama olan permeasyonun pasif difiizyon ile
gerceklestigi, merkez materyalin hiicre duvarindan gegmesinin Oncelikli olarak molekiil
biiyiikliigiine bagl oldugu; molekiil biiyiikliigii 400 000 Da kadar olan molekiillerin hiicre
duvarindan ve plazma membranindan difiize olabildigi bildirilmektedir (Bishop ve dig,
1998; Sultana ve dig, 2017; Shi ve dig, 2007; Pham-Hoang ve dig, 2016). Hiicre duvariin
porozitesi permeasyon hizini Oncelikli olarak etkileyen bir diger faktordiir. Hiicrenin
bliyime donemlerinde porozitenin degisiklik gosterdigi ve hiicrenin logaritmik
(eksponential) donemde duragan doneme kiyasla daha yiiksek poroziteye sahip oldugu

bildirilmistir (Pham-Hoang ve dig, 2013).

Hiicre duvarinin ardindan merkez materyal, plazma membrani ile karsilasmaktadir.
Plazma membrani bariyerinde; lipit ¢oziiniirliigii, molekiil biiyiikligii ve ortam sicakligi
gecisi etkileyen li¢ temel faktordiir. Lipofilik karakterdeki maddeler membranin lipit
kisminda ¢oziinerek hiicre i¢ine difiize olmaktadir. Yagda ¢oziinebilen merkez materyaller
ise pasif difiizyon ilkesi ile gecis yapmaktadir (Bishop ve dig, 1998; Ciamponi ve dig,
2012). Kigiik molekiiller ise biiyiik molekiillere gore ¢cok daha kolay gecis saglamaktadir
(Nelson ve dig, 2006). Plazma membranindan gegisini etkileyen bir diger faktor ise ortam
sicakligidir. Membranin temel yapi tasi olan fosfolipitlerin cams1 gegis sicakligi olan 40-
60°C araliginda ¢alisilmasi ile fosfolipit tabakada daha akiskan karakter kazandirmakta ve

boylece merkez materyalin gegisi daha rahat ger¢eklesmektedir (Bishop ve dig, 1998).

Enkapsiilasyon islemindeki hiicre i¢inde tutunma asamasi merkez materyalin
hiicrenin farkli kisimlarinda farkli bag yapmalar ile gergeklestiginden merkez materyalin
kimyasal yapisina baglidir. Merkez materyal, hiicre duvar bilesenlerine hidrojen bagi
yaparak plazma membraninin fosfolipit tabakasindaki hidrokarbon zincirleri arasinda

tutunabilmektedir (Normand ve dig, 2005; Czerniak ve dig, 2015). Hiicre icinde ise, lipit
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damlalar1 ve vakuoller olmak tizere iki farkli organelde tutunabilmektedir (Pham-Hoang ve
dig, 2013).

Merkez materyalin yapisal Ozellikleri enkapsiilleme basarisinda oOncelikli etken
olmasmma ragmen, maya hiicrelerine yapilacak bir takim manipiilasyonlarin da
enkapsiilleme basarisi lizerine olumlu etkileri oldugu bildirilmistir. En yaygin kullanilan
teknikler; plazmoliz, ajan ve enzim muamelesi ve spesifik besiyeri (lipofilik bilesen igeren)

kullanimidir (Czerniak ve dig, 2015; Pham-Hoang ve dig, 2016; Tae-Hyun ve dig, 2000).

Plazmoliz, ozmoliz ile su kaybina bagli olarak sitoplazmik materyal kaybi
olgusudur (Pham-Hoang ve dig, 2013). Ozmoliz islemi; degisik konsantrasyonlarda NaCl
(Paramera ve dig, 2011a), membrani yikict ajan (triton 100, sodyum dodesil siilfat,
setil trimetil amonyum bromid) (Czerucka ve dig, 2007; Shi ve dig, 2010) ve solvent
muamelesi  (etanol, aseton, etil asetat) (Czerniak ve dig, 2015) ile
gerceklestirilebilmektedir. Plazmolizasyon sonunda hiicre zarinin lipit bilesimi
degiseceginden, faz gecis sicakligi da degismektedir (Salari ve dig, 2013). Ayni zamanda
icerigi bosalan hiicre daha fazla miktarda merkez materyal tutabilmekte ve enkapsiilasyon
etkinligi yaklagik iki kat yiikselmektedir (Shi ve dig, 2007).

Yiiklii enkapsiillerde salinim igin su aktivitesi (aw) ve sicaklik iki temel faktordiir.
Kuru formdaki enkapsiillerin hava ve yag ortaminda salinim gergeklestirmedigi, 0.7 nin
tizerinde aw degeri olan bir gidada ya da dogrudan suda salinimin gergeklestigi, 1slak
formda olan enkapsiillerin ise merkez materyali tutamadig: belirtilmistir (Czerniak ve dig,
2015; Dardelle ve dig, 2007; Sultana ve dig, 2017) Salinim i¢in sicaklik faktoriiniin test
edildigi aragtirmalarda 250°C’ye kadar olan sicakliklarda stabilitenin korundugu, ancak
260°C’nin tizerinde enkapsiillerin yapilarinda deformasyon oldugu ve salinimin basladigi
bildirilmistir (Normand ve dig, 2005; Paramera ve dig, 2011b).

Literatiirde farkli merkez materyallerin maya hiicreleri ile enkapsiilasyonu
sonucunda elde edilen enkapsiillerin karakteristik 6zelliklerinin incelendigi ve enkapsiile /

serbest merkez materyalin stabilitesinin Karsilastirildigi ¢alismalar yer almaktadir.

Czerniak ve dig. (2015), menhaden balik yagimi Saccharomyces cerevisiae ile
enkapsiile etmislerdir. Enkapsiilasyon oncesi maya hiicresine uygulanan en etkin 6n
islemin %]1.5 etil asetat ve Glucanex R200 kullanilarak desteklenen 55°C'deki otoliz
oldugu ve bu sayede enkapsiilasyon etkinligini %45.3-82.7 arasina ulastigini tespit

etmiglerdir. Ayni1 zamanda Trettikleri enkapsiillerin hidroksipropil metilseliiloz ile
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kaplanmasi ile %70'in altindaki bagil nemde 30 giin siireyle saklandiginda oksidasyona

kars1 stabil kalabildigi bulgusuna ulagsmislardir.

Shi ve dig. (2007), klorojenik asiti Saccharomyces cerevisiae ile enkapsiile ettikleri
calismalarinda maya hiicreleri ile enkapsiilasyon etkinligini %6.2 bulmusken plazmolize
hiicrelerle %12.6’ya ulastigini tespit etmislerdir. Sicakligin 25°C oldugu, %90 bagil nem
kosullarinda ve 10 giin siireyle stabilitesini korudugunu saptamiglardir. Taklit edilen
sindirim ortamindaki salinim; merkez materyalin ve salinim ortaminin asit — baz olmasi
hiicre duvarina ve plazma membranina zarar vereceginden salinimi hizlandirabilecegi

sonucuna varmiglardir.

Pham-Hoang ve dig. (2018), hidrofobik olan B-karoteni biyokapsiile etmek igin
Yarrowia lipolytica hiicrelerini kullanmislardir. Calismalarinda etanol, aseton, hekzan ve
kloform ve ultrasound kullanarak [-karoteni ¢oézdirmiis ardindan mikrobiyal
enkapsiilasyon islemini gerceklestirmislerdir. Cozdiirme islemlerinin enkapsiilasyon
tizerinde degerlendirilmis ve ultrasound ile yapilan solventsiz uygulamada kloroform ile

elde edilen verilerden 4 kat daha olumlu sonug elde etmislerdir.

Chow ve Palecek, (2004) c¢alismalarinda [3-galaktosidaz ve piriivat kinaz
enzimlerini Saccharomyces cerevisiae hiicresinde enkapsiile etmislerdir. Enkapsiile edilen
B-galaktosidaz ve piriivat kinaz enzimlerinin aktivitesini serbest formdakine kiyasla
azaldigim1 saptamis, ancak enkapsiile enzimin korunmasina baglh olarak pek ¢ok

reaksiyona rahatlikla katildigini ve aktivite kaybinin 6nemli olmadigini tespit etmislerdir.

Yapilan bir baska caligsmada ise, boyut olarak maya hiicresinden daha biiyiik olan
Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum bakteri g¢oklu tabaka olarak
enkapsiile edilmistir. Sodyum aljinatin farkli oranlan ile iiretilen tek kath ve cift kath
enkapsiillerin ardindan ¢ift katli enkapsiil pargalanmis S. cerevisiae ile kapsiillenip tekrar
sodyum aljinat ile kapsiillenerek 3 katli enkapsiil olusturulmustur. Enkapsiilasyon etkinligi
%88.33 olarak bulunmustur. Her iki probiyotik bakteri enkapsiillerinin simiile edilmis
mide pH’1 ve safra tuzlarina karsi toleransi ol¢lilmiistiir. Gastrointestinal kosullarda, S.
cerevisiae hiicre duvari1 bilesigi tabakasi uygulandiginda L. acidophilus'un direncinde
onemli bir artig saptanmustir. S. cerevisiae'nin hiicre duvari bilesiginin probiyotikler i¢in
uygun bir koruyucu kaplama oldugu ve gida iirlinlerinde probiyotiklerin hayatta kalmasini

artirabilecegi sonucuna varilmistir (Mokhtari ve dig, 2017).
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Salari ve dig. (2013) yaptiklan ¢aligmada berberini, plazmolize edilen (%10, %20,
%30 oranlarindaki NaCl soliisyonlar1 kullanarak) ve plazmolize edilmeyen S. cerevisiae
hiicreleri ile enkapsiile etmislerdir. Plazmoliz isleminde farkli tuz konsantrasyonlari
arasinda anlamli bir fark olmadigi, ancak plazmoliz ile maya hiicresinin lipit membran
kompozisyonunun degistigi ve buna bagli olarak faz gecis sicakliginin da degistigini
saptamiglardir. Ayni  zamanda plazmoliz isleminin uygulandigi enkapsiilasyon
uygulamasinda en yiiksek etkinlik degeri (%40.2) tespit edilmis ve bu durum plazmoliz

isleminin hiicre i¢i boslugunda artisa neden olmasi ile agiklanmistir.

Farkli oranlarda (%10, 20, 30 ve 40) NaCl iceren soliisyonlar ile plazmolize edilip
dondurarak kurutulan ve plazmolize edilmeden dondurarak kurutulan S. cerevisiae
hiicreleri ile kurkumin enkapsiilasyonunun gergeklestirildigi bir ¢alismada %50 (v/v) su ile
hazirlanan enkapsiillerin yiikleme kapasiteleri etanol ile hazirlanan enkapsiillere kiyasla 2
kat daha bliylik bulunmustur. Ayn1 etki enkapsiilasyon etkinligi icin de tespit edilmistir.
Plazmolize edilen hiicreler ile edilmeyenler kiyaslandiginda ise, aralarinda fark olmadig:
tespit edilmistir. Yapilan kurkumin enkapsiilasyonu ile %35.8 etkinlik degerine ulagilmistir
(Paramera ve dig, 2011b).

Kavosi ve dig. (2017) yaptiklar arastirmada semizotu tohumu yagini; plazmolize
etmeyerek, plazmolize ederek ve plazmolize edilip karboksi metil selilloz (KMS) ile
kapladiklar1 S. cerevisiae hiicrelerinde enkapsiile etmislerdir. Yapilan ¢aligmadaki
enkapsiilasyon etkinligi %53-65 araliginda, yiikleme kapasitesi ise 186-231 g/kg araliginda
saptanmistir. Enkapstillerin peroksit degerleri incelendiginde; en kiigiik peroksit degeri
KMS kapli enkapsiillerde tespit edilmis ve en biiylik peroksit degeri ise enkapsiile
edilmeyen semizotu tohumu yaginda tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, maya hiicreleri ile
birlikte ilave kaplama materyali (KMS) kullanimi sonucunda enkapsiilasyon etkinligi ve

yiikleme kapasitesinin yani1 sira oksidatif stabilitede de belirgin bir artisa sebep olmustur.

Bu ¢alismada, yan iiriin olarak agiga ¢ikan ve biyoaktif besin maddelerince zengin
olmasia bagl olarak biyoyarayisliligi yiiksek olan ve yag asidi profiline bagl olarak
cevresel kosullara karsi stabilitesi diisiik ve tiiketimi sinirli olan ruseym yaginin S.
cerevisiae hiicreleri ile enkapsiile edilmesi ile; oksidasyon stabilitesini arttirmak

amaclanmustir.

26



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Ruseym yagi ve ticari ekmek mayasi

Bu c¢alismada bugdaydan (Triticum sativum) soguk pres yontemi ile elde edilen
ruseym yag ticari olarak Balen, (Ar1 Miihendislik Tarimsal ve Hayvansal Uriinler Uretim
Kozmetik Pazarlama Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti., Ankara) firmasindan, ticari firincilik
mayasi1 lokal marketten temin edilmis, kullanilincaya kadar sirasi ile -18°C ve 4°C’de

muhafaza edilmistir.

3.1.2 Besiyeri ve kimyasallar

Kabuk materyal olarak kullanilan Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin
logaritmik faza gegisinde kullanilan Sabouraud Dextrose Broth (SDB) Merck firmasindan

(Darmstadt, Germany) temin edilmistir.

Asetik asit, kloroform, dietil eter, etanol, hekzan, izooktan, sodyum hidroksit
(NaOH), hidroklorik asit (HCI), sodyumtiyosiilfat, potasyum iyodiir, nisasta, p-anisidin
reaktifi Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan, 37 yag asit metil esterleri (FAMES)
karisimi, Tween 80, sodyum bikarbonat, a-amilaz (insan sindirim sisteminden A1031),
pepsin (domuz gastrik mukozasindan P7125), safra tuzu (B3883), metanol, tert biitil
hidrokuinon (TBHQ), a-tokoferol standardi, B-tokoferol standardi, y-tokoferol standardi, 8-
tokoferol standardi, beta-fitosterol standardi, stigma-fitosterol standardi, kampa-fitosterol
standardi, PB-karoten standardi, lutein standardi Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany),
pankreatin (A0585) AppliChem (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edilmistir ve

kullanilan diger tiim reaktifler analitik safliktadur.

3.2 Yontem

Bu calisma iki asamada gergeklestirilmistir. ilk olarak ruseym yaginin
karakterizasyonu gercgeklestirilmis, ikinci asamada ise farkli islemlerden gecirilen maya
hiicreleri kabuk materyal olarak kullanilarak ruseym yagi enkapsiile edilmis ve elde edilen

enkapsiillerin karakterizasyon testleri yapilarak oksidatif stabilitesi degerlendirilmistir.
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3.2.1 Maya hiicrelerinin gelistirilmesi

Enkapsiilasyon isleminden Once besiyeri ortami igin Sekil 3.1°de gosterilen
sikigtirilmis ticari ekmek mayast (500 g) fosfat tamponu (500 mL, pH 6.8) ile yikanmis,
santrifiij (6000 rpm, 10 dk) edilmis ve maya olmayan kisimlar uzaklastirilmistir. Elde
edilen maya hiicreleri steril saf su kullanilarak 3 kez yikanmis ve Sekil 3.2°deki gibi
toplanmustir. Islem sonrasinda S.cerevisiae hiicreleri SDB igerisinde orbital calkalayicili
inkiibatorde (170 rpm/dk) 48 saat, 29°C’de inkiibe edilmistir.

