T.C.

INONU UNIVERSITESI
FEN BIiLiMLERI ENSTITUSU

MIiKROKAPSULE KARANFIL UCUCU YAGININ ANTiOKSIiDAN VE
ANTIMIKROBIYAL ETKIiSi UZERINE FARKLI DUVAR MATERYAL
KOMBINASYONLARININ ETKIiSi

YUKSEK LiSANS TEZIi

Seyma COLAKDALCI

Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Dr. Ogretim iiyesi Tugca BILENLER KOC

HAZIRAN 2022



T.C
INONU UNIVERSITESI
FEN BIiLiIMLERI ENSTITUSU

MIiKROKAPSULE KARANFIL UCUCU YAGININ ANTiOKSIiDAN VE
ANTIMIKROBIYAL ETKIiSi UZERINE FARKLI DUVAR MATERYAL
KOMBINASYONLARININ ETKIiSi

YUKSEK LiSANS TEZI

Seyma COLAKDALCI
(36183220005)

Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Damismani: Dr. Ogretim iiyesi Tugca BILENLER KOC



TESEKKUR VE ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim boyunca yol gosterici olan, her daim olumlu tavri ile
cesaretlendiren, her konuya farkli acgilardan bakmami saglayan her daim sansh
hissettiren ve beraber ¢aligmaktan mutluluk duydugum ve 6grencisi olmaktan omiir
boyu gurur duyacagim degerli damismanim Saym Dr. Ogretim Uyesi Tugca
BILENLER KOC’a;

Bilgi ve destegini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. [hsan KARABULUT a;

Calismalarim sirasinda ilgi ve destegini esirgemeyen Sayin Ars. Grv. Hiiseyin

KARAKAYA’ya,;

Hayatimda attigim her adimda kosulsuzca arkamda duran, her tiirlii fedakarlig
siirsizca sunan, sinavim sandigim her topu yumusatip 6niime siiren, maddi ve manevi
olarak higbir zaman hakkini 6deyemeyecegim babam Mesut COLAKDALCT ya,
annem Fadime COLAKDALCTya, kardesim Melih COLAKDALCI’YA;

Iyi ve kotli yasadigim her olayda varligmi hissettiren, cesaretlendiren,

giildiiren, biricik kuzenim ve en yakin arkadasim olan Esra SAHIN’e;

Calismalarimiz sirasinda kolaylik saglayip destekleyen Sayin Proje Miidiiriim

Merdan DUZGUNER’¢;

Tezin uygulama asamasinda FYL-2019-1951 nolu proje ile vermis olduklari

maddi ve manevi destekten dolay1, inénii Universitesi BAP birimine

en icten tessekkiirlerimi sunarim.



ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Mikrokapsiile Karanfil Ugucu Yaginin Antioksidan ve
Antimikrobiyal Etkisi Uzerine Farkli Duvar Materyal Kombinasyonlarmin Etkisi” baslikli bu
calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin
tarafimdan yazildigina ve yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin icinde hem de
kaynakgada yontemine uygun bigimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla
dogrularim.

Seyma COLAKDALCI



ICINDEKILER

TESEKKUR VE ONSOZ ..ot enes st i
ONUR SOZU .......osiiiiiiiiieecece et ii
ICINDEKILER ..........oooioiiitieeeeeeeeeee ettt iii
CIZELGELER DIZINI........ocooooioioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeet ettt v
SEKILLER DIZINI.........occiviiiiiececeeeeeeee et Vi
SEMBOLLER VE KISALTMALAR ..ot vii
OZET ...ttt viii
ABSTRACT e IX
Lo GIRIS ...ttt 1
2. KURAMSAL TEMELLER VE UYGULAMALAR .....ccooiiiiiiiiinne 5
2.1.1 Oksidasyon MmeKaniZmast .........c.cuueruirienieirinieesieie e 8

2.2 Yaglarin oksidasyonu lizerinde antioksidan maddelerin etkisi ............ccceevneen. 10
2.3 UGUCH YaAZIAT ...ttt 11
2.3.1 Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisi ......ccccovevviiiiiiniiiiiiiniiiiii 12
2.3.2 Ugucu yaglarm antioksidatif etkileri ...........ccoooeriiiiiiiiiiiiciicic 14
2.3.3 Karanfil UQUCU YaGT ...ccuvviiiiiiiiiieiie e 15

2.4 MiKroenkapstlaSyOn .......c.ccveiuiieiiieniiniiieesisre e 16
2.4.1 EMUISTIIKASYOM ...eiiiiiiiiiiieeiie e 20
2.4.2 Dondurarak KUFUTMA.........ccoeveiiriiieinineeeesesree s 21

3. MATERYAL VE METOT ..o 23
L IMALEIYAL ... e 23
3.1.1 Karanfil ugucu yagi ve materyalleri ..........cccoveeriieiiiniiic e 23
3.1.2 Besiyeri Ve KIMYasallar ... 23

B2 MEOL......oi 23
3.2.1 Karanfil ugucu yaginin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi ........... 23
3.2.2 Karanfil ugucu yaginin mikroenkapstilasyonu ...........cccccooveviivininncinenn. 24

BB ANGNZIET . 25
3.3.1 Mikroenkapsiilasyon etkinligi .........ccoccevviiiiiiiiiiiiiiiie e 25
3.3.2 SEM OTUNLHIEME........ceiiiiieiiiiice e 26
3.3.3 Antimikrobiyal aktiVIte ...........ccccoeviiieiic e 26
3.3.4 In-situ antimikrobiyal aktiVIte ...........ccoceiiiiiiiieee e 28
3.3.5 Antioksidan aktiVite............coovoiiiiiiiic 29
3.3.5. 1 DPPH TSI ...cuiieeieiesieece e 29
3.3.5. 2 ABTS TS .ttt 30
3353 FRAP LESH ...t 30

3.3.6 SAINTIM LESEL evveiuiiieiiiie it 30
3.3.7 Istatistiksel ANAlIZIET ..........cccevevceceeieieiieccee et 31

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ......c.oooiiiiiieeeee e 32
4.1 Karanfil ugucu yaginin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi................... 32
4.2 BKINIK d@ZETT ..vevveiiiiiiieiee e 33
4.3 SEM gOTUNtUIEME ... 35
4.4 Antimikrobiyal aKtiVITe.........c.coeiiiiiiii e 37
4.5 In situ antimikrobiyal aKtiVIte............ccoeiiiiiiii 41
4.6 Antioksidan aktivite kapasitesinin belirlenmesi............ccocoovviiiiiiiiiins 45
4.6.1 DPPH TES ..ottt 45
4.6.2 ABTS TESH c.eouvieiieiti ettt 48
B.6.3 FRAP .o 49



4.7 Salinim testi
6. KAYNAKLAR

OZGECMIS.........