Sekil 3.1 : Sikistirilmis ticari ekmek mayasi.

Sekil 3.2 : Maya hiicrelerinin yikamasi.

Inkiibasyon sonunda maya hiicreleri steril saf su kullanilarak ii¢ kez yikanmis ve ii¢
kisma ayrilmigtir. Birinci kisim enkapsiil iiretiminde 1slak formda direkt {iiretimde
Kullanilan hiicreler; canli hiicre olarak adlandirilmistir (C), ikinci kisim, dondurarak
kurutulmus hiicreler; plazmolize edilmeyen hiicreler olarak adlandirilmis (n-P) ve tigiincii
kisim sodyum kloriir soliisyonunda plazmolize edilen ve dondurarak kurutulan hiicrelerdir;

plazmolize hiicreler olarak adlandirilmistir (P).
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3.2.2 Manipiilasyon (Plazmoliz)

Plazmoliz iglemi i¢in agirlikga %10 tuz (NaCl) iceren soliisyonla maya hiicreleri
(agirlikga %10) stispanse edilerek 180 rpm, 55°C’de, 48 saat calkalamali inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda santrifiij (6000 rpm, 10 dk) isleminin ardindan tuz ve
stoplazmik materyali uzaklastirmak amaci ile 3 kez steril saf su ile yikama islemi
uygulanmigtir.  Yikanmis hiicreler dondurularak kurutulmus ve enkapsiilasyonda
kullanilincaya kadar steril kaplarda +4°C’de saklanmistir (Paramera ve dig, 2011b; Kavosi
ve dig, 2017). Kabuk materyal hazirhgmin akis semasi Sekil 3.3’te verilmistir. Kabuk
materyal iretimi sonrasi plazmolize edilmis ve edilmemis S. cerevisiae hiicrelerinin

dondurarak kurutma sonrasi gorselleri Sekil 3.4’te verilmistir.

Saccharomyces cerevisiae

{

Fosfat Tampomu (500 mL, pH 6_8) ille Yikama
6000 rpm, 10 dk)

i

Yikama

!

Sabouraud Dextrose Broth
170 rpm, 48 sa, 29 °C

it

Yikama

!

1. Canh hiicreler Plazmoliz (%010 NaCI)
() 180 rpm, 48 sa, 55 °C

Yikama

Dondurarak Kurutma

U
2. Plazmolize edilmeyen hiicreler Dondurarak Kurutma

(n-P) L

3. Plazmolize edilen hiicreler

P)

Sekil 3.3 : Kabuk materyal hazirlig.
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Sekil 3.4 : Dondurarak kurutulmus kabuk materyaller: (a) Plazmolize edilmeyen hiicre.
(b) Plazmolize edilmis hiicre.

3.2.3 Enkapsiil iiretimi

Ruseym yaginin biyokapsiilasyonu Pamera ve dig. (2011b) ve Czerniak ve dig.
(2015) tarafindan onerilen yontemlerde bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir.
Kisaca, farkli konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10 ve 20 g) ruseym yag1 %3 tween 80 igeren 50
mL saf su lizerine eklenmis, olas1 bir oksidasyonu onlemek amaci ile merkez materyalin
bulundugu kap buzlu suya daldirilarak 10.000 rpm de 5 dk ultra turax (Ika, Staufen,
Germany) kullanilarak Sekil 3.5’te gosterildigi gibi homojenize edilmistir. Hazirlanan
emiilsiyonlar iizerine plazmolize edilen (13x10° kob/10g maya hiicresi), plazmolize
edilmeyen (30x10° kob/10g maya hiicresi) ve canli hiicre (38x102 kob/10g maya hiicresi);
(miktarlar kuru agirlik izerinden hesaplanmistir), yavas yavas ilave edilmistir. Maya hiicre
sayilar1 Paramera ve dig. (2011b) 6nerdigi yonteme bagl kalinarak, mikroskobik olarak
(Sekil 3.6) belirlenmistir. Bdylece sabit 10 g kabuk materyalin kullanildigi {iretim
periyodunda merkez materyal miktar1 2.5 g’dan 20 g’a gesitlilik gostermistir. Hazirlanan
enkapsiil karigimi agz1 vida kapakl kaplara alinmig, tepe boslugundan azot gazi verildikten
sonra kapaklari kapatilmis ve 180 rpm, 55°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil
3.7). Inkiibasyon sonunda &rnekler dondurulmus (-18°C) ve sonra dondurarak
kurutulmustur. Benzer sekilde; farkli konsantrasyonlarda ruseym yagi ve maya hiicreleri
ile yapilan enkapsiil iiretim protokolii %10 etanol igerecek sekilde tekrar edilmistir. Toz
formdaki biyokapsiiller kullanilincaya kadar -18°C hava gegirmez kaplarda saklanmistir.
Uretimde su kullanarak hazirlanan érnekler; PS: plazmoliz su, n-PS: plazmoliz edilmeyen
su, CS: canli su seklinde; tiretimde etanol kullanilarak hazirlanan 6rnekler; PE: plazmoliz
etanol, n-PE: plazmoliz edilmeyen etanol, CE: canli etanol seklinde ve merkez materyal

kullanilmadan su kullanilarak {iretilen kontrol (bos enkapsiiller) B-PS: plazmoliz bos, B-n-
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PS: plazmoliz edilmeyen bos, B-CS canli bos seklinde kisaltilmistir. Sekil 3.7°de

enkapsiillerin iiretimi gosterilmistir.

Sekil 3.5 : Ultraturax cihazi ve merkez materyallerin homojenizasyonu.

Sekil 3.6 : Thoma laminda hiicre sayimi.
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sartorius:

Sekil 3.7 : Enkapsiil iiretimi.

3.3 Analizler
3.3.1 Ruseym yaginin kromatografik analizleri

3.3.1.1 GC-FID ile yag asit kompozisyonu analizi

Ruseym yaginin yag asit profili Karabulut (2007) uyguladigi yonteme bagh
kalinarak belirlenmistir.

Yag asidi metil esterlerinin olusturulmasinda; AOCS (American Oil Chemists'
Society) Ce 2-66 (AOCS, 1989) metodu kullanilmigtir. Cam tiiplere tartilan yaklasik 100
mg yag ornegi 2 mL hekzanda ¢6ziilmiis ve lizerine metanolde hazirlanmis 2 N KOH
cozeltisinden 0.2 mL eklenmistir. Tiipler 30 sn vortekslendikten sonra 3000 rpm’ de 5 dk
sanrifiijlenmistir. Ust kisimdaki hekzan fazi analiz edilmek iizere GC viallerine alimustir.

Elde edilen yag asidi metil esterleri gaz kromatografisi cihazina (Agilent, 7890A)
oto-enjektor (Agilent, 7683B) kullanilarak enjekte edilmistir. Cihaza ait ¢alisma kosullar
asagida verilmistir.

Tastyici gaz: Helyum (Toplam akis 30 mL/dk)

Enjeksiyon (inlet) sicakligi: 270°C

Dedektor (FID) sicakligi: 280°C

Firin sicaklik programi: 210°C’de 30 dk (izotermal)

Split orani: 50:1

Kolon: DB-23 (60 m X 0.250 mm, 0.25 pm film kalinlig1) (J&W Scientific, ABD)
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Yag asitlerinin tanimlanmasinda yag asidi metil esteri standartlar1 karisimi (37
FAMEs mixture, Steinheim, Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmigtir. Elde edilen
kromatogramlarda her bir yag asidinin pik alani diizeltme yapilmadan toplam pik alam
icindeki orani seklinde belirlenmistir. Sonuglar 3 oOl¢iimiin ortalamasi olarak ifade

edilmistir.

3.3.1.2 HPLC ile bilesim analizi

Analizlerde, LC-20AR model gradient pompa, SIL-20A HT model autosampler,
DGU2A 5R model degassing tinitesi, CTO-10AS VP model kolon firmi ve SPD- M20A
model DAD (Diode Array Dedector) dedektérden olusan Shimadzu HPLC sistemi

kullanilmistir.

Tokoferol ve fitositerol miktarlarimin belirlenmesi

Ruseym yaginin tokoferol (a,f,y,0), fitosterol (beta, stigma ve kampa) miktar1 Yuan
ve dig. (2017) uyguladigi metoda bagl kalinarak belirlenmistir. Kisaca, oncelikle yag
sabunlastirma reaksiyonuna alinmistir, bu amagcla test tiipiine 0.5 g yag ornegi (%1 tert
biitil hidrokuinon (TBHQ) iceren) tartilmis, NaOH (0.15 mol/L) igeren 2 mL etanol (%95)
ilave edilerek karigtirllmistir. Hazirlanan karisim 40 dk, 70°C’de su banyosuna daldirilmig
ve her 5 dk’da bir karigtirtlmistir. Oda sicakligina sogutulduktan sonra 2 mL su, 3 mL
hekzan ile karistirilip ayirma hunisine aktarilmus, test tiipii 3 kez hekzan ile yikanip ayirma
hunisine ilave edilmistir. Olusan faz ayriminda iist faz alinmis, 10 mL hekzan ilave edilmis
ve 0.45 pum naylon filtreden gegirildikten sonra HPLC vialine alinmistir (Yuan ve dig,
2017). Kromatografik ayrimda Zorbax Eclipse plus C18 (Sum, 4.6 x 250 mm; Agilent)
kolonu kullanilmigtir. Mobil faz metanol-su (98:2) (A) ve izopropanol (B) kullanilmas, 1
mL/dk akis hizi 30°C kolon sicakliginda gerceklestirilen analizde %90 A, %10 B ile
baslayan analiz 37 dk’da tamamlanmis, dl¢ctimler 210 ve 295 nm dalga boyunda calisan
DAD dedektor kullanilarak gergeklestirilmistir (Yuan ve dig, 2017; Zou ve dig, 2018).
Tim tokoferol ve fitosteroller authenic standartlar kullanilarak tanimlanmistir. Miktar
hesaplamalarinda standartlarin farkli konsantrasyonlarinda hazirlanan 7 noktali kalibrasyon
egrisi kullanilmis tokoferol sonuglart mg standart/kg yag olarak, fitosterol sonuglari ise

mg/g yag olarak ifade edilmistir.
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Karotenoid (lutein ve B-karoten) miktarinin belirlenmesi

Ruseym yaginda bulunan lutein ve B-karoten miktar1 Suresh Kumar ve Krishna
(2013) tanimladig1 yontem ile belirlenmistir. Kisaca, asetonda bilinen miktarda ¢6ziinen
yag 0.45 um’lik politetrafloroetilen (Lubitech, Songijang, China) filtreden geg¢irilmis ve
20pL HPLC kolonuna enjekte edilmistir. Ayrim Inertsil ODS-2 kolonunda (250x 4.6 mm,
S5um;GL Sciences INC., Tokyo, Japan), 1 mL/dk akis hizinda, %0.1 amonyum asetat
igeren asetonitril/metanol/diklormetan (6:2:2 v/v) mobil fazi kullanilarak, izokratik eliisyon
ile gerceklestirilmis; belirleme ise 450 nm de ¢alisan Photodiode-Array Detection (PDA)
ile yapilmistir. Tanimlama ve miktar belirleme 0.02- 0.63 pug/mL araliginda degisen
konsantrasyonlarda B-karoten ve lutein standardi ile hazirlanan 5 noktali kalibrasyon egrisi

kullanilarak gerceklestirilmis, sonuclar mg karotenoid/100 g yag olarak verilmistir.
3.3.2 Enkapsiillerin karakterizasyon testleri

3.3.2.1 Enkapsiilasyon etkinligi ve enkapsiil yiikleme kapasitesi

Enkapsiilasyon isleminin basarisi enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve enkapsiiliin
yikleme kapasitesi (EY) ile belirlenmistir. Enkapsiilasyon etkinligi, toplam yag
miktarindan yiizey yag miktar1 ¢ikarildiktan sonra, toplam yag miktarina orani ile
belirlenmis yiizde olarak ifade edilmis, formiil 3.1°de verilmistir. Yiikkleme kapasitesi ise;
toplam yag miktarindan yiizey yag miktar1 c¢ikarildiktan sonra elde edilen degerin
enkapsiiliin kuru agirligina orani ile belirlenmis ve g/kg olarak ifade edilmis, formiil 3.2’de
verilmistir (Kavosi ve dig, 2017).

Toplam Yag Miktar1 (g) — Yiizey Yag Miktar (g)

0 =
EE (%) Toplam Yag Miktar1 (kg) "0

3.1)
By < g ) _ Toplam Yag Miktar (g) — Yizey Yag Miktari (g)
kg/ Enkapsiilerin Kuru Agirhigi (kg)
(3.2)
Toplam yag miktar:

Dolu enkapsiillerin toplam yag miktar1 Kavosi ve dig, (2017) belirttigi yonteme
gore belirlenmistir. Kisaca 5 g enkapsiil 6rneginde bulunan ruseym yagi ¢oziicii olarak

petrol eteri (250 mL) kullanilarak 2 saat soxhlet ekstraksiyon islemine tabi tutulmus,
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onceden agirhigi aliman balonda toplanan ekstraktan (yag ve ¢0ziicli) ¢oziicii rotary
evaporatdr yardimi ile uzaklastirilmis ve 105°C° de sabit tartima gelene kadar
bekletilmistir. Kabuk materyalinden kaynaklanan bilesen farkin1i minimize etmek i¢in ayni
islemler bos kapsiillere de uygulanmis ve fark dolu kapsiillerden cikarilarak sonuglar

verilmigtir.

Yiizey yag miktari

Dolu enkapsiillerin yiizey yagi oda sicakliginda gravimetrik olarak belirlenmistir.
Kisaca 2 g alman enkapsiiller 20 mL hekzan ile 2 dk calkalanmis ardindan filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Siizlintii 6nceden agirlig1 bilinen bir balona alinmis, geriye kalan
enkapsiiller 2 kez daha aynmi sekilde yikanmistir. Toplanan ekstrakttan rotary evaporator
yardimi ile hekzan uzaklastirilmis ve yiizey yag miktar1 gravimetrik olarak belirlenmistir

(Kavosi ve dig, 2017).

3.3.2.2 Morfolojik yap1

Bos (merkez materyal kullanilmadan iiretilen) ve dolu (ruseym yagi igeren)
enkapsiillerin dis morfolojik yapilart Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, Leo EVO-40
VPX Carl ZeissSMT, Cambridge, UK) kullanilarak incelenmistir (Luan ve dig, 2006).
Omnekleri altin-paladyum ile kaplanmis ve farkli biiyiitme oranlarinda SEM gériintiileri

alinmistir.

3.3.2.3. FT-IR spektrumu

Enkapsiiller toz forma KBr ile karistirilmis ve sikistirilarak pellet forma
getirilmistir. Spektrumlar 450-4000 cm™ dalga sayis1 araligindaki Perkin Elmer Spectrum
One FT-IR spectrometer kullanilarak alinmistir (Shi ve dig, 2007).

3.3.2.4 Salinim testi

Enkapsiillerden ruseym yagmm saliniminda sindirim enzimlerinin ve pH
degerindeki farkliligin etkisini belirlemek amaci ile insan sindirim sisteminin (agiz, mide,
on iki parmak bagirsagi ve ince bagirsak) ardisik olarak taklit edildigi ortamda zamana

bagli olarak belirlenmistir.

In vitro olarak gastrointestinal kosullarin taklit edildigi ortam kosullar1 Pinto ve dig.
(2015) onerdigi yonteme bagh kalarak hazirlanmistir. Ag1z, mide, on iki parmak bagirsagi

ve ince bagirsakta hakim olan tipik kosullar ardisik olarak taklit edilmistir. Her bir
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asamadaki parametreler (enzim soliisyonlar1, pH degeri, zaman periyodu ve insan sindirim
sisteminin her bir kismindaki ¢alkalamanin hizi) kontrol altinda tutulmustur. Deneyde
kullanilan enzim soliisyonlar1 taze hazirlanmis, 0.22 um membran fitreden gecirilerek
(MF-Millipore, Billerica MA, USA) steril edilmis ve kullanilincaya kadar buz kabinda
tutulmustur. Insan sindirim sisteminin her bir kismindaki peristatik hareketlerin hizi ve
sicakligr taklit etmek amaciyla 37+1°C’ye sabitlenen su banyosu kullanilarak; sindirim

sisteminin her bir asamasindakine benzer hizda mekaniksel ¢alkalama uygulanmistir.

On gram enkapsil 50 mL steril su igeren steril otoklav sisesine konulmustur.
Cigneme (agiz) ortaminin kosullarini taklit etmek amactyla; ortam pH’1 1 mol/L NaHCOs
ile 6.9’a ayarlanmig, 1 mmol/L CaClz’de 100 U/mL o-amilaz ile hazirlanan tiikiiriik
sollisyonu, 24 pL/dk hizla, toplam 2 dk boyunca 6rnek {izerine yavas yavas ilave edilmistir
ve 80 rpm hizla karistirilmistir. Mide asamasi i¢in; 1 mol/L HCI kullanarak pH 2 ye
disiirilmustiir. Ardindan, tiim gastrik faz siiresince esit damlalarda olmak kosulu ile 50 pL.
pepsin soliisyonu (0.1 mol/L HCI’ de 25 mg/mL) ilave edilmis ve 130 rpm karistirma
hizinda toplamda 90 dk i¢inde faz tamamlanmistir. On iki parmak bagirsagini taklit etmek
amaci ile ortam asitligi 1 mol/L NaHCOs3 kullanarak pH 5’e yiikseltilmis, bu asamanin
basinda 250 pL pankreatin-sigir safra tuzu soliisyonu (0.1 mol/L NaHCO3’ de 12 g/L sigir
safra tuzu ve 2 g/L pankreatin) eklenmistir. Bu asama 45 rpm, 20 dk karistirma isleminin
ardindan tamamlanmistir. Son olarak 45 rpm, 90 dk karistirma isleminin uygulanan ince

bagirsak son kismi i¢in, 1 mol/L NaHCOs kullanarak pH 6.5’e yiikseltilmistir.

Salimim ortaminda enkapsiil yapisindan saliman ruseym yagi miktari, ruseym
yaginin yapisinda yer alan bilesenlerden biri olan [-karoten miktar1 {izerinden
belirlenmigtir. Salinim periyodunun 0, 2, 30, 60, 90, 110, 120, 150, 180 ve 202.
dakikalarinda salimim ortamindan almman Orneklerdeki (1 mL) B-karoten miktarlari
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Salimim ortaminda son konsantrasyonu

degistirmemek amaci ile alinan ortam sivist ile uyumlu s1vi (1 mL), eklenmistir.

Salinim periyodu boyunca toplanan orneklerden B-karoten ekstrakte etmek amaci
ile; ornek tizerine petrol eteri (1mL) ilave edilmis ve 30 saniye vortekslenmis ve 1200 rpm
de 15 dk santrifiijin ardindan, organik faza gecen B-karoten 450 nm’de UV-1700
Spektrofotometre (Shimadzu, Kyoto, Japan) ile belirlenmistir. B-karoten miktar1 f-karoten
standardinin 5 farkli konsantrasyonu ile hazirlanan (0.5-10 pg/mL) kalibrasyon egrisi

kullanarak hesaplanmis ve konsantrasyon pg -karoten /g ruseym yagi olarak verilmistir.
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3.3.2.5 Oksidatif stabilite testleri

Ransimat testi

Biyokapsiillerin ransimat analizleri Bilenler ve dig. (2015)’nin uyguladigr metoda
bazi modifikasyonlar uygulayarak gerceklestirilmistir. Kisaca, 3 g ruseym yagi ve ayn
miktar yag igeren toz formda enkapsiil test tiiplerine tartilmis ve Sekil 3.8’de verilen
Ransimat 892 (Metrohm LTD, Herisau, CH 9101, Switzerland) cihazi kullanilarak,
100°C’de ve 10 L/sa hava akimi kosullarinda indiiksiyon periyodu tespit edilmistir. Ayrica
bos enkapsiil ve standart olarak biitillenmis hidroksi toliien (BHT) (100 ppm) aym
kosullarda test edilmistir. Koruma Faktorii (KF) antioksidanli indiiksiyon periyodunun
antioksidansiz indiiksiyon periyoduna boliinmesi ile hesaplanmistir. Koruma Faktoriiniin

1’den yiiksek olmasi lipit oksidasyon inhibisyonunun yiiksek oldugunu ifade etmektedir.

Sekil 3.8 : Ransimat 892 cihazi.

Firin testi

Hizlandirilmis kosullarda oksidasyon testi i¢in 3 g ruseym yagi ve 3 g yag igeren
enkapsiil miktar etkinlik degeri yardimi ile hesaplanmis Sekil 3.9°da verildigi gibi 80 mL
hacimli cam siselere (34x100 mm) konulmus, sicakligi1 60°C ye ayarlanan etiiv kullanilarak
24 giin okside edilmistir. Sekizer giinliik siire dilimlerinde (0, 8, 16 ve 24. giinlerde)
ornekler alinarak enkapsiil i¢indeki yag 50 mL kloroform:metanol (2:1) ile ekstrakte
edilmistir (Karabulut, 2007). Boylece serbest ruseym yaginin 0, 8, 16 ve 24. giin drnekleri
ile canli, plazmolize ve plazmoliz edilmeyen maya hiicre enkapsiillerinin 0, 8, 16 ve 24.
giinlerinden ekstrakte edilen yag 6rnekleri test tiiplerine alinmis ve peroksit ve p-anisidin
testlerinde kullanilincaya kadar -18°C’de saklanmustir. (Her bir Ornek igin 2 ayri sise

kullanilmaistir.)
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Sekil 3.9 : Firin testi.
Peroksit sayist

Periyodik (0, 8, 16 ve 24) olarak hizlandirilmis oksidasyona tabi tutulan enkapsiil
numunelerinden elde edilen yag orneklerinin peroksit sayisi tayini icin AOCS de belirtilen
AOCS Cd-8-53 yontemine gore analiz yapilmistir (AOCS, 1989). Bu analiz; yagdaki
peroksitlerin iyot ile doyurulmast ve serbest iyotun nisasta indikatorliigiinde
sodyumtiyosiilfatla titrasyonu prensibine dayanmaktadir.

Buna gore erlene 1 g ruseym yagi numunesi tartilmis, {izerine ise yagin ¢dziinmesi
icin 10 mL kloroform ilave edilmistir. Daha sonra 15 mL asetik asit ve 1 mL doygun
potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi eklenmis ve agz1 kapatilarak 1 dk boyunca ¢alkalanmstir.
Calkalama sonunda erlen 10 dk karanlik ortamda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 75 mL
saf su eklenerek %]1'lik nisasta indikatorii esliginde kloroform fazindaki mavi renk
kayboluncaya kadar 0.01 N sodyum tiyosiilfat ile titre edilmistir ve formiil 3.3’e gore
hesaplanmigtir. Sahit deney icin de ayni islemler 6rnek yerine saf su koyularak yapilmistir.
Sonuglar meq O2/kg yag olarak verilmistir.

_ (V1-V2)*N
Peroksit Sayis1 = BE—— 1000

(3.3)
Bu denklemde;

V1: Ana denemede harcanan 0.01 N tiyosiilfat ¢ozeltisinin hacmi (ml)
V2: Tanik deneme i¢in harcanan 0.01 N tiyosiilfat ¢6zeltisinin hacmi (ml)

m: Numune miktari (g)

38



N: Ayarli tiyostilfat ¢ozeltisinin normalitesi (0.01 N)

p-Anisidin sayisi

p-Anisidin sayis1;; AOCS Cd-18-90’da verilen yonteme gore yapilmistir (AOCS,
1989). Bu yontem, yaglarin oksidasyonunda aldehit yapidaki yiiksek molekiillii karbonil
bilesikleri olan ikincil oksidasyon {irlinlerinin belirlenmesinde kullanilan bir analizdir.
Oksidasyonun ikincil iriinlerinden olan aldehitlerin p-anisidin reaktifiyle tepkimeye
girerek olusturdugu renkli ¢ozeltinin spektrofotometrede 350 nm dalga boyunda okunarak
konsanstrasyonunun belirlenmesi prensibine dayanan bir yontemdir. Bir gram ornek
alinarak, 25 mL hacmine izooktan ile tamamlanmigtir. Tamamlanan 25 mL’den 5 mL
alinmistir. Bu agsamada 350 nm dalga boyunda kor olarak izooktan kullanilarak bir okuma
yapilmis ve AB degeri olarak not edilmistir. Daha sonra iizerine 1 mL p-anisidin (2,5 g p-
anisidin alimip 1 1t’ye glasiyel asetik asit ile tamamlanarak hazirlanan p-anisidin
kullanilmistir) ilave edilerek ¢alkalanmistir. On dakika karanlikta agzi kapali bir sekilde
bekletilmis ve 10 dk ardindan 350 nm dalga boyunda okuma yapilmistir. Her bir 6rnek igin
okunan degerler As olarak adlandirilmistir. Bu okumada kor; 5 mL izooktan, + 1 mL p-
anisidin, calkalama, 10 dk karanlikta bekletme sonucunda hazirlanmistir ve okuma

yapilmustir.

10 * 1,2 * (As — AB)
m

p — Anisidin Sayis1 =
(3.4)
Bu denklemde;
As: Trigliserit ¢dzeltisinin p-anisidin eklendikten sonraki absorbans degeri
AB: Trigliserit ¢cozeltisinin absorbans degeri

m: Ornek miktari

3.3.3 istatistiksel analiz

Farkli oranlarda ruseym yagi:maya hiicresi denemeleri, liretim ortaminda farkli
¢oziiclilerin (su ve etanol) kullanim1 ve plazmoliz isleminin biyokapsiilasyon isleminin
basaris1 lizerine etkisinin incelenmesi ve ayrica ruseym yaginin oksidatif stabiltesi iizerine
biyokapsiilasyon isleminin etkisinin belirlenmesi amaci ile elde edilen analiz sonuglarinin
istatistiksel degerlendirmesi amaciyla SPSS paket programi (versiyon 16.0) kullanilmistir.

Ornekler aras1 farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore P<0.05 dénem

diizeyinde test edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez c¢alismasinda Oncelikle merkez materyal olarak kullanilan ruseym yaginin
bilesim 6zellikleri incelenmis, bu baglamda yag asit kompozisyonu, tokoferol (a, B, v, 6 ve
toplam tokoferol), fitosterol (B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol ve toplam fitosterol) ve
karoten (B-karoten ve lutein) miktarlar1 belirlenmistir.

Tez calismasinin bir sonraki asamasinda ise, Yyapilan literatiir taramasi 1s18inda
secilen 3 farkli formdaki kabuk materyal (plazmolize edilen, edilmeyen ve aktiflestirilen
canli Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin) iiretimi tamamlanmistir. Ruseym yagi, su ve
%10 etanoliin {iretim ortam1 olarak kullanildig1 enkapsiilasyon prosesinde maya hiicreleri
ile kapsiillenmis ve dondurarak kurutulmustur. Elde edilen enkapsiillerin etkinlik sonuglari
karsilastirmali olarak incelenmis, etkinlik degeri bakimindan O6ne ¢ikan Ornekler
belirlenmis ve bu orneklerin SEM goriintiileri, FT-IR spektrumlar1 ve salinim 6zellikleri
incelenmistir. Maya hiicreleri ile enkapsiilasyon isleminin ruseym yagmin oksidasyon

stabiltesi lizerine etkisi Ransimat ve firin testi ile arastirilmistir.

4.1 Maya Hiicrelerinin Sayim

Enkapsiil iiretiminde kullanilacak ¢ farklt kabuk materyalinin, kuru agirlik
tizerinden 10 g maya miktarina karsilik gelen miktarlarint belirlemek amaciyla 6rnekteki

canl1 ve 0lii hiicre sayilar1 Sekil 4.1°deki gibi tespit edilmistir.

Sekil 4.1 : Thoma laminda sayim: (a)Plazmolize edilmeyen hiicre sayimi. (b)Plazmolize
edilmis hiicre sayimi.

Enkapsiilasyon iglemi dncesinde iiretimde kullanilacak kabuk materyalindeki canli

ve 0lii hiicre sayilar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 : Thoma lami sayim sonuglari.

Ornekler Canl1 hiicre miktar1 Olii hiicre miktart
% log kob/g % log kob/g
Plazmolize edilen hiicre 7.97 13x10°8 92.02 15x10°
Plazmolize edilmeyen hiicre ~ 2.98 3x10° 97.02 12x10°
Canli hiicre 87.72 8.1x108 14.28 1.3x10°8

Cizelge 4.1°de yer alan canli maya 6rnegindeki canli hiicre sayisinin plazmolize
edilen ve edilmeyenlere kiyasla canli hiicre miktar1 yiizdesinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Plazmolize edilmeyen hiicre (n-P) 6rnegindeki ve canli hiicre (C) 6rnegindeki
canli hiicre miktar1 yiizdeleri kiyaslandiginda, n-P 6rneginin dondurarak kurutma asamasi
oncesinde ve dondurarak kurutma esnasinda maruz kaldigi dondurma islemleri sebebiyle

canli hiicre miktarinin biiyiik oranda diistiigli tespit edilmistir.

4.2 Ruseym Yagimin Karakterizasyonu

4.2.1 Yag asit kompozisyonu

Calismada kullanilan soguk sikim yontemiyle {iretilmis ruseym yagina ait yag asit
kompozisyonu standartlara kiyasla alikonma siirelerine gore tanimlanip, pik alanin yiizdesi

olarak Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 : Ruseym yag1 yag asit kompozisyonu (% toplam yag asidi).