Cizelge 2.1:
Cizelge 2.2:

Cizelge 3.1:
Cizelge 4.1:

Cizelge 4.2:
Cizelge 4.3:

CIZELGELER DiZiNi

Bazi ugucu yaglarin antibakteriyel aktiviteleri ...........ccocevviiiiiiiinnnns 14
Mikroenkapsiilasyon teknolojisinde yaygin olarak kullanilan duvar
MALEIYAITEIT ..o 18
Mikroenkapsiil iiretiminde kullanilan duvar materyal

fOormUlasyonlart. ........cccvvviiieiiic i 25
Karanfil ugucu yaginin bilesenleri. .........ccccovvvveiiiiiiiiieniiie e 32
Antimikrobiyal aktivite SONUGIATL. ........coovieiiiiiiiciici e 38
Antioksidan aktivite test sonuglarinin degerlendirilmesi............ccc..ee.. 51



Sekil 2.1:
Sekil 2.2:
Sekil 3.1:

Sekil 3.2:

Sekil 4.1:
Sekil 4.2:
Sekil 4.3:

Sekil 4.4:
Sekil 4.5:
Sekil 4.6:
Sekil 4.7:

SEKILLER DiZiNi

Oksidasyonun baglama ve 11erleyigi........ccooirviiiiiiiiiiiciiicec e 9
Antioksidanlarin etki mekanizmasi .........ccccooiiiiiiii 11
Ojenol standartmin farkli konsantrasyonlart ile olusturulan kalibrasyon
EETIST GIATIT. 1eveiiiii it 26
In-situ antimikrobiyal test ortamlari; a: ugucu yag test ortami,

b: mikroenkapsiil teSt Ortaml.........cccvuveiiiiieiiiieiiii e 29
Karanfil ugucu yag1 mikrokapsiillerinin etkinlik degeri. ...........cccoovvrinnnne 33
Mikropartikiillerin SEM gOrintlileri.......cccvvvviirieeiiiieiniie e 36
In-situ antimikrobiyal aktivite testinde karanfil ugucu yagi (KUY

(a) ve mikroenkapsiile karanfil ugucu yagimin (MKUY) (b) E.coli
tizerindeki rediksiyon h1Z1. ... 44
DPPH yontemi ile antioksidan test sonuglart. .........cccevvvveiiveeniieesiiennnn, 46
ABTS Yontemi ile antioksidan aktivite test sonuglart. .........ccccceviuieninnnne 48
FRAP yo6ntemi ile antioksidan aktivite test sonuglart..........cccocovevverneennn. 50
Orneklerin zamana bagli salinim degerleri grafigi. .........ccoevveveiecrevrinnen, 53

Vi



SEMBOLLER VE KISALTMALAR

G : Gam arabik

BHA : Biitillenmis Hidroksi Anisol

BHI : Brain Heart Infusion Broth

BHT . Biitillenmis Hidroksi Toluen

DMSO : Dimetil Siilfoksit

GIC-FID : Gaz Kromotografisi-Alev Iyonizasyon Dedektorii
GRAS : Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen

J : Jelatin

KUY : Karanfil Ugucu Yag1

LPS : Lipopolisakkarit

M : Maltodekstrin

MiK : Minimum Inhibitr Konsantrasyonu

ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri

SDB : Sabouraud Dextrose Broth

SEM : Scanning Electron Microscope (Taramali Elektron Mikroskobu)
S : Sodyum Kazeinat

TBHQ : Tert Biitil Hidrokinon

vii



OZET

Yiksek Lisans Tezi

MIKROKAPSULE KARANFIL UCUCU YAGININ ANTIOKSIDAN VE ANTIMIKROBIYAL
ETKIiSI UZERINE FARKLI DUVAR MATERYAL KOMBINASYONLARININ ETKIS{

SEYMA COLAKDALCI

In6énii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

68 + viii sayfa
2022
Danmigman: Dr.Ogr.Uyesi Tug¢a BILENLER KOC

Bu ¢alismanin amaci1 farkli kabuk materyalleri kombinasyonu ile hazirlanan mikroenkapsiile
karanfil ugucu yagimin (KUY) antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinde iyilesme saglanip
saglanamayacaginin tespit edilmesidir. Bu amagla maltodekstrin (M), sodyum kazeinat (S), gam
arabik (G) ve jelatin (J) kullanilarak ti¢ farkli duvar materyal formiilasyonu (M:S, M:S:G ve M:S:J)
hazirlanmigtir. Duvar materyal: KUY orani 3:1 olacak sekilde hazirlanan emiilsiyonlar dondurarak
kurutulmus ve toz haline getirilerek denemelerde kullanilmistir. Elde edilen mikroenkapsiillerin
karakterizasyonu yapilmis, antioksidan aktivitesi ile gida sistemlerindeki antimikrobiyel aktivite
ozellikleri incelenmistir.

Karanfil ugucu yagini olusturan bilesenler arasinda &jenol (%71.86) ana fenolik bilesen
olarak belirlenmistir. En yiiksek mikroenkapsiilasyon etkinligi M/S (%86.22) mikrokapsiillerinde
tespit edilmistir. M/S mikrokapsiilleri kiiresel bir yap1 sergilerken, digerleri ¢entikli ve kirik cam
benzeri bir yapt gozlemlenmistir. Gergeklestirilen salinim testinde duvar materyallerin
¢oziiniirliigiiniin mikroenkapsiillerin salinimina etki ettigi goriilmiis ve MD/SK/J mikroenkapsiilleri
en disiik salinima sahip olan mikrokapsiil olarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite testlerinde
KUY un antioksidan aktivitesinin mikroenkapsiilasyon isleminden olumlu etkilendigi belirlenmistir.
Serbest formdaki KUY en yiiksek antimikrobiyal etkiyi Streptococcus mutans (7 pg/mL) iizerinde
gosterirken Gram negatif bakteriler ve mayalar tizerinde daha disiik bir etki saptanmustir. M/S ve
M/S/G mikroenkapsiilleri birbirine yakin minimum inhibisyon konsantrasyonu degeri verirken,
M/S/J mikroenkapsiilleri en diisiik antimikrobiyal etkiye sahip mikroenkapsiil olarak belirlenmistir.
Mikrokapsiil yapisindaki ve serbest formdaki KUY un gercek gida sistemlerinde (visne suyu, kayist
suyu ve tam yagl siit) antimikrobiyal aktiviteler 24 saat boyunca takip edilmistir. Belirlenen siire
igerisinde KUY un, serbest formunun her {i¢ gida ortaminda da tam inhibisyonu sagladigi, ancak
mikroenkapsiile formun visne ve kayisi suyu ortamlarinda basarili oldugu, bununla beraber tam yagli
stitte diistik antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmustir.

Sonug olarak, KUY’ 1in M/S ve M/S/G formiilasyonlari ile hazirlanan mikroenkapsiillerin
M/S/J formiilasyonuna kiyasla hem mikroenkapsiil karakterizasyon testlerinde hem de antioksidan
ve antimikrobiyal aktivitelerde daha basarili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Karanfil ugucu yagi, Mikroenkapsiilasyon, Antioksidan, Antimikrobiyal
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The purpose of present study was to determine whether improvement in antioxidant and
antimicrobial activity of clove essential oil (CEO) microencapsulated by different wall material
combinations could be achieved. For this purpose, maltodekstrin (M), sodium caseinate (S), gam
arabic (G) and gelatine (G) were used to prepare three different wall formulations (M:S, M:S:G,
M:S:G). Emulsions prepared with a wall material:CEO ratio of 3:1 were freeze-dried, powdered and
used in the experiments. The characterization, antioxidant activity and antimicrobial activity
properties in food system of the obtained microencapsules were investigated.

Eugenol (71.86%) was determined as the major compound of clove essential oil. The highest
microencapsulation efficiency was determined in M/S (86.22%) microencapsules. The M/S
microencapsules exhibited a spherical structure, while the others exhibited a notched and broken
glass-like structure. In the release test, it was observed that the solubility of the wall materials affected
the release properties of the microencapsules and M/S/G microencapsules have the lowest release
rate. In antioxidant activity tests, it was determined that the antioxidant activity of CEO was
positively affected by the microencapsulation process. Clove essential oil in free form showed the
highest antimicrobial activity on Streptococcus mutans (7 pg/mL), while it showed a lower effect on
Gram-negative bacteria and yeasts. While M/S and M/S/G microencapsules have a minimum
inhibition concentration value close to each other, M/S/G microencapsules were determined as the
microencapsule with the lowest antimicrobial effect. Antimicrobial activities in real foods (cherry
juice, apricot juice and whole milk) were monitored for 24 hours. It was determined that the free
CEO provides complete microbial inhibition in all three food environments, while microencapsulated
counterpart was successful in sour cherry and apricot juice environments, however, it had a low
antimicrobial effect in whole milk at every test time of 24 h storage.