Yag asidi Ruseym yagi
C16:0 17.29+0.02
Cle6:1 0.19+0.00
C18:0 0.83+0.01
C18:1 17.88+0.06
C18:2 55.14+0.04
C18:3 7.03+0.00
C20:0 1.50+0.01
C22:1 0.14+0.01

Bilindigi gibi yag asidi bilesiminde doymamis yag asidi oraninin artmasi yagin
oksidatif stabilitesini diisiirmektedir. Analizin kantitatif degerlendirilmesinde her bir yag
asitinin yagin bilesiminde hangi konsantrasyonda oldugu degil, her bir yag asidinin toplam
yag asitlerine oransal miktar1 esas alinmaktadir. Termik oksidasyonda doymus yag
asitlerinde degisim gerceklesse dahi major degisim doymamis yag asitlerinde

gerceklesmektedir (Normand, 2005).
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Ruseym yaginda linoleik asit en fazla (%55.14) bulunan yag asidi iken, oleik
(%17.88), palmitik (%17.29) asitler bunu takip etmektedir. Bu bilesimsel 6zellik onceki
caligmalarda (Brandolini ve Hidalgo, 2012; Barnes, 1983; Zou, 2018; Ghafoor ve dig,
2017; Kan, 2012; Kumar ve Krishna, 2013; Ozcan ve dig, 2013; Zarroug ve dig, 2015;
Feltre, 2020) bildirilen miktar yiizdeleri ile uyumlu bulunmustur. Olduk¢a hizli okside
olabilen linoleik ve oleik asitlerin yagda miktarlarinin yiiksek olmasi, yagdaki oksidatif
stabilitenin diisiik olmasma sebep olmaktadir (Giiven ve Kara, 2016). Boylece, ruseym
yaginin yag asit profili goéz Oniinde alindiginda oksidasyon reaksiyonlarina karsi

hassasiyetinin oldukga yiiksek oldugu ifade edilebilir.

4.2.2 Tokoferol, fitosterol ve karoten miktarlari

Ruseym yag1, antioksidan etkileriyle bilinen ve hastaliklarin énlenmesinde 6nemli
bir rol oynayan tokoferol, fitosterol ve karoten bakimindan olduk¢a zengindir. Calismada
kullandigimiz rugeym yagina ait tokoferol (mg/kg), fitosterol (mg/g) ve karoten (mg/100g)

miktarlar1 Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3 : Ruseym yaginin tokoferol, fitosterol ve karoten miktarlari.

Bilesen

Tokoferol (mg/kQg)

a-tokoferol 1809.1+2.12
B ve v tokoferol 754.6+17.25
d-tokoferol 381.3+7.78
Toplam tokoferol 2945+7.78
Fitosteroller (mg/Q)
[-sitosterol 6.81+0.87
Stigmasterol ve kampesterol 11.40+0.45
Toplam fitosterol 18.22+0.42
Karoten miktar1 (mg/100g)
-karoten - HPLC 11.15+0.28
[-karoten - Spektrofotometre 17.80+0.00
Lutein 3.28+0.04

Calismamizda Yuan ve dig. (2017)’nin onerdigi yontem kullanilarak tokoferol ve
fitosteroller ayni ¢alisma kosullarinda belirlenmis ve arastirmacilarin da tespit ettigi gibi B
ve v tokoferol miktar1 birlikte verilmistir. Yenilebilir yaglarin oksidasyona kars1 direnci,

onlarin sahip oldugu yag asitleri kadar sabunlasmayan maddelerin igerigi ve miktarina da
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baglidir (Kan, 2012). Cizelge 4.3 incelendiginde, toplam tokoferol (2945 mg/kg) igindeki
en biiyliik payin a-tokoferole (1809 mg/kg) ait oldugu goriilmektedir. Kilogram ruseym
yagindaki B ve 7y tokoferol miktar1 754,6 mg olarak, &-tokoferol 381,3 mg olarak
bulunmustur.

Ruseym yagina ait a-tokoferol iceriginin belirlendigi ¢aligmalar incelendiginde
ruseym yaginin a-tokoferol igerigini; Wang ve Johnson (2001) 1300-2700 mg/kg, Arshad
ve dig. (2008) 1660 mg/kg olarak bulmuslardir. Bes farkli yontem ile iiretilmis ruseym
yaglarinin a, B ve y tokoferol miktarlarinin arastirildigr bir baska calismada da en yiiksek
tokoferol miktarinin a tokoferol oldugu rapor edilmistir (Eisenmenger ve Dunford, 2008).
Megahad ve El Kinawy (2002) yaptiklar1 ¢alismada a, B, y ve 6 tokoferol miktarlarini
sirastyla 1179, 398, 493 ve 118 mg olarak bulmuslardir. Zou ve dig. (2018)
calismalarinda, y tokoferol miktarin1 2306 mg, toplam tokoferol miktarini ise 3310 mg
olarak bulmuslardir. Barnes (1982) ruseym yagindaki toplam tokoferol miktarinin 1790-
3200 mg/kg araliginda degistigini bildirmistir.

Literatiirde yer alan veriler ile ¢alismamizda saptanan bulgular (toplam tokoferol
miktar:: 2945 mg/kg ve toplam tokoferol icerindeki en yiiksek miktarda bulunan o-
tokoferol miktart: 1809 mg/kg) paralellik gostermektedir.

Panfili ve dig. (2003) ise; solvent ekstraksiyonu ve farkli siirelerde uygulanan siiper
kritik CO2 ekstraksiyonu ile elde ettikleri ruseym yaglarinin o, B ve toplam tokoferol
miktarlarint HPLC yontemi kullanarak belirlemislerdir. Solvent ekstraksiyonu ile elde
edilmis ruseym yaginin a, B ve toplam tokoferol miktarlarini sirastyla 1630, 543 ve 2173
mg/kg; stiper kritik CO2 ekstraksiyonu ile elde edilen ruseym yagininin ise sirasiyla 2123,
709 ve 2832 mg/kg olarak bulmuslardir. Sonug¢ olarak, solvent ekstraksiyonu ile siiper
kritik CO2 ekstraksiyonu kiyaslandiginda a, B ve toplam tokoferol miktarlarinin solvent
ekstraksiyonu ile azaldigini belirlemislerdir. Bulgular degerlendirildiginde, ¢alismamizda
kullandigimiz yagin lretim yonteminin soguk sikim yontemi olmasi farkliliklarin temel
sebebi olarak diisiiniilebilir.

Literatiirde yer alan bulgular tokoferol miktarlari arasinda genis bir dagilim
oldugunu vurgulamistir. Bu durumun muhtemel sebepleri arasinda tedarik edilen yagin
iiretim prosesi, depolama kosullar1 ve yagin elde edildigi bugdayin tiirli, yetistirme
kosullar1 ve depolama sartlar1 gibi etkenlerin sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Ruseym yaginin sabunlasmayan diger bilesenlerinden olan fitosteroller de
tokoferoller gibi diger bitkisel yaglara kiyasla ruseym yaginda daha yiiksek miktarlarda

bulunmaktadir. Fitosterollere ait bulgular incelendiginde B-sitosterol miktar1 6.81 mg/g
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stigmasterol ve kampesterol miktarlar1 birlikte tespit edilerek toplam miktar 11.40 mg/g ve
toplam fitosterol miktar1 18.22 mg/g olarak tespit edilmistir.

Eisenmenger ve Dunford (2008) vyaptiklari ¢alisma sonucunda hekzan ve
stiperkritik akigkan ekstraksiyonlari ile elde ettikleri ruseym yaglarindaki toplam fitosterol
miktarlarin1 yaklasik 3,7 mg/g olarak bulmuslardir. Ham ruseym yaginda ise toplam
fitosterol miktarin1 3,05 mg/g olarak, kampesterol stigmasterol ve -sitosterol miktarlarin
ise sirasiyla 0,63, 0,21 ve 2,59 mg/g olarak tespit etmislerdir. Gaz kromatogtafisi ile
ruseym yaginin fitosterol profilinde B-sitosterol (%60-67.1), kampesterol (%22-22.2) ve
stigmasteroliin (%0-2.0) bulundugu bildirilmistir (Malecka, 2002; Brandolini ve Hidalgo,
2012; Ghafoor ve dig, 2017).

Literatiir verileri ile elde ettigimiz sonug kiyaslandiginda fitosterol miktarlarindaki
farkliligin yagin elde edildigi bugdayin tiirli, depolama kosullar1 ve isleme kosullarindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayni1 zamanda biitiin bulgulara bakildiginda fitosteroller
arasinda miktar bakimindan en baskin olanin B-sitosterol oldugu bulgusu literatiirle
ortlismektedir.

Saglik tizerine oldukca faydali etkileri olan biyoaktif ve fonksiyonel bir bilesen
olan karotenoidler, bitkisel gidalarda yer alan bir g¢esit pigmenttirler. Bitkilerde
karotenoidlerin en yaygin {iyeleri arasinda B-karoten ve lutein yer almaktadir (Zou ve dig,
2018). Yagda ¢ozlinebilen ve ruseym yagindaki sabunlasmayan maddeler arasinda yer alan
karotenler A vitamini Onciilii olmanin yani sira serbest radikalleri viicuttan bertaraf etmek
gibi bir fonksiyona sahip antioksidandir.

Calismamizda ruseym yagmin pB-karoten miktart HPLC ve spektrofotometre
teknikleri kullanarak sirasi ile 11.15 mg/100g ve 17.8 mg/100g olarak; lutein miktar1 ise
HPLC ile 3.28 mg/100g olarak belirlenmistir.

Caligma verilerimiz ile uyumlu olarak ruseym yagmin B-karoten konsantrasyonu
HPLC yontemi ile 2.42-11.89 mg/100 g araliginda (Kumar ve Krisha, 2013; Zou ve dig,
2018) degistigi rapor edilmistir. Spektrofotometrik yontem ile ruseym yagmin B-karoten
miktar1 ise 12.5mg/100g olarak bildirilmistir (Zou ve dig, 2018). Ayrica, Tunusta
yetistirilen Triticum durum L. ve Triticum aestivum L. bugdaylarinin ruseym yaglarinda
bulunan B-karoten miktarlarini sirasiyla; 15.96 ve 17.12 mg/g olarak bulmuslardir (Zarroug
ve dig, 2015). Kumar ve Krishna (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ise ruseym yaginin
HPLC analizi B-karoten miktart 2.42 mg/100g olarak, solvent ekstraksiyonu ve siiper kritik
CO: ekstraksiyonu ile elde edilen ruseym yaginin f-karoten miktari sirasi ile 8.3mg/kg,

11.0 mg/kg olarak bildirmislerdir. Ruseym yaginin lutein igerigini inceleyen ¢alismalarda
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miktar araligiin 0.47-2.95 mg/100g oldugu bildirilmistir (Kumar ve Krishna, 2013; Panfili
ve dig, 2003).

Yapilan c¢alismalarin kosullar1 incelendiginde ruseym yaginin karotenoidleri
lizerinde yagin elde edildigi bugday tiirliniin, bugdaym yetistirme ve depolama
kosullarinin, ruseym yagi elde etme yonteminin, 6rnekten karotenoid ekstraksiyon yontemi

ve solvent gesitliliginin, analiz teknigi ve kosullarinin etkili oldugu sonucuna ulasilmistir.

4.3 Enkapsiillerin Karakterizasyonu

4.3.1 Enkapsiillerin etkinlik degerleri

Farkl1 kiitle oranlar1 (ruseym yagi; 2.5, 5, 10 ve 20 g ve maya hiicresi 10 g), ve iKi
farkl1 liretim ortami (solvent olarak %100 su ve %10 etanol) ve 3 ¢esit kabuk materyali
(plazmolize edilen, plazmolize edilmeyen ve canli maya hiicreleri), kullanilarak tiretilen
enkapsiillerin etkinlik degerleri karsilastirmali olarak incelenmis ve etkinlik test sonuglari
Cizelge 4.4’te verilmistir. Etkinlik sonuglarina gore farkli formiilasyonlarda hazirlanan
enkapsiillerin etkinlik degerleri tizerinde merkez: kabuk materyal kiitle oraninin, iiretim

ortaminin ve kabuk materyal ¢esidinin etkili oldugu (P<0.05) ifade edilebilir.

Cizelge 4.4 : Enkapsiilasyon etkinligi (%).

Kiitle orani (ruseym yagi:maya hiicresi)

Ornekler 0.25 0.50 1 2
PS 43.10+0.08aA 31.84+5.01aB  29.22+2.51aB 11.35+1.33aC
n-PS 35.96+2.14bA 25.67+0.41bB  13.36+1.75bcC 6.24+1.78bD
CS 18.80+2.42cA 17.90+0.57cA 6.37+0.28dB 3.13+1.36¢dC
PE 20.22+1.98cA 14.13+0.81dB  14.57+0.39bB 10.29+2.27aC
n-PE 14.17+0.03dA 13.77+0.01dA  11.79+0.46¢cB 4.49+0.58bcC
CE 8.38+0.01eAB 8.86+2.14eA 6.92+0.30dB 2.40+0.44dC

*QOrtalamaz+standart sapma. Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir (n=2). Ayni siitunda farkli kiigiik harflerle
(a-e) gosterilen ortalamalar ayni kiitle oraninda 6rneklerin birbirinden P<0.05 diizeyinde farkli oldugunu
gostermektedir. Ayni satir farkli biiyiik harflerle (A-D) gosterilen ortalamalar ayni drnegin farkl kiitle
oranlarinda birbirinden P<0.05 diizeyinde farkli oldugunu gostermektedir. PS: plazmoliz su; n-PS:
plazmoliz edilmeyen su; CS: canli su; PE: plazmoliz etanol; n-PE: plazmoliz edilmeyen etanol; CE: canli
etanol

Tim kabuk materyal formiilasyonlar1 ve enkapsiil ortamlar1 i¢in kiitle oraninin
0.25’den 2’ye artmasi ile enkapsiil etkinliginin (PS Ornegi i¢in, %43.10+0.08’den
%11.35+1.33’e; PE 0Ornegi igin, %20.22+1.98’den 9%10.29+2.27°ye; n-PS o6rnegi i¢in,
%35.964+2.14°den 6.24+1.7°e; n-PE Ornegi icin, %14.17+0.03’ten %4.49+0.58’¢; CS
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ornegi icin, %18.80+2.42°den %3.13+1.36’ya ve CE 0Ornegi i¢in, %8.38+0.01’den
%2.40+0.44°¢) onemli derecede (P<0.05) azalma egiliminde oldugu belirlenmistir. Kiitle
orani ile elde ettigimiz sonuglar ile uyumlu olarak Paramera ve dig. (2011a) kurkumini
maya hiicresi ile enkapsiil etmis ve kiitle oraninin 1’den 10’ kadar artis1 ile etkinlik
degerinin diisme egiliminde oldugunu ve bu durumu her bir hiicrenin smirli yiikleme
kapasitesine sahip oldugu, belirli bir merkez:kabuk materyal oraninin istiine ¢ikildiginda
daha ileri miktarda yiikleme yapilamayacagi icin etkinligin diisme egiliminde olacagi

ifadesi ile agiklamistir (Paramera ve dig, 2011a).

Enkapsiil iiretiminde organik ¢oziiclilerin hiicre membraninin permeabilitesini
arttirdig1 bilinmektedir (Czerniak ve dig, 2015). Ancak test edilen tiim kiitle oranlarinda,
enkapsiilasyon ortami olarak suyun kullanildig: iretimlerde %10 etanol formiilasyonuna
kiyasla enkapsiil etkinligi 6nemli dl¢tide (P<0.005) daha yiiksektir. Su ve etanol iiretim
ortamlarinda 0.25 kiitle oraninda etkinlik degerleri plazmoliz edilen 6rnekler igin sirasi ile
%43.100+0.08, %20.22+1.98, plazmoliz edilmeyen Ornekler icin sirast ile %35.96+2.14,
%14.17+0.03 ve canli hiicre 6rnekleri i¢in %18.80+2.42, %8.38+0.01 olarak belirlenmistir.
Balik yaginin maya hiicreleri ile kapsiillendigi ¢aligmada %6.5 oraninda kullanilan etil
asetatin etkinligi azalttigt (Czerniak ve dig, 2015), benzer sekilde kurkuminin
enkapsiilasyonunda %350 etanoliin etkinlikte azalmaya sebep oldugu (Paramera ve dig,
2011a), ancak %10 etanol kullanimi ile antosiyanin ekstraktinin enkapsiilasyonunda
etkinlik artis1 saglandigi (Nguyen ve dig, 2018) bildirilmistir. Enkapsiilasyon igleminde
kullanilan organik ¢6ziicliniin etkinligi arttirma ya da diisiirme iizerine etkisi basta organik
¢oziicli konsantrasyonuna (belirli bir noktaya kadar membran lipit-lipit etkilesimine zarar
vererek akicilif1 ve permeabiliteyi arttirarak, etkinligi arttirabilecegi, ancak belli diizeyin
tistiinde hiicre lizizine sebep olarak etkinligi azaltabilecegi), merkez materyalin organik
¢oziiciide ¢oziinme 6zelligine (apolar karakterde bir merkez materyalin afinitesi organik
¢oOziiciiye daha yiiksek olacagi icin organik ¢oziiciide kalmayr tercih edecek ve etkinligi
diislirebilecektir ya da tam tersi durumda merkez materyal polar karakter ise etkinlik
artacaktir), pH, sicaklik (benz alkol ya da etil alkoliin iiretim sicakliginda (55°C)
buharlasarak yapidan uzaklagmasi sebebi ile etki gdstermemesi) ve hiicre yogunluguna
bagl olarak degisebilmektedir (Czerniak ve dig, 2015; Paramera ve dig, 2011a; Nguyen ve
dig, 2018).

Enkapsiilasyon isleminde merkez materyal iki sekilde iretim siirecini

tamamlamaktadir. ik yolda hiicre igerisine girmekte ve uygun bosluklarda (lipit damlalar
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ve vakuoller) tutunmakta, ikinci yolda ise hiicre duvar bilesenleri ile hidrojen baglari
kurmakta ya da plazma membran1 fosfolipit tabakasindaki hidrokarbon zincirleri arasinda
tutunmaktadir (Nomand ve dig, 2005; Czerniak ve dig, 2015). Ilk iiretim siireci i¢in Bishop
ve dig. 1998 maya hiicresine yag yiikleme isleminin iki asamali islemle gerceklestigini, ilk
asamada hiicre bilesenlerinin disart ¢ikiginin ikinci asamada ise kendiliginden yagin hiicre
icine alindigini vurgulamistir. Plazmoliz isleminde hiicrenin suda ¢6ziinebilen stoplazmik
igeriginin (protein, polisakkarit, enzim, amino asit ve niikleik asit gibi) bosalmasi
sonucunda hiicre i¢i bosluklar artacagini, bu durumdaki hiicre bos bir ¢uval gibi merkez
materyal ile doldurulabilecegi belirtilmistir. Boylece merkez materyal hiicre igerisine
girme yolu ile biyokapsiile edildiyse plazmolize edilmis hiicrelerde enkapsiilasyon
etkinliginin artmasi beklenmektedir (Paramera ve dig, 2011a). Test edilen tiim kiitle
oranlarinda ve hem su hem de etanol iiretimlerinde etkinlik degerinin plazmoliz islemi ile
arttig1 (P<0.05) belirlenmistir. Bu veri 1s18inda ruseym yaginin maya hiicreleri igerisinde
tutuklandig1 sdylenebilir. Enkapsiilasyon tasiyicisi olarak plazmolize edilen ve edilmeyen
hiicrelerin etkinlik degerlerini inceleyen g¢alismalarda; klorojenik asidin plazmolize edilen
hiicrelerde plazmolize edilmeyenlere kiyasla etkinlik degerinin iki kat arttigi, bu artisin
polar yapidan kaynaklandigi bildirilmistir (Shi ve dig, 2007). Kurkuminin maya
hiicrelerinde enkapsiilasyonunun incelendigi calismada; plazmoliz islemi ile etkinlikte
onemli bir degisiklik olmadigi, enkapsiilasyonun kurkuminin hiicre duvart bilesenleri
sonucunda hidrojen baglar olusturarak ya da stoplazmik membrani {izerine adhezyonla
(vapisma) gerceklestigi teorileri ile agiklanmigtir (Paramera ve dig, 2011a). Bir bagka
calismada; balik yagimin enkapsiilasyonunda plazmoliz isleminin etkinligi %32.6’dan
%45.53’e ylikselttigi belirlenmis, calismada alinan Transmission Electron Microscope
(TEM) goriintiileri ile manipiilasyon isleminin hiicre i¢inde bosluklar olustugu ve balik
yagmin bu bosluklarda bir ya da daha fazla lipit damlalar1 olusturarak stoplazma iginde
kaldig1 bildirilmistir (Czerniak ve dig, 2015). Kavosi ve dig. (2017) semiz otu tohum
yaginin maya hiicresi ile enkapsiilasyonunda etkinliginin plazmoliz islemi ile %52.96’dan

%60.27’ye ¢iktigini rapor etmislerdir.

Ayni {iretim ortami ve aym kiitle oraninda iiretilen enkapsiiller incelendiginde en
yiiksek etkinlige plazmolize edilen hiicreler ile ulasiimigken, en diisiik etkinlik ise canli
hiicrenin kullanildig: iiretimde belirlenmistir. Boylece farkli kabuk materyallerin etkinlik
basarisi siralaninca en bagaril iiretimin plazmoliz hiicrelerinde, sonra plazmoliz edilmeyen

hiicrelerde oldugu, son sirada ise canli hiicrelerin yer aldigi belirlenmistir (P > n-P > C).
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Enkapsiilasyonda merkez materyalin hiicre igine girisi konsantrasyon gradientinden olusan
farkla, pasif diflizyon ilkesi ile gerceklesmektedir. Bu hareketlilikte herhangi bir hiicresel
ya da kimyasal enerji gerekmemektedir. Bu durumda hiicrenin canliligi enkapsiil
etkinligini etkileyen bir parametre olmamaktadir (Paramera, ve dig, 2011a; Rathore ve dig,
2013). Sekil 4.2°de gosterildigi gibi farkli kiitle orani, farkli iiretim ortami ve farkli kabuk
materyal kullanimi sonucunda iiretilen enkapsiillerin etkinlik degerleri incelendiginde en
yiiksek etkinligin 0.25 kiitle oraninda, su liretim ortaminda ve plazmolize edilen hiicre

kullanima ile elde edilen kapsiilde (PS,%43.10+0.08) oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.2 : Enkapsiil 6rneklerinin etkinlik oranlari.
4.3.2 Enkapsiillerin yiikleme kapasiteleri

Farkl kiitle oranlar1 (ruseym yagi; 2.5, 5, 10 ve 20 g ve maya hiicresi 10 g), ve iki
farkl1 tiretim ortami (solvent olarak %100 su ve %10 etanol) ve 3 ¢esit kabuk materyali
(plazmolize edilen, edilmeyen ve canli maya hiicreleri) kullanilarak iiretilen enkapsiillerin
yiikleme kapasiteleri kargilastirmali olarak incelenmis ve etkinlik test sonuglar1 Cizelge
4.5’te verilmistir. Yikleme kapasitesi enkapsiil toplam ruseym yagi miktarindan kapsiil
yiizeyindeki yag miktari ¢ikarildiktan sonra elde edilen degerin enkapsiiliin kuru agirligina

orani ile hesaplanmistir.

En yiiksek etkinlik ve yilikleme kapasitesi degerini saglayan kabuk materyal ¢esidi,
solvent tlirli ve oranmin saptanmast amaciyla yapilan enkapsiilasyon denemelerinde,
kapsiildeki ruseym yag1 miktarinda en diisiik azalmanin elde edildigi kabuk cesidi, miktar1
ve lretimdeki solvent cinsi tez caligmasinin devam eden kisimlarinda ruseym yaginin

enkapsiilasyonunda tercih edilen oranlar olarak kabul edilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi
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ve enkapsiil ylikleme kapasitesi bagimli degiskenlerinin en yiiksek degerlerine gore

diizenlenen optimizasyon ¢aligsmasinda elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Cizelge 4.5 : Enkapsiil ylikleme kapasiteleri (g/kg).

Kiitle oran1 (ruseym yagi:maya hiicresi)

Ornekler 0.25 0.50 1 2
PS 216.52+6.09aA  177.24+9.62aB 166.78+8.86aC 79.17+£0.81aD
n-PS 185.79+11.9bA  140.88+2.00bB  65.48+8.46¢C 22.45+0.28bcD
CS 116.13£1.60dA  116.45+1.25cA 27.43+0.48dB 17.09+7.42cdC
PE 139.02+9.5¢cA 77.23+1.68dB  79.48+0.93bB 76.31+£7.14aB
n-PE 66.03+£9.16eA 62.62+£5.26eA  62.12+2.61cA 25.74+6.00bB
CE 31.03+4.81fA 35.19+4.87fA  24.88+4.88dB 15.46+0.80dC

*Ortalamazstandart sapma. Sonuglar iki tekerriir ortalamasidir (n=2). Ayn siitunda farkli kii¢iik harflerle
(a-e) gosterilen ortalamalar ayni kiitle oraninda 6rneklerin birbirinden P<0.05 diizeyinde farkli oldugunu
gostermektedir. Aymt satir farkli biiyiik harflerle (A-D) gosterilen ortalamalar aym 6rnegin farkli kiitle
oranlarinda birbirinden P<0.05 diizeyinde farkli oldugunu gostermektedir. PS: plazmoliz su; n-PS:
plazmoliz edilmeyen su; CS: canli su; PE: plazmoliz etanol; n-PE: plazmoliz edilmeyen etanol; CE: canli
etanol

Tiim kabuk materyal formiilasyonlar1 ve enkapsiil ortamlar1 i¢in kiitle oraninin
0.25’den 2’ye artmasi ile enkapsiillerin yiikleme kapasitelerinin (PS Ornegi igin,
216.52+6.09°dan 79.17+0.81°¢; PE 6rnegi i¢in, 139.02+9.5’ten 76.31+7.14°¢; n-PS 6rnegi
icin, 185.79+11.9°dan 22.45+0.28’¢; n-PE 6rnegi igin, 66.03£9.16’dan 25.74+6.00’ya; CS
ornegi i¢in, 116.13£1.60’tan 17.09+7.42’ye ve CE 0Ornegi icin de 31.03+4.81’den
15.46+0.80’e) onemli derecede (P<0.05) azalma egiliminde oldugu belirlenmistir. Kiitle
oranina bagli elde ettigimiz sonuglar ile uyumlu olarak; Boliim 4.3.1°de de ifade edildigi
gibi Paramera ve dig, (2011a) tarafindan saptanan bulgular ile agiklanabilir. Ancak aktif
bilesiklerin ~ ¢oziiniirliiklerindeki ~ farklilk  ve  bundan  kaynaklanan  tutma
mekanizmalarindaki farklilik nedeniyle birebir karsilagtirma yapmak miimkiin degildir.
Ayrica suda ¢oziiniir kimyasallarin tasima mekanizmasi ve hiicrelere doniistimii heniiz tam

olarak agiklanmamistir (Shi ve dig, 2007).

Uretilen enkapsiillerde, enkapsiilasyon ortami olarak suyun kullanimi1 %10 etanoliin
kullanimina kiyasla enkapsiillerin yiikleme kapasitelerinde onemli olgiide (P<0.005)
farklilik gostermistir. Ancak enkapsiil iiretiminde organik ¢oziiciilerin hiicre membraninin
permeabilitesini arttirdigi bilinmektedir (Czerniak ve dig, 2015). Su ve etanol iiretim
ortamlarinda 0.25 kiitle oraninda yilikleme kapasitesi degerleri plazmoliz edilen 6rnekler
icin siras1 ile 216.52+6.09, 139.02+9.5, plazmoliz edilmeyen oOrnekler igin sirasi ile
185.79+£11.9, 66.03+£9.16 ve canli hiicre ornekleri i¢in 116.13+£1.60, 31.03+4.810larak
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belirlenmigtir. Kurkuminin enkapsiilasyonunda %50 etanoliin yiikleme kapasitesinde
azalmaya sebep oldugu (Paramera, ve dig, 201la), ancak %10 etanol kullanimi ile
antosiyanin ekstraktinin enkapsiilasyonunda yiikleme kapasitesinde artis saglandigi
(Nguyen ve dig, 2018) bildirilmistir. Enkapsiilasyon isleminde kullanilan organik
¢oziiciiniin enkapsiilasyon etkinligine benzer bir etkiyi enkapsiil yiikkleme kapasitesinde de
gostermesi beklenmektedir (Boliim 4.3.1). Enkapsiillerin yiikleme kapasitesi bu beklentiyi

karsilamaktadir.

Plazmoliz isleminde sitoplazmik materyallerin kaybinin bir sonucu olarak hiicre igi
bosluklarin artmasina bagli daha fazla miktarda merkez materyal ile doldurulabilecegi ve
boylece merkez materyalin hiicre igerisine girme yolu ile enkapsiile edilmis ise plazmolize
edilmis hiicrelerde yiikleme kapasitesinin artmasi beklenmektedir (Paramera, ve dig,
2011a). Test edilen tiim kiitle oranlarinda ve hem su hem de etanol iiretimlerinde yiikleme
kapasitesi degerinin plazmoliz islemi ile arttigi (P<0.05) belirlenmistir. Bulgular
degerlendirildiginde ruseym yaginin maya hiicreleri icerisinde tutuklandigi soylenebilir.
Enkapsiilasyon tasiyicis1 olarak plazmolize edilen ve edilmeyen hiicrelerin yiikleme
kapasitelerini inceleyen ¢alismalarda; kurkuminin maya hiicrelerinde biyokapsiilasyonunda
plazmoliz iglemi ile ylikleme kapasitesinde 6nemli bir degisiklik olmadigi tespit edilmis ve
bu durum biyokapsiilasyonun iiretim siirecindeki biyokapsiil tiretim yolunun hiicre igine
girmek degil de ylizeye tutunmasi ile aciklanmistir (Paramera, ve dig, 2011a). Balik
yaginin biyokapsiilasyonunda plazmoliz iglemi ile yiikleme kapasitesinin 163.0’dan
226.2°ye yikselttigi belirlenmis, calismada alinan TEM goriintiileri ile balik yaginin
manipiilasyon sonucunda olusan hiicre i¢i bosluklara bir ya da daha fazla lipit damlalari
olusturarak stoplazma iginde kaldig1 bildirilmis (Czerniak ve dig, 2015), semiz otu tohum
yag1 enkapsiilasyonunda da benzer etki gosteren plazmoliz isleminin, yiikleme kapasitesini
186.87 g/kg’dan 211.68 g/kg’a ¢ikardigi rapor edilmistir (Kavosi ve dig, 2017). Corekotu
tohumu yaginin biyokapsiil arastirmasinda, plazmolize edilmeyen maya hiicresinin
yikleme kapasitesini 172.20 g/kg bulmusken plazmoliz isleminin ardindan yapilan
biyokapsiilasyon islemi ile 260.34 g/kg ve ylikleme kapasitesini artirdigi rapor edilmistir
(Karaman, 2020).