As a result, it was determined that the microencapsules prepared with formulations M/S and M/S/G
were better antioxidant and antimicrobial activity compared to wall material formulation of M/S/G.

Keywords: Clove essential oil, Microencapsulation, Antioxidant, Antimicrobial



1. GIRIS

Yiyecekler insan yasaminda biiyiik bir 6neme sahiptir; bu nedenle tiiketiciler i¢in
oldugu kadar gida iireticileri i¢in de hayati bir konudur. Gida kaynakli hastaliklar diinyanin
her yerinde artan bir halk sagligi problemidir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) her yi1l 10
kisiden 1’inin kontamine olmus gida tiikettigi i¢in hastalandigini ve bunun sonucunda
420,000 kiginin 6ldiigli tahmin etmektedir. Sadece Amerika’da ise her yil 9,4 milyon gida
kaynakli hastaliktan 31 patojenik susun sorumlu oldugu bildirilmistir. Gida kaynakli, halk
sagligini tehlikeye atan problemlerdeki artis nedeniyle bakteri tiremesine engel olarak
gidanin raf Oomriinii uzatmak, dagitim sirasinda bozulmasini onlemek, tat ve koku gibi
degisikliklere neden olan etmenlerin Oniine ge¢mek igin genis bir yelpazede sentetik
koruyucular, antimikrobiyal maddeler ve fiziksel islemler uygulanmaktadir (Gutiérrez-del-

Rio, Fernandez, ve Lombo 2018).

Patojen susunun kontrol edilmesi amaci ile yaygin olarak kullanilan kimyasal
koruyucular insan saglig agisindan biiyiik bir risk teskil etmektedir. Ticari gida koruyucusu
olarak kullanilan kiikiirt bazli bir bilesik olan siilfitler eklendigi gidanin i¢indeki B vitaminin
bozulmasi gibi bazi beslenme karsit1 sorunlara neden olmaktadir (Scallan vd., 2011). Gazlh
icecekler, biralar, receller, meyve sulari, margarin, joleler, unlu mamuller, peynir, tursu ve
soslarda mantarlar ve bakteriler dahil olmak iizere mikroorganizmalarin biiyiimesini
onlemek icin siklikla kullanilan sodyum benzoatin da viicutta benzene metabolize edildigi
ve benzenin de DNA'ya zarar verdigi bildirilmistir. Ayrica karaciger ve bobreklerde islev
bozuklugu ve gastrointestinal tahrisi igeren saglik tizerinde olumsuz etkileri oldugu,
hematolojik parametrelerde degisiklige yol acarak, zayiflamis bagisiklik durumuna ve

zehirlenmeye yol acabilecegi goriilmiistiir (Femi-Oloye vd., 2020).

Kimyasal antimikrobiyallerin yam1 sira gidalar1 patojen mikroorganizmalardan
korumak amaciyla termal ve termal olmayan fiziksel islemler de kullanilmaktadir, 6zellikle
termal islemler yiiksek etkinlikleri nedeni ile gida endiistrisinde en ¢ok tercih edilen koruma

yontemlerinden biridir fakat yiiksek giivenlik seviyelerine ¢ikmak amaci ile uygulanan



yiiksek sicakliklar bazi gidalarin duyusal ve besleyici 6zelliklerinde olumsuz degisimlere

neden olabilecegi goriilmiistiir (Garcia-Fuentes vd., 2015).

Insan saghgm gidalar yoniinden tehdit eden diger bir énemli husus ise lipit
oksidasyonudur, lipitlerin okside olmasi sadece saglik a¢isindan degil ayni zamanda
gidalarin raf 6mriinii kisaltarak ekonomik bir zarara da neden olmasi bakimindan 6nem arz
etmektedir. Kimyasal koruyucu katki maddelerinin insan sagligi iizerindeki olumsuz
etkilerinin dogal bir sonucu olarak gidanin dogal veya yesil bir imaja sahip olmasini saglayan
daha giivenli koruyuculara olan egilim giin gectik¢e artmaktadir. Bu baglamda bitkilerden
ekstrakte edilen aroma bakimindan zengin ve giiclii antimikrobiyal ve antioksidan etkilere
sahip olan ugucu yaglar dogal gida katki maddelerine bir segenek olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Terpenler (linalool, 6jenol, timol, karvon, karvakrol, sitral, limonen) agisindan zengin olan
ucucu yaglarda patojenik bakteriler ve mantarlar dahil olmak iizere gida kaynakli
mikroorganizmalara kars1 bircok antimikrobiyal ajan bulunmaktadir. Ugucu yaglarin gida
tiriinlerinde kullaniminin 6n kosullar1 arasinda hedef mikroorganizma, minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 (MIK), etki mekanizmas1 ve gida matrisi ve duyusal gida karakteristigi ile

olast iliskiler yer almaktadir (Bensid vd., 2020).

Syzygium aromaticum (karanfil), Endonezya'nin Moluccas Adasi'nda bulunan
Myrtaceae familyasina ait bir Syzygium gaertn cinsi bitkidir. Karanfil diinyanin birgok
yerinde agri kesici, yara izini tedavi edici, gida koruyucu, ayni zamanda tibbi dis
hekimliginde analjezik ve genel antiseptik olarak kullanilmaktadir. Karanfil tomurcuklari ve
yapraklarinin 6nemli bir bileseni olan Gjenol alilbenzen fenilpropanoid sinifina ait, hos bir
koku ve tada sahip fenolik aromatik bir maddedir. Ojenoliin ugucu karakteri ve
¢ozliniirliigiintin siirh olmasi gibi etmenler nedeniyle etkinligini sinirlandirmig fakat bu
olumsuzluk agiz yolundan uygulanmasi ile giderilmistir (Michiels vd., 2008). Ojenol
yutuldugu zaman karacigerde emilip hizla metabolize olurken alinan miktarin %95°1 24 saat
iginde atilmaktadir. Cogu ugucu yag, agiz, solunum ve deri temasi ile alimin ardindan mide
ve proksimal ince bagirsak tarafindan hizla emilir. Bu nedenle, erken absorpsiyonu 6nlemek
ve suda ¢Oziiniirliigiinii ve etkinligini gelistirmek icin §jenoliin kapsiillenmesi tercih

edilmektedir (Michiels vd., 2008).

Ucucu yaglar; nem, 1s1, 1s1k, oksijen ve metallerin varliginda bozulmaktadir. Bu
problemi ¢ozmek amaci ile en iyi yontemler arasinda mikroenkapsiilasyon yer almaktadir.
Mikroenkapsiilasyon, belli bilesenlerin hos olmayan tadlarim1 ve kokularin1 maskelemek,

kapsiillenmis igerigin dogru yerde ve zamanda salinmasini saglamak amaci ile kullanilan,



bir malzemenin bagka bir malzeme ile kaplanarak i¢ine hapsedildigi aktif bilesenin ¢evre
kosullarindan korundugu bir uygulamadir. Hassas bilesiklerin kapsiillenmesi islemi iki
asamadan olusmaktadir: birincisi, genellikle, bir polisakkarit veya protein gibi bir duvar
malzemesinin yogun bir ¢Ozeltisi ile lipid-aroma sistemi gibi bir aktif materyalin
emiilsiyonlastiritlmasidir. Aktif materyalin 6zelliklerini korumak amaci ile (kaplayict) duvar
materyalde aranan sartlardan bir tanesi duvar materyalinin stabilitesidir. Duvar
malzemesinin tiirii, aktif materyalinin duvar malzemesine orani, kapsiilleme yontemi ve
saklama kosullar1 gibi bir¢ok faktor kapsiillenmis aktif materyalinin anti-oksidatif
kararliligini etkilemektedir (Madene vd., 2006).

Kullanilan duvar materyalleri olarak: Proteinler (sodyum kazeinat, peynir alt1 suyu
proteinleri, soya proteinleri ve jelatin), hidrokolloidler (modifiye nisasta, gam arabik) ve
karbonhidratlar (nisastalar, maltodekstrinler) sayilabilir. Sodyum kazeinat siitte bulunan en
baskin fosfoproteindir. Kazein net yiikii, hidrofobitesi ve metal baglayiciligi oldukca
degiskendir. Kazeinin 1s1 stabilitesi oldukca yliksektir, sicaklik uygulamasi ile koagiile
olmamaktadir. Izoelektrik noktas1 olan pH 4,6 civarinda ¢dziinmez durumdadir (Wandrey,
Bartkowiak, Harding 2010). Jelatin suda diisiik ¢Oziiniirliige sahip, kolajenin kontrollii
sartlarda kismi bir sekilde hidroliz edilmesiyle H baglarinin zayiflamasi saglanarak
kollajenden daha kiigiik ve daha ¢ok islevsel 6zellige sahip bir proteindir. Jelatin yiiksek
emiilsifiye edici, yiiksek stabilize edici aktivite ve kuruduktan sonra ince yogun ag
olusturmas1 gibi ozellikleri nedeniyle mikrokapsiil olusturmada sikga tercih edilmektedir
(Gharsallaoui vd., 2007). En yaygin kullanilan bir diger duvar materyali maltodekstrindir;
diisiik maliyeti, notr tad1 ve aromasi ve 1y1 oksidatif stabilitesine sahip olmasina ragmen bazi
olumsuz 6zelliklere (emiilsifiye etme kapasitesi Ve emiilsiyon stabilitesinin diisiik olmasi ve
diisiik yag tutma ozelligi) sahiptir. S6z konusu olumsuzluklari gidermek amaci ile ¢ogu
zaman maltodekstinler iyi emiilsifiye edici 6zelliklere sahip proteinler veya hidrokolloidler
ile birlikte kullanilmaktadir. Gam arabik yiiksek ¢oziiniirliik, diisiik vizkozite, iyi emiilsiifiye
etme ve ugucu maddeleri iyi tutma gibi mikroenkapsiilasyon i¢in ideal Ozellikler
sunmaktadir (Hee vd., 2015).

Liyofilizasyon olarak bilinen dondururarak kurutma neredeyse tiim isiya duyarl
malzemelerin dehidrasyonu i¢in kullanilmaktadir. Dondurularak kurutulmus bilesenlerin
morfolojik yapilari incelendiginde yiizeydeki gozenek yapisinin daha fazla oldugu dikkat
cekmektedir. Bu durum aktif materyal saliniminda daha yiiksek degerlerin elde edilmesinin
muhtemel sebebidir (Bakry vd., 2016).



Farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip olan (antibakteriyel ve antioksidan gibi) ugucu
yaglar ¢evre sartlarina oldukea hassastirlar. Cogu ugucu yagin genel olarak giivenilir oldugu
(GRAS) kabul edilmesine ragmen gida koruyucu olarak kullanimlar1 genelde keskin koku
ve tatlandirict hususlar nedeniyle sinirlidir, ¢ok etkili antimikrobiyal dozlar orgonoleptik
olarak kabul edilen seviyeleri asabilir. Bu sebeple ugucu yaglarin g¢evre sartlarindan
etkilenmesini 6nlemek ve eklendigi gidanin tat 6zelliklerine etki etmesini engellemek i¢in
mikroenkapsiilasyon teknolojisi uygulanmaktadir. Bu ¢alismada ilk asama olarak karanfil
ucucu yagmin farkli duvar materyal kombinasyonlar1 ile kapsiilasyon basarisin1 6lgmek
amaglanmistir. Boylece ana duvar materyal olarak maltodekstrin sodyum kazeinat tercih
edilmis ve ayrica jelatin ve gam arabik ile formulasyonlar gesitlendirilmistir. Elde edilen
kapsiillerin karakterizasyon testleri (kapsiilasyon etkinligi, morfolojik yap1 ve salinim
profili) yapildiktan sonra ¢alismanin ilk asamas1 tamamlanmistir. Ikinci asamada ise farkls
duvar materyal kombinasyonlari ile hazirlanan karanfil ugucu yagi igceren kapsiillerin ve
serbest formdaki karanfil ugucu yaginin antioksidan ve antimikrobiyal ozellikleri hem

kontrol ortamlarinda hem de s1v1 gida sisteminde test edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE UYGULAMALAR

Mikrobiyal bozulmanin neden oldugu kiiresel gida kayb1 yildan yila artmaktadir ve
buna ek olarak, son zamanlarda Escherichia coli O157:H7, Salmonella saintpaul, Listeria
monocytogenes ve benzeri mikroorganizmalar ile iliskili olarak gida kaynakli hastalik
salginlari, 6zellikle gida isleme ve depolama sirasinda mikrobiyolojik giivenligi bir 6ncelik
haline getirmistir. Gidalarda mikroorganizmalarin gelismesini ve biliylimesini onlemek,
gidalarin raf dmriinii uzatmak icin diger muhafaza prosediirlerine ek olarak antimikrobiyal
ajanlar kullanilmasi elzem olmustur. Bunlar dogal ve sentetik olarak ikiye ayrilmaktadir.
Icme suyu kaynaklar1 basta olmak iizere, gesitli aracilarla sentetik antimikrobiyal ajanlarin
cevreye salmmasi ve kontamine suyun igilmesi gibi riskleri kamuoyunda endiseler
uyandirmistir ve antimikrobiyal ajanlarin kronik varlig1 antibiyotik direncini artirabilecegi
bilinmektedir. Bu ylizden gliniimiizde tiiketiciler, saklamasi ve kullanmasi kolay, ancak daha
taze, daha dogal ve minimum islenmis gidalar talep etmektedir. Gida endiistrisini,
tiketicilerin gereksinimlerini karsilamak i¢in mevcut koruma teknolojilerini degistirilmesi
veya geleneksel sentetik antimikrobiyal maddelerin yerini alacak yeni alternatifler bulmasi
olduk¢a elzem olmustur. Dogal antimikrobiyaller hayvan, bitki ve mikrobiyal kaynaklar
olarak smiflandirilabilir. Bitki kaynakli antimikrobiyal ajanlardan olan ugucu yaglar biiyiik
ilgi gormektedir. Ucucu yaglar, ¢icek, tohum, tomurcuk, yaprak, aga¢ kabugu, meyve, kok
ve regineler gibi tiim bitki veya bitki kisimlarindan elde edilen aromatik ugucu sivilar veya
yar1 sivilardir. Hidrofobik yapilart nedeniyle, bakterilerin hiicre zarlarinin lipitleri boyunca
hareket eder ve hiicre duvarlarina zarar vererek onlart daha gecirgen hale getirir. Bu
membran gegirgenligindeki degisim iyonlarin ve diger hiicresel malzemelerin sizmasina

neden olarak hiicrenin 6lmesini saglar (Zhang, Chen, ve Pan 2017).

Gidalarin muhafazasinda karanfil, ¢ay agaci, nane gibi bitkilerden elde edilen ugucu
yaglar siklikla kullanilmaktadir. Yaprak dokmeyen bir aga¢ olan karanfil, 6zellikle Avrupa
ve Asya'da binlerce yildir geleneksel olarak baharat olarak kullanilmaktadir. Myrtaceae
familyasina ait olan karanfil (Syzygium aromaticum), 6nemli aromatik baharatlardan biridir.
Bitkinin kurutulmus c¢igek tomurcuklarindan elde edilen karanfil ugucu yagi, baslica

antioksidan 6zelliklere sahip fenilpropanoidleri igerir. Karanfilden elde edilen yagin sayisiz



tibbi Ozelligi vardir. Hint Ayurveda tibbi ve Cin tibbinda genis bir yelpazede
kullanilmaktadir (Packyanathan ve Prakasam 2017).