Enkapsiilasyon etkinligine benzer sekilde ayni liretim ortami ve ayni kiitle oraninda
tiretilen enkapsiiller incelendiginde en yiiksek yiikkleme kapasitesine plazmolize edilen
hiicreler ile ulasilmigken en diisiik yiikleme kapasitesi, canli hiicreler ile {iretilen

enkapsiillerde belirlenmistir. Boylece farkli kabuk materyallerin yiikleme kapasitesi
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basarisi siralaninca en bagarili iiretimin plazmoliz hiicrelerinde, sonra plazmoliz edilmeyen

hiicrelerde oldugu, son sirada ise canli hiicrelerin yer aldigi belirlenmistir (P > n-P >C).

Yiikleme kapasiteleri arasindaki farkliligi belirginlestirmek amaciyla Sekil 4.3.’te
de gosterildigi gibi ruseym yagi:maya hiicresi miktarlar1 0.25, 0.5, 1 ve 2 oranlarinda
plazmolize edilen maya hiicreleri kullanilarak su varliginda gerceklestirilen biyokapsiil

orneklerinin yiikleme kapasiteleri digerlerine kiyasla daha yiiksektir.
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Sekil 4.3 : Enkapsiil 6rneklerinin yiikleme kapasiteleri.

Enkapsiilasyon iiretim prosesi siliresince merkez materyalin miimkiin olan en
yiiksek miktarda kabuk materyaline tutunmasi enkapsiilasyon prosesleri i¢in oldukc¢a
onemlidir. Bu calismada plazmoliz isleminin enkapsiillerin EE ve EY iizerindeki etkisi
arastirilmistir ve calismada ruseym yagi i¢in, plazmolize edilmis maya hiicresinin, su ile ve
0.25 ruseymyagrmaya hiicresi kullaninminin en yiiksek etkinlik degerine ulastigi
belirlenmistir (%43). S6z konusu kosullar optimum iiretim kosullar1 olarak belirlenmistir.
Ruseym yaginin biyokapsiilasyon prosesinde belirtilen nitelikteki kabuk materyalin
belirlenen orandaki kullanimu ile biyokapsiiliin kilogrami basina yaklagik 216 gram ruseym
yagin1 hapsettigi belirlenmis ve bu deger yiikleme kapasitesi olarak tespit edilmistir.
Optimum kosullarin deneysel ve tahmini verileri 0.95 kabul edilebilirlik diizeyine sahip
olmustur. Optimum kosullarda {iretilen biyokapsiillerin SEM goriintiileri incelenerek

morfolojileri aragtirllmig ve salinim, FT-IR ve oksidatif stabilite testlerinde kullanilmgtir.

Elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde biyokapsiilasyon isleminde daha yiiksek

yiikleme kapasitesi ve enkapsiilasyon etkinligi elde etmek icin sitoplazmik maddeleri
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uzaklagtirmak gerektigi sonucu ¢ikarilabilmektedir. Literatiirde yer alan bir¢ok ¢alismadaki
(Kavosi ve dig, 2017; Shi ve dig, 2007; Czerniak ve dig, 2015; Karaman, 2020) bulgular
ile uyumluluk gosteriyorken merkez materyalin enkapsiilasyonda izledigi yolun farkli

olmasi sebebi ile Paremera ve dig. (2011a)’nin ulastig1 bulgularla uyum géstermemektedir.

4.3.3 Morfolojik yapi analizi (SEM analizi)

Ruseym yaginin Saccharomyces cerevisiae ile enkapsiilasyonu islemi i¢in en uygun
kosullar (merkez:kabuk materyal kiitle oran1 olarak 0.25, iiretim ortami olarak su)
belirlendikten sonra ii¢ farkli kabuk materyal ile enkapsiilasyon prosesi gerceklestirilmistir.
Plazmoliz su (PS), plazmoliz edilmeyen su (n-PS) ve canli su (CS) dolu ve bos
enkapsiillerinin SEM goriintiileri ile morfolojik yapilari incelenmistir. Kontrol grubu
olarak ruseym yagi kullanilmadan tretilen bos enkapsiiller (a; B-PS, b; B-n-PS, c; B-CS)
ve dolu enkapsiillerin (d; PS, e; n-PS, f; CS) goriintiileri sirasi ile Sekil 4.4 ve 4.5te

verilmigtir.

Hazirlanan bos ve dolu enkapsiillerin SEM goriintiilerinde morfolojik yapinin
oldukca farklilastigi goriilmektedir. Bos enkapsiillerin SEM goériintiilerinin birbirlerinden
farksiz oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 4.4). Merkezinde ruseym yagi bulunan
enkapsiillerin SEM goriintiileri (Sekil 4.5) incelendiginde ise birbirinden farklt morfolojik

yap1 gosterdikleri tespit edilmistir.

Sekil 4.4 : Kontrol grubu, bos enkapsiillerin SEM goriintiileri (a)Bos plazmoliz su. (b)Bos
plazmoliz edilmeyen su. (c)Bos canli su.

52



Sekil 4.5 : Dolu enkapsiillerin SEM gorintiileri: (d)Plazmoliz su. (e)Plazmoliz edilmeyen
su. (f)Canli su.

Ruseym yagimin plazmolize edilen hiicrelerin merkezine yerlesimi ile plazmolize
edilmeyen ve canli hiicrelerin merkezine yerlesiminin kiiresel yap1 bakimindan farklilik
gosterdigi kaydedilmistir. Bu durum literatiirde plazmoliz isleminin hiicredeki suda
¢oziinlir bilesenlerin ve proteinlerin hiicreden ekstraksiyonuna neden olmasi neticesinde
hiicre i¢i boslugun artmasi1 ve buna bagli olarak hiicre i¢indeki yag damlaciklarinin
kademeli olarak genisleyen ve sonunda hiicre i¢i bosluga niifuz etmis stabilize yag
damlacig1 olugturmasina olanak vermesi ile agiklanmistir (Bishop ve dig, 1998; Cizerniak
ve dig, 2015). Bu yag damlasinin hiicre igindeki yerlesimi, plazma membranindaki

fosfolipit tabakanin hidrofobik kutuplar: sayesinde ¢evrelendigi diigiiniilmektedir.

Ayni zamanda merkez materyal olarak ruseym yagi kullaniminin, enkapsiillerde
topaklanma davranmigina destek verdigi goriilmektedir. Bu durum literatiirde, hiicre
duvarinda yer alan [-glukanlarin baglanma 6zelliklerine bagh olarak (H bagi kurmasi)
ruseym yagi sikigsmasi ve hiicre duvarinda kalinlagsma seklinde agregasyon olusturmast ile

aciklanmistir (Sultana ve dig, (2017); Paramera ve dig, (2011a); Karaman, (2020)).

Ulasilan sonuglarin aksine, Kavosi ve dig. (2017) semiz otu yag: ile yaptiklari
calismada plazmolizin maya hiicrelerinin yiizey morfolojisi iizerinde higbir etkisinin
olmadigini ve birbirleri ile benzer kiiresel yapilar gdsterdiklerini tespit etmislerdir. Corek
otu yagmi enkapsiile eden Karaman (2020) ise plazmolize edilmemis S. cerevisiae'nin
diizglin ve piirlizsiiz yiizeyler gosterdigini ve plazmoliz isleminin hiicrelerde kiiciik

deformasyona neden oldugu sonucuna varmaistir.
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4.3.4 Salinim testi

Optimum sartlara gore olusturulmus enkapsiiller (PS, n-PS, CS) ile Bolim
3.3.2.4’te tamimlanan salinim testi gerceklestirilmistir. Salinim testinde, sindirim ortaminda
belirlenen B-karoten, salinan ruseym yaginin indikatorii olarak degerlendirilmistir. Boylece
enkapsiillerdeki ruseym yagi ne kadar ¢ok salinirsa o oranda yiiksek B-karoten miktari
goriilmektedir. Her bir enkapsiil esit miktarlarda (10 g) kullanilmistir ancak enkapsiilasyon
etkinliginin (%) farkli olmasi sebebi ile salinan B-karoten miktarlar1 da farklilik
gostermistir (Sekil 4.6). Maya hiicrelerine uygulanan islemler, sindirim kosullar1 ve
bunlarin etkilesimlerinin B-karoten salinimimi 6nemli derecede (P<0.05) etkiledigi
belirlenmistir. Agiz ortaminda salman f-karoten miktarinin olduk¢a disiik oldugu
gozlemlenmistir. Yemek borusu-mide asamasinda agiz kosullarina ve hatta salinimin
devam ettigi oniki parmak ve ince bagirsak kosullarina kiyasla ¢ok yiiksek miktarda [3-
karoten salindig1 dikkat ¢ekmektedir. Yemek borusu-mide asamasinda PS, n-PS ve CS
orneklerinden salinan B-karoten miktarlar: sirasi ile %44.18, %71.18 ve %87.32’dir. Bu
kosullarda uzun kalis siiresi (90 dk), diisiik pH degeri (yaklasik 2) ve pepsin enzimi ile
etkilesimin  kombine etkisinin bu yiiksek salinim degerlerinde etkisi oldugu
diistiniilmektedir. Bu asamaya kadar en yiiksek [B-karoten salimim orani canli hiicre
kaspiiliinde belirlenmistir. Maya hiicrelerinin en dis f-glukan agi (B-glukan 1,3 ve f-glukan
1,6), kitin ve proteinlerden olusan tabaka ve hiicrenin segici gegirgenlik Ozelligini
karakterize eden plazma membran hiicre biitiinligiinti saglamaktadir (Salari ve dig,. 2015;
Shi ve dig, 2008). Canli hiicre enkapsiillerinde belirtilen bu yap1 bilesenlerinin salinim
ortaminda daha kolay deforme olmasi ya da mide ortaminin asitliginde yapisal yikima
ugramasi yiiksek salimim egilimini agiklamaktadir. Elde ettigimiz bu bulgu maya
hiicrelerinde enkapsiile edilen resvereatroliin insan sindirim sisteminin taklit edildigi
kosullarda ilk 90 dk i¢inde %90’ min salindigin1 bildiren ¢alisma ile uyumludur (Shi ve dig,
2008). Ayrica Salari ve dig. (2015) maya hiicrelerinde enkapsiile ettikleri berberinin diisiik
pH derecelerinde salinnm hizinin arttigint  belirtmistir. Plazmolize edilen hiicre
enkapsiillerin yemek borusu-mide agamasindaki nispeten diisiik salinim hizi sebebi olarak
plazmoliz islemi sirasinda hiicre duvar bilesenlerinin organizasyon bozulmasinin yani sira
disik pH ve gastrik enzimlere maruz kalma sonrasinda emiilsiyon damlalarinin
koalesans/flokiilasyonu ile aciklanabilir. Diisiik pH derecelerinde (2) protein ylizeyi pozitif
yiiklii olarak kalir ve peptik hidroliz damla ytizeyinin pozitif yiik kaybina neden olmaktadir
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bu durum da proteinleri yeterli elektrostatik itme saglayamaz hale getirir ve bu durumun

sonucunda damlalarda koalesans/flokiilasyon ger¢eklesir (Goyal ve dig, 2016).
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Sekil 4.6 : Enkapsiillerin insan sindirim sisteminin taklit edildigi kosullarda belirlenen
salinim profilleri.

(PS: Plazmolize su, n-PS: Plazmolize edilmeyen su, CS: Canli su.)

Salinimin devam eden asamalari olan oniki parmak bagirsagi (20dk) ve ince
bagirsak da (90dk) salinim hizinin yavasladigi gozlemlenmis ve PS, n-PS ve CS
kapsiillerinden %38.99, %?22.72 ve %10.01 B-karoten daha salindigi belirlenmistir.
Boylece plazmolize maya hiicresinde enkapsiile edilen ruseym yaginin en yiliksek sindirim
alaninin ince bagirsak oldugu sdylenebilir. Bu veri ile uyumlu olarak, Fu ve dig. (2021)
tarafindan yapilan c¢alismada maya hiicresi ile enkapsiile edilen antarktik kril yaginin
bagirsak ortaminin taklit edildigi kosullarda daha yiiksek salimim hizi sergiledigi
belirtilmistir.

Insan sindirim sisteminin taklit edildigi kosullarda PS, n-PS ve CS den salman
toplam B-karoten miktarlar1 sirasi ile %83.17, %93.56 ve %97.33 olarak belirlenmistir.
Elde edilen veriler 1s18inda plazmolize maya hiicrelerinin, bugday ruseym yagini
gastrointestinal sistem boyunca hedeflenen yere tasimak i¢in uygun duvar materyali olarak

kullanilabilecegi ifade edilebilir.
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4.35 FT-IR analizi

Optimum sartlara gore olusturulmus dolu, bos enkapsiillerin ve ruseym yaginin bag
yapilart FT-IR analizi ile, 450-4000 cm™ dalga sayisi araliginda incelenmis secilen dalga

sayis1 bolgeleri Sekil 4.7 de verilmistir.
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Sekil 4.7 : FT-IR spektrumu.

(D-CS: dolu canli su; D-PS: dolu plazmoliz su; D-n-PS: dolu plazmolize edilmeyen su; B-CS: bos canli su;
B-PS: bos plazmoliz su; B-n-PS:bos plazmoliz edilmeyen su.)

Bir organik bilesigin FT-IR analizi, o bilesigin optik izomerleri hari¢ kendine has
pikleri gostermektedir. Molekiil ya da molekiil i¢indeki fonksiyonel gruplarin degismesiyle
bunlarm titresim frekanslar1 da degismektedir. Titresim frekanslar1 farkli olan molekiil ya
da fonksiyonel gruplar iginden infrared 151 geciriliyorken yapilar kendi frekanslarina
uygun monokromatik isinlar1 sogurmaktadirlar. Boylece infrared bolgede cesitli dalga
sayisindaki 1ginlarin 6rnek igerisinden gecirilmesi sonucunda, molekiil veya fonksiyonel

gruplarin yapilarina gore farkli frekanslarda absorpsiyon pikleri gosteren 6zel spektrumlar
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elde edilmektedir. Gonderilen infrared veri absorbanstan ziyade yilizde gecirgenlik
(transmittans) olarak ordinata islenerck gosterilmektedir. Spektrumda, 3600-1200 cm™
araligina fonksiyonel gruplar bolgesi denir. Parmak izi bolgesi olarak tanimlanan 1200—
700 cm? bolgesinde; molekiildeki yapisal ve bilesim olarak kiigiik degisiklikler
incelenebilmektedir (Hisil, 2010).

Literatiirde mikroorganizmalara 6zgii karakteristik infrared sogurma frekanslari ve
bunlarin biyomolekiiler 6zellikleri Cizelge 4.6’da verilmistir (Bozza de Almenida ve dig,
2015).

Cizelge 4.6 : Mikroorganizmalarin FT-IR frekanslar1 ve biyomolekiiler 6zellikleri
(Bozza de Almenida ve dig, 2015).