Karanfil ugucu yagi en az 30 bilesen igermektedir; bunlar arasinda baskin bilesen en
az %50 lik oran ile 6jenoldiir. Kalan %10-40’lik kismu Gjenil asetat, B-karyofillen ve a-
humulen olusmaktadir. Ojenol, renksizden agik sariya kadar degisen ve suda diisiik
¢oziiniirliige, giiclii bir kokuya ve yogun bir tada sahip ucucu bir bilesiktir. Ojenoliin
bildirilen biyolojik aktiviteleri arasinda insektisidal, antimikrobiyal, antiinflamatuar,
antiviral, antioksidan ve antikanser aktivitesi bulunmaktadir. Karanfil u¢ucu yaginin,
patojenlere kars1 inhibitor aktivite gosterdigi bilinmektedir. Antibakteriyel mekanizma, ana
kimyasal bilesimde sirasiyla meta ve orto konumlarinda bulunan -OH gruplariyla
iliskilendirilmektedir. Bu fonksiyonel gruplar, mikrobiyal hiicrelerin sitoplazmik membrani
ile etkilesime girebilir. Karanfil ugucu yagi, Gram-pozitif bakterileri, Gram-negatif
bakterilerden daha fazla inhibe etmektedirler. Bu durum, Gram-pozitif bakterilerde onlari
antimikrobiyal ajanlara daha duyarli hale getiren yayilabilir bir peptidoglikan tabakasi
varlifiyla agiklanmaktadir. Buna karsilik, Gram-negatif bakterilerin dis hiicre zarindaki
karmagik lipopolisakarit tabakasi, lipofilik antibakteriyel bilesiklerin hiicre zarindan
difiizyon hizin1 6nemli olgiide azaltmaktadir. Benzer sekilde, gida ile ilgili patojenler,
karanfil ugucu yagina probiyotikler ve mantarlardan daha fazla hassasiyet gostermektedir
(Haro-Gonzalez vd., 2021).

Karanfil ugucu yagi, hiicreleri serbest radikal oksidasyonundan koruyan &jenol,
Ojenil asetat, B-karyofillen ve o-humulen antioksidan bilesiklerine sahiptir. Siiperoksit,
hidrojen peroksit ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ve nitrojen serbest
radikalleri gibi diger serbest radikallerin, cesitli i¢c veya dis kaynaklar nedeniyle insan
viicudunda tiretildigi bilinmektedir. ROT ve diger serbest radikaller, molekiiler oksijenin her
yerde bulundugu aerobik yagamdaki normal hiicresel metabolizmanin yan tiriinleridir. ROT,
canli hiicrelerde lipitlerin, proteinlerin, niikleik asitlerin ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidatif hasarina katkida bulunabilir. Serbest radikaller veya ROT, yaslanma siireci, kalp
hastalig1 ve kanser gibi bir¢ok kronik hastaligin gelisiminde 6nemli roller oynamaktadir.
Viicutta serbest radikallerin olusumunu azaltmak veya bastirmak i¢in etkili yollar aramak
saglik i¢in elzem bir hale gelmistir. Kanser, damar sertligi, alzheimer hastaligi ve parkinson
hastalig1 gibi hastaliklar, ROT bilesiklerinin varlig: ile iliskilidir. Su anda, ¢esitli sentetik
antioksidanlar gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, toksik ve

kanserojen etkilerine iligkin bulgular nedeniyle bu bilesiklerin kullanimi mevzuatla



sinirlandirilmigtir. Karanfil ugucu yagi bilesiminde major bilesen olarak bulunan Gjenol
sentetik antioksidanlar ile kiyaslandiginda giiclii bir antioksidan aktiviteye sahiptir (Giilgin
2011).

Mikrobiyal biiylimeyi kontrol etmek ve antioksidan aktivite gdstermesi i¢in gida
tiriinlerinde ugucu yaglarin uygulanmasi, yliksek ucuculuk, istenmeyen tat, diisiik
¢Oziiniirliik ve 1siya, 1518a ve oksijene duyarli olmalart sebebi ile sinirlamalara sahiptir.
Ugucu yaglarin kullaniminda yasanilan problemleri gidermek i¢in muhtemel ¢6ziim
Onerilerinden bir tanesi mikroenkapsiilasyon teknigidir. Mikroenkapsiilasyon, duvar
materyalinin 1sitma, oksidasyon, buharlagma ve 151k gibi dis faktorler tarafindan olusturulan
bozulma hassasiyetinden kaginarak ugucu yagi ¢evreledigi modern bir teknolojik gelismedir.
Ucgucu yaglar kapsiillemek icin aljinat, jelatin, kitosan, lesitin, zein, sodyum aljinat, b-
siklodekstrin, nisasta, maltodekstrin, gam arabik, peynir alt1 suyu proteini, iniilin, polilaktid-
ko-glikolid, pektin seliiloz, kazein, kollajen, soya proteinleri ve bugday gliiteni gibi biyolojik
olarak uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir duvar materyalleri kullanilmaktadir
(Maurya vd., 2021).

Farkli dekstroz esdegerinin (DE) maltodekstrinlerin, suda yiiksek c¢oziiniirligi,
diisiik viskozitesi, diisiik seker igerigi ve bunlarin ¢ozeltilerinin renksiz olmasi nedeniyle
duvar malzemesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Jelatin, emiilsiyonlastirma, film
olusturma, suda ¢oziiniirliik, yiiksek stabilize etme aktivitesi ve ince, yogun bir ag olusturma
olarak tercih edilmektedir. Akasyanin dogal renksiz bir bitki polisakkarit olan gam arabik,
uzun yillardir kullanilan 1yi bilinen etkili bir duvar materyalidir ve stabil emiilsiyon olusumu
ve ugucu maddeleri iyi tutmasi nedeniyle mikroenkapsiilasyon i¢in tercih edilmektedir

(Akhavan Mahdavi vd., 2016).

Mikroenkapsiilasyon igin, sprey kurutma, akiskan yatakli kaplama, lipozom
yakalama, ekstriizyon, dondurarak kurutma ve koaservasyon gibi yontemler
kullanilmaktadir. Dondurarak kurutma, 1siya duyarli tim malzemelerin dehidrasyonu ve
ayrica mikroenkapsiilasyon i¢in en uygun teknik olarak bilinmektedir. Dondurma,
stiblimasyon, desorpsiyon ve son olarak depolamadan olusan dort ana islemle malzemeleri

stabilize eden ¢cok asamali bir islemdir (Ezhilarasi vd., 2013).



2.1 Lipitlerin Oksidasyonu

Gida bozulmalarinin en 6nemli sebeplerinden biri de lipit oksidasyonudur. Cok
sayida gida maddesi i¢inde yag bulundurmasi nedeniyle, yaglarin oksidasyonu insan sagligi
bakimindan da oldukga ciddi bir onem tasimaktadir. Coklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu 1s1, 151k, iz metaller ya da enzimler tarafindan katalizlenir ve serbest radikaller
olugmaktadir. Olusan serbest radikaller gidalarin bozulmasina sebep olan kotii koku ve tada
sahip istenmeyen oksidasyon iiriinler olarak bilinmektedir. Lipit oksidasyonu sadece gida
bilesenlerinin besin kalitesinin diismesi ve tadinin olumsuz yonde degismesi ile ilgili degil
ayni zamanda membran bozukluklari, yaslanma, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi saglik

tizerinde olumsuz etkilere sebep olmasi bakimindan da istenmemektedir (Duh ve Yen 1997).

2.1.1 Oksidasyon mekanizmasi

Lipit oksidasyonunda yapida yer alan doymamiglik ve ortamdaki oksijen
tepkimelerin baslamasina neden olan iki temel nedendir. Yaglarin oksidasyonunda isik,
sicaklik, enzimler, metaller, metaloproteinler ve mikroorganizmalar gibi bir¢ok katalitik
mekanizma bulunmaktadir. Bu reaksiyonlarin ¢ogu, tekli oksijen gibi bir tiir serbest radikal
veya oksijen tiirlerini icerir. Bu reaksiyonlarin substrati genellikle doymamais yag asitleridir.
Oksitlendikleri zaman otokatalitik bir siire¢ olusturabilmektedirler, diger bir deyisle bu
sekilde olusan oksidatif triinler reaksiyonu daha fazla katalize edebilir ve bu da hizin
zamanla artmasina neden olmaktadir. Gida sistemlerinde oksijen aracili oksidasyonu
genellikle otoksidasyon olarak adlandiriimaktadir. Lipid molekiillerinin oksidasyonu igin
genel olarak kabul edilen yol, Sekil 2.1°de gosterildigi gibi ii¢ asamadan olusmaktadir.
Baslatma, yayilma ve sonlandirmayi igeren serbest radikal reaksiyonlarla ilerlemektedir (St.

Angelo 1996).



1. Tepkimenin baslamasi RH— R* + H*
2. Tepkimenin gelismesi R*+ 0; —RO,*

RO,* +RH — RO,H + R*
Tepkimenin sona ermesi R*+R* - R-R

RO, *+R* — RO;R

RO, *+RO; *—= ROR + 0,

(FS]

RH : Yag Asidi

R* : Alkil Radikali

RO; : Peroksit Radikali
RO;H : Hidroperoksit
RO;R : Oksidasyon Uriinii

Sekil 2.1: Oksidasyonun baslama ve ilerleyisi (St. Angelo 1996).

Lipitlerin okside olmasinda indiiksiyon periyodunun uzunlugu ve tepkimenin hizi
asil olarak lipitlerin yag asidi bilesimine gore degisim gostermektedir; yag asitlerinin igerdigi
allil grubu (-C=C-) sayis1 arttik¢a tepkimenin indiiksiyon periyodu kisalir ve tepkimenin
hizinda artis gbzlemlenir. Bu durum zincir tizerinde bulunan hidrojen atomlarindan birinin
aktif bir hale doniiserek yapidan kopmasi ile miimkiin olmaktadir. Aktif hidrojen atomu
olusumu ise karbon zincirinde en az bir tane doymamis bagin yer almasini gerektirir. Elde
edilen arastirma sonuglarina gére aralarinda allil bagin var oldugu karbon atomlarindaki
hidrojen atomlari, bu karbon atomlarina komsu olan karbon atomuna bagli olanlarla
kiyaslandiginda daha stabil bir haldedir. Buna sart olarak, allil grubuna komsu olan karbon
atomlarinda bulunan daha labil olan hidrojen atomlari, 151k, 1s1 ve ¢ok degerlikli metal
iyonlart gibi nedenlerle kolaylikla zincirden kopar ve bagli oldugu radikale aktivite
kazandirir. Ortamda yukarida sayilan etkenlerden biri olursa eger doymamis yag asitlerinde
allil grubunun sagindan veya solundan komsu olan karbon atomlarindan birinde bulunan
hidrojenlerden bir tanesi iyonlasarak ayrildig1 atom radikaline aktivite kazandirir. Buna ek
olarak allil gruptaki ¢ift bag, yerinde sabit kalabilecegi gibi, aktif duruma ge¢is yapan karbon
atomu bu gruba komsu oldugu i¢in labilite kazanarak saga veya sola kayabilecek boylece
zincire molekiiler formda girecek olan yagda erimis oksijen radikaldeki dort farkli karbon
atomuna baglanabilecegi icin buna sart olarak oksidasyon tepkimesi de, dort karbon

atomunun herhangi birinden baslayabilecektir (Kayahan, 2014).



Lipitlerde birincil oksidasyon iirlinleri olan hidroperoksitlerin olusturdugu
bozulmalar sonucunda asitlik yiikselmesi, keton ve aldehit olusumu goriiliir. Yaglarda
oksidatif bir sekilde olusan asitlik ylikselmesi sadece oksidasyon reaksiyonlarinda
hidroperoksitlerin parcalanma iiriinii veya yaglarda doymamis zicirlerde su varliginda Oz
alinarak parcalanmasi ile olusmaktadir. Herhangi bir yagin yapisinda olmayan ve yapidaki
yag asidi zincir uzunlugundan daha kiiciik zincirli yapilara rastlamak buna bir kanit olarak
gosterilebilir. Yaglarda keton olusumunun kiif mantarlarinin etkisi ile veya oksijen bulunan
ortamda 151k ve sicakligin etkisi ile meydana geldigi bilinmektedir fakat bu iki olusum
birbirinden olduk¢a farklidir. Oksidatif yol ile olusan keton olusumunda ortamda bagl
formda azot olmasi gerekmezken kiif mantarlarinin keton olusturmasi igin gerekmektedir.
Yaglarda aldehit olusumu ketonlarda oldugu gibi 151k ve sicakligin etkisi ile olusur. Serbest
aldehitler sicaklik etkisi ile oldukc¢a hizli sekilde olusur fakat siirenin ilerlemesi ile yavas

yavas azalmaktadir (Basoglu, 2017).

2.2 Yaglarin oksidasyonu iizerinde antioksidan maddelerin etkisi

Serbest radikallerin zararli etkisi, serbest radikalleri temizleyen ve organizmayi
kendine zararli olan toksinlerden temizleyen antioksidan maddeler tarafindan engellenebilir.
Antioksidanlar, oksitleyici zincir reaksiyonlarnin baslamasini veya yayilmasini inhibe
ederek lipit veya diger molekiillerin oksidasyonunu geciktirebilen veya inhibe edebilen
bilesiklerdir. Tim aerobik organizmalar, zarar gormiis molekiilleri gidermek veya onarmak
icin antioksidan enzimler ve yiyecekler dahil olmak iizere antioksidan savunmalara sahip
oldugu bilinmektedir. Antioksidan bilesikler, isleme ve saklama sirasinda gida ve farmasotik
iriinlerin bozulmasinin ana nedenlerinden biri olan lipit peroksidasyon siirecini geciktirerek
serbest radikalleri temizleyebilir ve raf dmriinii uzatabilir. Antioksidanlar, insan viicudunu
serbest radikallerden ve reaktif oksijen tiirlerinin etkilerinden koruyabilir, birgok kronik
hastaligin ilerlemesini ve ayrica lipit peroksidasyonunu geciktirirler. Giiniimiizde en yaygin
kullanilan sentetik antioksidanlar biitillenmis hidroksi anisol (BHA), biitillenmis hidroksi
toluen (BHT), propil galat ve tert butilhidrokinondur (TBHQ). Bunun yani sira BHA ve
BHT'nin karaciger hasart ve karsinojenezden sorumlu olduguna dair siipheler
bulunmaktadir. Bu nedenle, dogal ve daha giivenli antioksidanlara artan bir ilgi oldugu

goriilmektedir (Glilgin, Elmastas, ve Aboul-Enein 2012).
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ROO* + AH — LOOH + A*
RO*+AH —LOH+A*
R*+ AH — RH + A*
OH*+AH — HO+A*

AH : Antioksidan
R* : Karbon Merkezli Radikal
LOO* : Peroksit Radikali

Sekil 2.2: Antioksidanlarin etki mekanizmasi (Basoglu, 2017).

Gidalarda bulunan lipitlerin  oksidasyonunu Onlemek igin antioksidanlarin
kullanilmasi etkili bir yontemdir ¢iinkii Sekil 2.2 de verildigi gibi ortamda antioksidan
bulunmasi halinde heniiz oksidatif tepkimenin baslangicinda olusan oksi- ve peroksit
radikallerinin zincir tepkimeleri baslamadan oOnlenmis olur. Gidalara eklenecek olan
antioksidan maddeler gidanin yapisini ve renk, tat, koku gibi 6zelliklerini olumsuz yonde
etkilememesi gerekmektedir. Bunlara ek olarak antioksidan olarak kullanacak maddenin
katildig1 ortamda ¢oziinerek gida maddesinin tiiketilebilirligini korumali, toksik olmamali

ve uygun fiyatli olmalidir (Basoglu, 2017).