Frekanslar (cm™ 1) Molekiiler bag  Titresimsel mod Biyomolekiil
3200-2800 CHy, CHs Simetrik ve Yag asitleri,
asimetrik lipitler
germe
N-H Simetrik germe Proteinler
1780-1700 C=0 Simetrik germe Yag asitleri
1695-1625 C=0, C-N Simetrik germe Proteinler (Amid 1)
N-H Biikme
1560-1525 C-N Simetrik germe Proteinler (Amid 1)
N-H Biikme
1480-1400 CHs, CH2 Biikme Lipitler
C=0 Asimetrik germe
1300-1200 P=0 Asimetrik germe Niikleik asitler
1200-900 C-0O-C, C-0O, Simetrik germe  Riboz, glikojen, niikleik
P=0, asitler
C-C/C-0
900-700 C-H Biikme Aromatik gruplar

Ruseym yagina ait FT-IR frekanslar1 ve biyomolekiiler 6zellikleri literatiirde; 3006
cmt (C-H germe), 2953 cm™! (C-H (CHs) asimetrik germe), 2924 cm™! (C-H (CHy)
asimetrik germe) ve 2854 cm™! (C-H (CH.) simetrik germe ) frekanslarmin oldukca
onemli oldugu yer almaktadir. Aym zamanda 1746 cm™ (C=0O germe titresimi) trigliserid
ester bag1 ve serbest yag asitlerinin karboksilik grubu ile iliskili oldugu, 1465 cm™ (CH;
makaslama) titresimleri, 1377 cm™ (CHs simetrik biikiilme) ve 1238 cm™ ’de (CH:
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biikiilme modu) énemli pikler bulundugu bildirilmistir. Parmak izi bolgesinde yer alan 723
cm? (CH: sallanma modu) ve 1033, 1097, 1118 ve 1163 cm™ C-O germe titresimi ve
alifatik esterlerin gostergesi niteliginde oldugu rapor edilmistir (Arslan ve Caglar, 2019;

Gouvinhas ve dig, 2015; Oziilkii ve dig, 2017; Woijcicki ve dig, 2015).

Ruseym yagi spektrumu incelendiginde (Sekil 4.7 (a)), 3009 cm™? (CH germe
titresimi), 2923 ve 2853 cm™’de (CH; asimetrik ve simetrik germe titresimi) Karakteristik
zirveler gosterdigi tespit edilmistir. Parmak izi bolgesinde ise; 1745 cm™ ' (COO
trigliseridlerin gerilme titresimi), 1464 ve 1377 cm™ (CH, ve CHs makaslama titresimi),
1160 ve 1158 cm™ (ester gruplarinin CO germe titresimi) tespit edilmistir. Benzer bir
spektrum daha dnce bildirilmistir (Arslan ve Caglar, 2019). Ayrica aromatik gruplarin yer

aldig1 bolgede de 721 cm™ *de de absorbans tespit edilmistir.

Sekil 4.7 (b)’de yer alan plazmolize edilen, plazmolize edilmeyen ve canli hiicre
enkapsiillerinin dolu ve bos 6rneklerinin FT-IR spektrumlarinin birbirinden oldukea farkl
oldugu goriilmektedir.Sekil 4.7 (b) incelendiginde, plazmoliz isleminin proteinler,
karbonhidratlar, lipitler ve hatta niikleik asitler gibi hiicre duvari veya zarinin yapisal

bilesenleri tizerindeki etkileri temsil eden karakteristik degisiklikler goriilebilmektedir.

Plazmolize edilmemis maya hiicrelerinin adsorpsiyon bantlar1 incelendiginde;
3360cmY’de (maya polisakkaritlerinin OH titresim bandi), 2925cm*de (lipitlerin CH;
asimetrik germe titresimi), 1651cm 'de (proteinlerdeki amid I titresim bandi) absorbantlar:
goriilmiistiir. 1405 cm™’de (asimetrik germe titresimi), 1243 cm™’de (asimetrik germe
titresimleri) ve 1075 cm™’de (B-1,3 glukan absorpsiyon bandi) pikleri tespit edilmistir.
Maya hiicrelerindeki bu karakteristik pikler bir¢ok ¢alismada kanitlanmistir (Stroescu ve
dig, 2013; Paramera ve dig, 2011a; Burattini ve dig, 2008; Cavagna ve dig, 2009; Kavosi
ve dig, 2017).

Polisakkaritlerin OH titresimsel gerilmesine atfedilebilen plazmolize edilmemis
maya spektrumunda 3360 cm™ genis absorpsiyon band1 (Sekil 4.7 (b)) plazmolize edilmis
maya spektrumlarinda 3380 cm™’e kaymustir. 2925 cm™'deki tepe, niikleik asitlerin,
proteinlerin ve lipitlerin asimetrik CH> gerilmesine baglanabilir ve plazmoliz ile 2924 cm’
e kaymustir. Plazmolize hiicrelerde 2924 cm™ pik yogunlugunun arttig: belirlenmistir. Bu
durum plazmoliz islemi sonrasinda molekiiler hiicre bilesenlerinin kaybi nedeni ile hiicrede

lipit konsanstrasyonunun nispi artisi ile iliskilendirilmistir (Kavosi ve dig. 2017).
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1657 ve 1537 cm™'deki absorpsiyon bantlari, maya hiicreleri i¢in karakteristik
olduklar1 ve sirasiyla protein amid I ve II bantlarina atfedilebildikleri i¢in biiyiik 6nem
tasimaktadir (Shi ve dig, 2008). Plazmolize edilmemis mayada amid I band1 1651 cmiken
ve amid II band1 yokken; plazmoliz ile amid I band1 1649 cm™’e kaymustir (Sekil 4.7 (b)).
Parmak izi bolgesi karmasik olmakla birlikte; plazmolize edilmis ve edilmemis mayalarin
FT-IR spektrumlart karsilagtirildiginda, plazmolizin gergekten hiicrenin  kimyasal
bilesimini degistirdigi aciktir. Ayrica canli hiicre ve plazmoliz edilmeyen hiicre arasindaki
tek fark plazmoliz edilememis hiicrelerin dondurarak kurutulmasidir. Her iki hiicrenin FT-
IR spektrumlari kiyaslandiginda canli hiicrenin 1650-1250 cm™ araliginda daha yogun
band verdigi gozlemlenmistir. Literatiirde dondurma ve dehidrasyon islemlerinin maya

hiicre yapisinda ciddi degisime neden oldugu bildirilmistir (Nguyen ve dig, 2018).

Onceki calismalar incelendiginde, bulgularimizin aksine; plazmoliz isleminin
hiicrede proteinlerin amid I ve amid II bdlgelerinde degisikliklere sebep oldugu

saptanmustir (Shi ve dig, 2008; Kavosi ve dig, 2017).

Enkapsiile bugday ruseym yaginin FT-IR spektrumlart (Sekil 4.7 (b)) maya
hiicreleri ile benzerlik gostermekle birlikte enkapsiilasyon ile gerceklesen degisiklik bazi
karakteristik piklerin kaymasi ya da kaybolmasina neden olmustur. Dolu enkapsiillerin
1744 cm™‘de pik verdikleri belirlenmistir. Bu pik ruseym yag1 triglisedlerinin karboksil
gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bu sonu¢ maya hiicresi enkapsiillerinde ruseym yaginin
varligini  dogrulamaktadir. Literaturde benzer durum Antarctic krill yaginin maya

hiicrelerinde enkapsiile edildigi ¢alismada da bildirilmistir (Fu ve dig, 2021).

Sonug¢ olarak ruseym yaginin maya hiicresindeki proteinler ve polisakkaritler ile
olas1 etkilesimleri g6z onilinde bulundurulup ve ayni zamanda enkapsiillerin aralarindaki
sekil ve yogunluk farkliliklar ile ruseym yagiin emiliminin ortadan kalkmasi; ruseym

yaginin maya hiicrelerinde kapsiillendigini gdstermektedir (Arslan ve Caglar, 2019).
4.3.6 Oksidatif stabilite analizleri

4.3.6.1 Ransimat testi

Ruseym yag1 dolu ve bos (kontrol) enkapsiillerin oksidasyona karsi dayanikliligi
hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla, Bolim 3.3.2.5’te yer alan “Ransimat testi” basligi
altindaki agiklamalar dogrultusunda teste tabi tutulmustur. Ransimat testi 100°C ve 10 L/sa

hava akis1 kosullarinda gerceklestirilmis ve sonuglar Sekil 4.8 verilmistir.
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Sekil 4.8 : Ransimat test sonuglari.

(RY: ruseym yagi; PS: Plazmoliz su; n-PS: Plazmolize edilmeyen su; CS: Canli su; BPS: Bos plazmoliz su;
B-n-PS: Bos plazmolize edilmeyen su; B-CS: Bos canli su; BHT: biitillenmis hidroksi toluen (standart
antioksidan.)

Serbest rugseym yag ile esit miktarda yag iceren enkapsiil miktarlari etkinlik testi
temelinde hesaplanmis ve enkapsiillerin ruseym yagini oksidasyondan koruma basarisi
indiiksiyon periyodu temelinde belirlenmis serbest ruseym yagi ve standart antioksidan
(BHT) kiyaslanabilmistir.

Indiiksiyon periyodu oksidasyonun baslamasi i¢in gerekli olan siire (saat) olarak
tanimlanmaktadir. Bir 6rnegin indiiksiyon periyodu ne kadar uzun ise, 6rnek o Olgiide
kararlidir. Indiiksiyon periyotlar1 serbest ruseym yagi, plazmoliz enkapsiilii, plazmoliz
edilmeyen hiicre enkapsiilii ve canli hiicre enkapsiilii i¢in sirasi ile 3.32, 3.39, 2.94 ve 2.86
saat olarak belirlenmistir. Caligmada ayrica bos enkapsiillerin (B-PS, B-n-PS ve B-CS) ve
standart antioksidan olarak kullanilan BHT nin indiiksiyon periyotlar1 da (bos kapsiiller
i¢in sirasi ile 0.31, 0.24, 0.25 saat, BHT i¢in 6.53 saat) belirlenmistir.

Enkapsiil 6rnekleri arasinda en yiiksek stabilitenin PS 6rneginde (3.39 saat) oldugu
belirlenmistir. Plazmoliz edilmeyen ve canli hiicre kapsiillerinde yeterli koruma
saglanamamigtir. Bu durumun muhtemel sebebi olarak, kapsiillerin yiizeyinde yiiksek
miktarda ruseym yagi bulunmasi ve bu noktada bulunan yagm kolayca okside olmasi
gosterilebilir. Literatiirde plazmolize hiicre enkapsiillerinin merkez materyali oksidasyona
kars1 koruma basarisin1 ransimat cihazi ile 6l¢en ¢alismalarda da benzer sonuglar elde

edilmis ve bu durum plazmoliz islemi ile hiicrede daha siki ve kalin bir hiicre duvari
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olusmasina bagl olarak agiklanmistir (Bishop ve dig, 1998; Karaman, 2020; Salari ve dig,
2013).

4.3.6.2 Firin testi

Enkapsiilasyonun amaglarindan bir tanesi de aktif bilesiklerin stabilitesini
arttirmaktir. Ruseym yaginin sahip oldugu tekli ve ¢oklu doymamis yag asitleri oraninin
yiiksek olmasi sebebiyle kolayca okside olabilirler. Bu calismada serbest ve enkapiile
ruseym yagmin oksidatif stabilitesi hizlandirilmis test kosullar1 olarak 60°C’de 24 giin

bekletilen 6rneklerin peroksit ve p- anisidin degerlerinin 6l¢iilmesi ile degerlendirilmistir.
Peroksit sayisi

Peroksit sayisi oksidasyonun baslangi¢ asamalarindaki oksidatif durumu gostermesi
bakimindan 6nemli bir parametre olmakla beraber, hizlandirilmis kosullardaki gecen
zamana kars1 degiskenlik gosterdiginden tek basina giivenilir bir parametre olarak kabul

edilmemektedir (Atinafu ve Bodemo, 2011).

Belirli periyotlarda (0, 8, 16 ve 24. giin) etiivden alinan Srneklerin peroksit sayisi

degerleri Cizelge 4.7°de ve Sekil 4.9 da verilmistir.

Cizelge 4.7 : Peroksit sayisi sonuglart (meq O2/kg yag).

0. giin 8. glin 16. giin 24. giin
Ruseym yagi 4.69+0.16cC  29.52+0.79aB  43.94+1.94aA  28.12+16.86cB
PS 7.15£0.296C  16.31+0.92cB  18.46+1.18dA 9.19+1.41aC
n-PS 7.38+£0.20bD  17.30+1.58cB  22.28+0.02cA 10.47+1.46aC
CS 7.88+0.30aD  23.68+1.73bB  35.03£1.64bA 13.66+1.54bC

*Aym stitunda farkli kiigiik harflerle (a-d) gosterilen ortalamalar ayni depolama siiresindeki 6rneklerin
birbirinden P<0.05 diizeyinde farkli oldugunu goéstermektedir. Aymi satirda farkli biiyiik harflerle (A-D)
gosterilen ortalamalar farkli depolama siireleri sonunda birbirinden P<0.05 diizeyinde farkli oldugunu
gostermektedir. PS: plazmoliz su; n-PS: plazmoliz edilmeyen su; CS: canli Su.

Cizelge 4.7 incelendiginde enkapsiil orneklerinin baglangic peroksit sayist 8 meq
O2/kg yag dan daha diisiiktiir (p>0.05). Bu durum enkapsiilasyon prosesinin ruseym yagini
negatif etkilemedigini gostermektedir. ilerleyen oksidasyon siirecinde 16. giine kadar tiim
orneklerin peroksit degerinin artma egiliminde oldugu, en yiiksek artigin serbest ruseym
yaginda (43.94 meq O2z/kg yag), en diisiik artigin ise plazmolize hiicre enkapsiiliinde (PS)
(18.46 meq O2/kg yag) gerceklestigi (P<0.05) gozlemlenmistir. Ancak 16. giinden sonra

orneklerde peroksit degerinin azaldigi tespit edilmistir. Is1 ile oksidasyon siireclerinde
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oksidasyonun baslangi¢ donemlerinde olusan ve birincil oksidasyon iiriinii olarak bilinen
peroksitler stabil bilesikler degildir. Oksidatif kosullarin devam etmesi durumunda, ikincil
oksidasyon iirlinleri olarak bilinen kisa zincirli hidrokarbon yapilari, karbonilli bilesikler,
alkoller vb. iiriinlere pargalanirlar. Bu nedenle devam eden 1s1 uygulamasi ile olusan
peroksit degeri siirekli artis gostermemektedir (Nayak ve dig, 2016). Birgok arastirmada da
1s1 uygulamasmin devaminda peroksit degerinin azaldigi gézlemlenmistir (White, 1991;

Vieira ve Regitano-D’arce, 1999; Zhang ve dig, 2007).

Sekil 4.9’dan da takip edilebilecegi gibi hem enkapsiillenmis hem de serbest
riseym yaginda 1smin oksidasyon olusmasina sebep oldugu saptanmistir. Ayrica
enkapsiillerin 8, 16, ve 24. gilinlerdeki peroksit degerlerinin ruseym yagina kiyasla daha

diisiik oldugu ve bu durumun enkapsiilasyon isleminin koruyuculugundan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.9 : Peroksit sayzsi.
(RY: Ruseym yagi; PS: Plazmoliz su; n-PS: Plazmoliz edilmeyen su; CS: Canli su.)

Depolamanin 16. giinden sonra ruseym yag: yiiklii enkapsiiller arasindaki peroksit
degerleri kiyaslandiginda en yiiksek miktarin canli hiicre kapsiiliinde oldugu bunu
plazmoliz edilmeyen hiicre kapsiiliiniin izledigi belirlenmistir. Bir baska anlatimla
depolama siiresi sonunda kapsiillerin peroksit degerleri diislikten yiiksege dogru
siralanirsa; plazmolize su (PS) < plazmolize edilmeyen su (n-PS) < canli su (CS) sonucu
cikmaktadir (P<0.05).
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Czerniak ve dig. (2015) tarafindan yapilan bir g¢alismada Saccharomyces
cerevisiae’nin menhaden balik yagi i¢in kabuk materyal olarak kullanmis ve depolama
sirasinda numunelerin oksidatif stabilitesini arastirmislardir. Maya hiicresi ile kapsiillenen
numunelerin peroksit degerinin, 30 gilinlilk depolamadan sonra dogal yaginkinden 6nemli
Olgiide daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada Hibiscus sabdariffa
L.’nin antosiyanin stabilitesinin S. cerevisiae enkapsiilasyonu ile basarili bir sekilde

korunabildigi bildirilmistir (Nguyen ve dig, 2018).

Shi ve dig. (2008) resveratroliin enkapsiilasyon ile stabilitesindeki degisimi
incelemis ve gesitli bozunma faktorlerine karsi maya hiicresindeki mannoproteinin, [3-1,3
glukanin ve iki katmanli membranin; 151k ve neme karsi iyi bir bariyer saglayarak bozunma
etkisini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Ayrica Young ve Nitin (2019) yaptiklari
calismada, kurkuminin termal stabilitesinin maya hiicreleri ile enkapsiile edilerek énemli
derecede arttigini tespit etmislerdir. Semiz otu tohumu yaginin maya hiicreleri ile
enkapsiile edildikten sonra oksidatif stabilitesini inceleyen bir bagka ¢alismada peroksit
degeri ile yapilan kiyaslama sonucunda, oksidasyondan koruma basar1 siralamasinin;
plazmolize edilmis ve (KMS) kapli hiicre kapsiilii > plazmolize edilmis hiicre kapsiilii >

plazmolize edilmemis hiicre kapsiilii olarak bildirilmistir (Kavosi ve dig, 2017).

Karaman (2020) c¢orekotu tohumu yagmi plazmolize edilmis ve plazmolize
edilmemis maya hiicrelerinde enkapsiile ederek, uygun olmayan kosullardaki timokuinon
ve biyoaktif bilesenlerinin stabilitesini aragtirmistir. Calismasinin sonucunda plazmolize

maya hiicresinin daha yiiksek koruyuculuga sahip olduguna ulagmastir.

Bishop ve dig. (1998) ve Nelson’un (2002), maya hiicresinin iki tabakali zari
sayesinde merkez materyalin enkapsiilasyonu sirasinda bir lipozom gorevi gordiigli ve
bdylece hiicre i¢indeki yag damlaciklarinin stabilizasyonuna izin vererek oldukga kararl
bir enkapsiil saglayabilecegini bildirmistir. Elde ettigimiz ¢alisma sonug¢larimizin literatiir
bilgileri ve verileri ile uyumlu oldugu belirlenmis ve plazmolize maya hiicrelerinin daha
yiiksek termal stabilite saglayarak depolama sirasinda daha diisiik diizeyde oksidasyona

izin verdigine ulagilmistir.
p-Anisidin sayis1

Ruseym yaginin kendisi ve {i¢ farkli kabuk hiicre ile enkapsiile edilmis formunun
60°C sicaklikta yapilan hizlandirilmis oksidasyon testi sonucunda p-anisidin degerleri,

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.8 : p-Anisidin sayist sonuglari.

Ruseym yagi

PS

n-PS

CS

0. glin 8. giin 16. glin 24. glin
32.53+£1.92aD  54.66+0.74aC  71.15+1.61aB  249.78+16.86aA
7.32+0.71cD 10.50+£0.79¢cC  14.41+0.53cB 34.42+1.55¢cA
7.26+0.61cD 11.15+£0.83cC  17.37+2.02cB 45.44+0.86cA
9.25+1.53bD  16.58+0.22bC  24.77+0.36bB 93.16+1.54bA

*Aym siitunda farkli kiigiik harflerle (a-C) gosterilen ortalamalar ayni depolama siiresindeki 6rneklerin
birbirinden P<0.05 diizeyinde farkli oldugunu gostermektedir. Aynmi satirda farkli biiyikk harflerle (A-D)
gosterilen ortalamalar farkli depolama siireleri sonunda birbirinden P<0.05 diizeyinde farkli oldugunu
gostermektedir. PS: plazmoliz su; n-PS: plazmoliz edilmeyen su; CS: canli Su.

p- anisidin sayisi, yaglarin oksidasyonu sonucu yag asitlerinden olusan ve ugucu
olmayan aldehitlerin miktarlar1 hakkinda bilgi veren ve dolayisiyla yagin oksidasyon

diizeyi hakkinda bilgi edinilen giivenilir bir parametredir (Al-Kahtani, 1991).
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Sekil 4.10 : p-Anisidin sayzst.

(RY: Ruseym yagi; PS: Plazmoliz su; n-PS: Plazmoliz edilmeyen su; CS: Canli su.)

Farkli kabuk materyaller ile iretilen enkapsiillerin 0. giin sonunda p-anisidin
degerleri yakin bulunmugken 8, 16 ve 24. giin sonuglar1 ayn1 diizeyde artig géstermemistir
(0zellikle canli su ile {retilen enkapsiillerde (CS) artisin daha yliksek oldugu
gbzlemlenmistir) (P<0.05). Tiim orneklerde depolamanin 16. giiniinden sonra p-anisidin
degerinde keskin bir artis belirlenmistir (P<0.05). ikincil oksidasyon iiriinii olan p-anisidin
peroksitlerin par¢alanmasi sonucunda olusmaktadir, ¢aligmamizda tespit edilen peroksit
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degerleri ve p-anisidin degerleri bu bilgi 1s18inda degerlendirildiginde, sonuglarin oldukga
anlamli oldugu goze ¢arpmaktadir. Depolama siiresi sonunda en yiiksek p-anisidin degeri
serbest ruseym yaginda (249.8) belirlenmis, tiim enkapsiil 6rneklerinde bu degerin énemli
derecede daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Enkapsiil 6rnekleri arasinda, p-anisidin
degeri temelinde oksidasyondan koruma basari siralamasinda ilk sirada plazmolize su
enkapsiilii (34.42) yer almakta, bunu plazmolize edilmeyen su enkapsiilii (45.44)

izlemektedir, canli su enkapsiilii (93.16) ise siralamanin sonunda yer almaktadir.

Hem peroksit hem de p-anisidin degerinin en diisiik miktarlarinin plazmolize edilen
hiicre kapsiiliinde (PS) belirlenmesi, ruseym yaginin oksidatif kararlilig1 lizerine maya
hiicreleri ile, 6zellikle plazmolize edilmis maya hiicreleri ile, enkapsiile etmenin serbest
ruseym yagima kiyasla olduk¢a yiiksek fayda saglayacagini kast etmektedir. Bu sonug
Menhaden balik yaginin maya hiicreleri ile enkapsiilasyonu sonucunda oksidatif
kararliliginin arttigint bildiren Czerniak ve dig. (2015) sonuglar ile olduk¢a uyumludur.
Benzer sekilde semiz otu tohum yagmin plazmolize edilen, edilmeyen ve karboksimetil
seliiloz ile ilave kaplanan maya hiicrelerinde enkapsiilasyonu sonucunda oksidasyona kars1
direncinin artti@1 bildirilmistir. Arastirmaci plazmolize edilen hiicrenin dogal hiicreye
kiyasla daha iyi oksidasyon bariyeri olusturacagini, plazmoliz islemi ile artan hiicre ici
boslugun daha fazla yag tutabilecegini ve bunun sonucunda daha yiiksek oksidasyon

direncinin saglanacagini vurgulamistir (Kavosi ve dig, 2017).
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5. SONUC VE ONERILER

Hizla artan niifusa karsilik gidaya talebin artmasi endiistrideki atiklarin ve yan
tirlinlerin de artmasina yol agmaktadir. Bu amag dis1 tiretilen triinlerin degerlendirilip geri
kazanilmasi olduk¢a onem kazanmigtir. Mevcut calisma kapsaminda un fabrikasi yan
iirlinli olan ruseymden elde edilen yagin 6zellikleri arastirilmistir. Kullanilan ruseym yagi,
yesil teknolojiler olarak da anilan ¢evre dostu ekstraksiyon yontemlerinden soguk sikim
yontemiyle elde edilmis olarak se¢ilmis ve karakterizasyonu adina birtakim kimyasal ve

enstriimental analizlere tabi tutulmustur.

Literatiir bilgilerine gore ruseym yaginda yer alan yiliksek miktardaki coklu
doymamig yag asitleri insan sagligl i¢in Onemlidir ve tiiketiminin artirilmasiin birgok
yarar saglayacagl aciktir. Doymamis ve coklu doymamis yag asitlerinin yliksek
miktarlardaki varligi ruseym yaginin biyofonksiyonelitesini artirirken, oksidasyona karsi
yiiksek hassasiyet gostermesi, kullanimini sinirlandirmistir. Ruseym yagini oksidasyondan
korumak amaciyla son zamanlarda enkapsiilasyon teknolojisi kullanilmakta, bu amacla
bir¢ok farkli kabuk materyal ve kombinasyonlar1 dikkat cekmektedir. Dogadan etkilenerek
kapsiilasyon teknolojisinde son zamanlarda kabuk materyal olarak canli hiicrelerin

kullanildig1 enkapsiilasyonlar oldukg¢a popiiler hale gelmistir.

Bu c¢alismada ruseym yaginin kabuk materyal olarak S. cerevisiae ile
enkapsiilasyonu gerceklestirilmistir. Enkapsiilasyon prosesinde, maya hiicrelerinin kabuk
materyal olarak kullaniminda en basarili formunu belirlemek amaci ile hiicreler plazmolize
edilerek, plazmolize edilmeden dondurarak kurutulmus (kuru formda) ve dogal haliyle
canli (1slak formda) hiicreler farkli merkez:kabuk materyal oranlarinda (0.25, 0.5, 1 ve 2)
tiretime dahil edilmistir. Ayrica proses basarisi lizerine liretim ortaminin etkisini incelemek
amaci ile su (%100) ve etanol (%10) ‘den olusan ortamlar da deneme planina dahil
edilmistir. Uretimi tamamlanan enkapsiiller dondurarak kurutma isleminin ardindan toz
hale getirilmis ve bir takim karakterizasyon testlerine (enkapsiilasyon etkinligi, yiikleme

kapasitesi, morfolojik yap1, salinim profili) tabi tutulmustur.

Enkapsiilasyon etkinligi ve yag yiikleme kapasitesi bakimindan degerlendirilen
enkapsiillerin; 0.25 merkez:kabuk materyal oraninda ve plazmolize edilen hiicrelerde ve
Suyun {iiretim ortami olarak kullanildigi deneme deseninde en basarili sonucun alindigi
(enkapsiillerin etkinlik ve yag yilikleme kapasitesi degerleri sirastyla %43.10, 216.52 g/kg)

enkapsiiller belirlenmistir. Bu sonuglar 1s1ginda 0.25 merkez:kabuk materyal orani ve
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suyun kullanildigi iretim ortaminda ¢ farkli kabuk materyal (plazmoliz su (PS),
plazmolize edilmeyen su (n-PS) ve canli su (CS)) kullanilarak enkapsiillerin iiretimi
gerceklestirilmis, elde edilen enkapsiillerin morfolojik yapilar1 ve insan sindirim sisteminin
taklit edildigi kosullarda salinim profili incelenmistir. Optimizasyon sonunda segilen PS, n-
PS ve CS enkapsiillerinin sindirim ortamlarindaki salinim hizlari, ortamda bulunan (-
karoten miktar1 gosterge kabul edilerek ol¢ililmiistiir. Enkapsiillerin sindirim kosullarindan
onemli derecede (P<0.05) etkilendigi belirlenmis ve en hizli salinimin yemek borusu ve
mide asamalarinda gergeklestigi, enkapstiller arasindaki en hizli salimimin ise CS
enkapsiiliinde gerceklestigi tespit edilmistir. Testteki salinim hizi en diisiik enkapsiiliin PS
oldugu tespit edilmistir. Enkapsiillerin karakterizasyonlarinin tespiti sonrasinda, ¢alismanin
devamina konu olan, ruseym yaginin enkapsiilasyon islemi ile oksidatif stabilitesindeki
degisim hem ransimat testi hem de hizlandirilmis firin kosullarinda oksidasyon takibi

(peroksit ve p-anisidin degerleri ile) yapilmistir.

Elde edilen toz biyokapsiil orneklerinin ransimat cihazi ile indiiksiyon periyodu
belirlenmis ve en yiiksek indiiksiyon periyodunun PS (3.36 saat) enkapsiiliinde
gerceklestigi tespit edilmistir. Hizlandirilmis oksidasyon testi i¢in ise 60°C oksidasyon
sicakliginda 24 giin oksidasyona maruz birakilmis belirli zaman periyotlarinda (her 8
giinde bir) 6rnekler alinip peroksit ve p-anisidin sayilari belirlenmistir. Depolama periyodu
sonunda en yiiksek oksidatif stabilite, 24. giiniin sonunda en diisiik peroksit (9.19) ve p-
anisidin (34.42) sayilarina ulasan PS 6rneginde belirlenmisken, en diisiik stabilite ise daha
yiikksek peroksit (13.66) ve p-anisidin (93.16) sayilarina sahip olan CS Orneginde
saptanmistir. Sonug olarak, enkapsiilasyon uygulamasi ile oksidasyon egilimi yiiksek olan

ruseym yaginin oksidasyonu basarili bir sekilde engellenmistir.

Mevcut ¢alismanin sonuglari, plazmolizin, maya hiicresi i¢in yag tutma kapasitesini
arttirmak ve kapstillenmis maddenin uygun olmayan kosullara kars1 stabilitesini artirmak
i¢in onemli bir 6n islem oldugunu gostermistir. Maya hiicresi enkapsiilleri kullanilarak, 1s1

ve 151k gibi ¢evresel parametreler nedeniyle ruseym yaginin bozunmasi sinirlandirilabilir.

Serbest ve enkapsiil formdaki ruseym yaglarinin salinim ve oksidatif stabilite gibi
nitelikleri incelendiginde, enkapsiilasyon isleminin kontrollii salinim ve koruyucu
ozelliklerini daha fazla zenginlestirmek amaci ile farkli kaplama materyalleri kullanilarak
arastirmalar gelistirilebilir. Ayn1 zamanda gida proseslerindeki bozulma etkenlerine karsi
enkapsiil formundaki ruseym yagimin kullanimi ile endiistriyel diizeyde pratige gegirilmesi

konusunda imkanlar arastirilmalidir.
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Ruseym yagi1, oksidatif stabilitesinin diigiik olmasina bagl olarak sinirli kullanimi
sonucu kisith tiikketim ile karsilagsmaktadir. Bu arastirmada, ruseym yagi i¢in s6z konusu
olumsuzlugun S. cerevisiae hiicresinde enkapsiillenmesiyle 6nemli diizeyde azaltildig:
belirlenmistir. Buna bagli olarak ruseym yagi kullaniminda iiriiniin biyoaktif nitelikleri
korunarak gida iriinlerinde kullanilmasi igin etkili bir yaklagim olarak diisiiniilebilir.
Caligmanin bir sonraki adiminda kapsiillenmis tozun kek veya ekmek gibi gidalara dahil
edilmesi ile fonksiyonel gidalar iiretilebilir ve bu gidalarin termal stabilitesi ve biyolojik

olarak kullanilabilirligi arastirilabilir.
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