2.3 Ucucu Yaglar

Bitkiler biyolojik 6zelliklerinden dolayr kendilerini patojenlere karsi korumada iglev
gordiigii bilinen bir¢ok molekiil iiretmektedir. Bu molekiillerden ikincil metabolitler
arasinda yer alan kompleks karisimlardan olusan 3000°den fazla ugucu yag tanimlanmastir.
Ugucu yaglar, aromatik bitkiler tarafindan dogal olarak iiretilir ve salgi hiicrelerinde,
bosluklarda, kanallarda epidermik hiicrelerde depolanilirlar. Renksiz veya saridan
kahverengiye degisen bir renge sahiptirler ve bu yaglar oda sicakliginda genellikle sividir
fakat yogunluklar1 ¢ok farkli olabilir ve bazi yaglar regineli hatta kat1 bir formda olabilir.
Suda ¢ok az ancak organik coziiclilerde yiiksek oranda ¢oziintirler. Ucucu yaglar biyolojik
olarak aktif olan antibakteriyel,bdcek Oldiirlicii, mantar O6ldiirlicii, antioksidan ve
antienflamatuvar bilesiklerin 6nemli bir kismina kaynaklik etmektedir (Carrubba ve
Catalano, 2009).
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Ugucu yaglarda bulunan ana bilesenler iki ana grupta toplanabilir bunlar: monoterpenler ve
seskiterpenlerden olusan terpen hidrokarbonlardir. Monoterpenler ugucu yaglarin yaklasik
%380’1ni temsil etmektedirler. Cogunlukla alkoller, fenoller, aldehitler ve esterlerden olusan
oksijenli bilesikler ise %20’lik kismini1 olusturmaktadir. Aromatik ve oksijenli bilesikler,
ucucu yaglarda terpenlerden daha az miktarlarda bulunurlar. Ayni bitki tiirii i¢in ugucu
yaglarin verimi ve kimyasal bilesimleri elde edilkleri bitkilerin gelisme kosullarina (sicaklik,
yagis, nem), hasat zamanina gore degismektedir. (Raveau, Fontaine, ve Lounés-Hadj
Sahraoui 2020).

Gida tiriiniiniin kalite kaybinda ve raf omriinde etkili olan faktorler arasinda lipit
oksidasyonu ve istenmeyen mikrobiyal aktiviteler almaktadir. Gida sistemlerinde ugucu yag
kullamimlarinin, triiniin raf Omriinii uzatan ve Xkalitesini artiran antimikrobiyal ve
antioksidan etkiler sergiledigi bildirilmistir. Bunlara ek olarak, bu yaglar insan saghgi
tizerine olumsuz etkilere sebep olan sentetik katki maddelerinin kullanimini azaltmak igin
bir alternatif olarakdikkat cekmektedir (Ribeiro-Santos vd., 2018).

2.3.1 Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisi

Ucgucu yaglarin sergiledikleri antimikrobiyal aktivite oldukga farkli mekanizmalar ile
aciklanmaktadir. S6z konusu etki mekanizmalar arasinda, zar gegirgenligini bozmak, iyon
tasima slireglerini kesintiye ugratarak hiicre i¢indeki membran proteinleri ve diger
bilesiklerle etkilesime girmek, enzimlerin aktif bolgelerine etki ederek ¢alisma diizenlerini
bozmak, plazma membrani ve mitekondri fonksiyonlarini bozmak yer almaktadir (Kedia
vd., 2015).

Ugucu yaglarin bakteriler lizerindeki antibakteriyel etkileri iki sekilde ortaya
cikmaktadir: bunlardan ilki bakteriyostatik etki olarak adlandirilan bakteri biiylimesinin
kisitlanmasi1 olarak aciklanan etki digeri ise, bakterisidal olarak adlandirilan, bakteri
hiicrelerinin 6ldiirilmesi olarak agiklanan etkidir. Bu antibakteriyel aktivitelerin 6l¢iimii,
dilisyon ve diflizyon temelinde gergeklestirilir. Agar ortaminda agar disk difilizyon ve agar
seyreltme teknikleri ile stvi ortamda mikro makro seyreltme yontemleri kullanilabilir. Ugucu
yaglarin antimikrobiyal aktivitesi temel olarak bitkinin hangi kismindan elde edildigine ve
kimyasal bilesimine bagldir. Ote yandan, Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler ugucu

yaglara kars1 duyarliliklar1 agisindan farklilik gosterir (Tariq vd., 2019).

Genel olarak Gram negatif bakteriler Gram pozitif bakterilere kiyasla ugucu yaglara

kars1 daha direnglidirler bu farkin temel nedeni hiicre duvari bilesenleri ve peptidoglikan
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kalinliklart ile iligkilidir. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinin yaklasik %90-95',
teikoik asit ve proteinler gibi diger molekiillerin bagli oldugu peptidoglikandan olusur. Gram
pozitif bakteri hiicre duvarinin yapisi, hidrofobik molekiillerin hiicrelere kolayca niifuz
etmesine ve hem hiicre duvarinda hem de sitoplazma iginde hareket etmesine izin verir.
Ugucu yaglarda da bulunan fenolik bilesikler genellikle Gram pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite gosterir. Ugucu yaglarin etkileri, mevcut bilesigin miktarina baghidir;
diisiik konsantrasyonlarda enerji iiretiminde yer alan enzimlere miidahale edebilirler ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda proteinleri denatiire edebilirler. Gram negatif bakterilerin hiicre
duvar1 daha karmasiktir. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarindan daha ince olan ve
hiicrenin kuru agirliginin yaklasik %20'sini olusturan 2-3 nm kalinliginda bir peptidoglikan
tabakasina sahiptir. Bir dis zar, ince peptidoglikan tabakasinin disinda yer alir. Bir dis zarin
varligi, Gram negatif bakterileri Gram-pozitif bakterilerden ayiran 6zelliklerden biridir.
Lipopolisakkaritler (LPS) ile i¢ zara baglanan c¢ift katmanl fosfolipidlerden olusur. LPS
polisakkarit ve Gram-negatif bakterilerin ugucu yaglara ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
diger dogal 6zlere karsi daha direngli olmasini saglayan oksijen yan zincirinden olusur ve
bu da Gram-negatif bakterilerin hidrofobik antibiyotiklere ve toksik ilaglara nispeten direngli

olmasinin nedenidir (Nazaro vd., 2013).

En yaygin kullanilan ugucu yaglar, genis bir bakteri yelpazesi iizerindeki
antibakteriyel aktiviteleri nedeniyle listelenmekte ve bu konuda son bes yilda yapilan bazi

calismalar Cizelge 2.1°de 6zetlenmektedir (Mutlu-Ingok vd., 2020).
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Cizelge 2.1: Bazi ugucu yaglarin antibakteriyel aktiviteleri (Mutlu-Ingok vd. 2020).

Ucucu yag

Zanthoxylum
bungeanum (biber)

Zingiber officinale
Roscae (zencefil)

Rosmarinus
officinalisL.
(biberiye)

Syzygium
aromaticum
(karanfil)

Syzgium
aromaticum
(karanfil)

Rosmarinus
officinalis
(biberiye)

Bakteri kultiirt Method

Bacillus subtilis,
Escherichia coli,
Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium

Mikrodiliisyon

Escherichia coli,
Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus

Mikrodiliisyon

Escherichia coli,
Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus

Mikrodiliisyon

Bacillus subtilis,

Escherichia coli, Mikrodiliisyon
Staphylococcus aureus, Broth
Salmonella typhimurium

Escherichia coli, Listeria
monocytogenes,
Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium
Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus,
Salmonella enteritidis,
Campylobacter jejuni

Diliisyon

Broth diliisyon

MIC

1-4 mg/mL

0.15-9.85
mg/mL

0.67-10.8
mg/mL

0.5-1 mg/mL

0.304 mg/mL

0.5-85 pg/mL

2.3.2 Ugucu yaglarin antioksidatif etkileri

Gegtigimiz yillarda oksidasyon mekanizmalari ve canli sistemlerdeki serbest radikal
roliine olan ilgi artmaktadir. Hiicre metabolizmasina 6zgii olan oksijen alimi, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) olusumuna sebep olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin lipit molekiilleri ile

raksiyona girmesi peroksil radikallerinden kaynaklanmaktadir ve bunlarin niikleik asitler ve

proteinlerle olan etkilesimi bazi degisikliklere ve fonksiyonel bozulmalara yol agmaktadir.

ROT, normal fizyolojik olaylar sirasinda (solunum gibi) siirekli olarak iiretilmektedir ve

membran lipidlerinin peroksidasyonunu kolayca baslatarak lipit peroksitlerin birikmesine
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yol agabilmektedir. Eger ROT etkili bir sekilde hiicresel bilesenler tarafindan temizlenmezse
biyolojik sistemlerle girdigi sitotoksik etkilesim sonucunda prostat, kolon kanseri gibi
hastalik yapici kosullara neden olabilmektedir. Serbest radikallerin bu olumsuz etkileri
antioksidan kullanimi ile engellenebilmektedir. Antioksidanlar, oksidatif stresin olumsuz
etkilerini noétralize eden dogal veya sentetik maddedirler ve insan viicudunu serbest
radikallerden koruyabilir ve bir¢cok kronik hastaligin ilerlemesini ve lipid peroksidasyonunu

geciktirebilmektedirler (Halliwell, 1996).

Cesitli islemlere ve kosullara dayanabilmesi ve ayrica raf dmriinii uzatabilmesi i¢in
gidalara sentetik veya dogal antioksidanlar eklenmektedir. Biitillenmis hidroksitoluen
(BHT) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA) en yaygin kullanilan sentetik antioksidanlardir.
Fakat sentetik antioksidanlarin saglik tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle oksidasyonu
engelleyebilen, serbest radikalleri temizleyen ve indirgeyici olarak hareket edebilen, saglik
ve ¢evre bakimindan risk tagimayan flavonoidler, fenolik asitler, karotenoidler ve
tokoferoller gibi dogal antioksidanlarmn kullanimi yayginlagsmaktadir. Baslica antioksidan
bitki fenolikleri 4 genel gruba ayrilabilir: fenolik asitler (gallik, protokatekuik, kafeik ve
rosmarinik asitler, fenolik diterpenler (karnosol ve karnosik asit; , flavonoidler (kersetin ve
katesin); ve ucucu yaglar (major bilesenleri Gjenol, karvakrol, timol ve mentol) giiclii

antioksidan etki sergilemistir (Brewer, 2011).

Dorman ve dig. (1995) limon nanesi, misk cevizi, yabani mercankosk ve kekik
bitkilerinden elde edilen ucucu yaglarin antioksidatif ozelliklerini yumurta sarisi, civciv
karacigerleri ve olgun tavuklardan elde edilen kasi temel alan {i¢ farkli sistemde
arastirmiglardir. Aragtirma sonucunda limon nanesi, misk cevizi ve kekik ucucu yaginin
yumurta saris1 lizerinde antioksidatif etki gosterdigi goriiliirken; misk cevizi ugucu yaginin
civcivlerin karacigerinde; limon nanesi, misk cevizi, yabani mercankdsk ve kekik ugucu
yaglarinin ise tavuk kaslarinda antioksidatif 6zellik gosterdigini rapor etmislerdir (Damien

Dorman vd., 1995).

2.3.3 Karanfil ucucu yag:

Karanfil (Syzygium aromaticum), ug kiimeler halinde gruplanmis biiyiik yaprak ve
ciceklere sahip, 8-12 m yiikseklige kadar biiyiiyen yaprak dokmeyen bir agactir. Cigek
tomurcuklar1 baslangigta soluk bir renk tonuna sahiptir ve yavas yavas yesile donmektedir
(Mbaveng ve Kuete 2017). Karanfil agacinin gi¢eklerinin, govdelerinin ve yapraklarinin

damitilmasiyla karanfil ugucu yag: elde edilmektedir. Diinya ¢apinda gida aromasi olarak
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bilinmesinin yani sira dis hekimliginde topikal analjezik olarak kullanilmaktadir. Ayrica
karanfil, "genel olarak giivenli kabul edilen" (GRAS) bir bilesik olarak smiflandirmistir
(Mylonas vd., 2005).

Karanfil 6zleri ve karanfil ugucu yagi gibi antioksidan ajanlar, oksidatif stresten
kaynaklanan hafiza eksikliklerinin tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Halder vd.
(2011) karanfil ugucu yagininn 6n tedavisinin, farelerin beyinlerinde glutatyon tarafindan
degerlendirilen oksidatif stresi ve malondialdehit seviyelerini azalttigin1 bildirmistir.
Karanfil yagmin kisa ve uzun siireli skopolamin tedavisinden kaynaklanan hafiza ve
ogrenme eksikliklerini geri kazanma yeteneginin oksidatif stresi azaltmadaki etkinligine

bagli oldugu sonucuna varmiglardir.

Baharatlarin renklendirici ve koruyucu olarak kullanimi gida endiistrisinde giin
gectikge daha fazla ilgi ¢ekici hale gelmektedir ve bu baharatlar arasinda karanfil biiyiik
onem teskil etmektedir. Sodyum benzoat, potasyum sorbat ve diger kimyasal gida
koruyucular ile karsilastirildiginda, karanfil ugucu yagi, antimikrobiyal aktivite, aromalar
ve glivenlik agisindan gesitli avantajlara sahiptir ve kimyasal gida koruyucularinin ideal bir
ikamesi olarak bilinmektedir. Karanfil ugucu yaginin en 6nemli bilesimi olan 6jenol , Cin,
Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa Birligi ve diger lilke ve bolgeler tarafindan gida

koruyucusu olarak kabul edilmistir (Hu, Zhou, ve wei 2018).

Ojenoliin bakteri hiicreleri iistiindeki aktivitesini agiklamak icin farkli mekanizmalar
One siiriilmiistiir; oncelikle, zarin spesifik olmayan gegirgenligini artiran ve iyonlarin ve
ATPnin tasinmasini etkileyen sitoplGAmatik zarin bozulmasi ile bakteri inhibisyonunun

saglanmasi bu mekanizmalar arasinda yer almistir (Filgueiras ve Vanetti, 2006).

Bahsi gegen avantajlarina ragmen, karanfil ugucu yaginin kullanim potansiyeli ugucu
yaglarin karakteristik stabilite problemleri nedeni ile istenilen diizeye ulasamamaktadir.
Mikroenkapsiilasyon teknolojisi s6z konusu stabilite problemine ¢oziim Onerisi

sunmaktadir.

2.4 Mikroenkapsiilasyon

Isik, hava, sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorlerden oldukca fazla etkilenen ugucu
yaglarin depolanmasinda ve renk ve tat gibi istenmeyen degisikliklerin 6niline gegmek ve
akfif bilesikleri korumak amaciyla kullanilan tekniklerin arasinda mikroenkapsiilasyon

teknigi oldukga popiiler bir yontem olmustur. Kaplanan malzemeye aktif veya aktif malzeme
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denir ve kaplama malzemesine kabuk, duvar malzemesi, tasityict veya enkapsiilan
denmektedir. Mikroenkapsiilasyon aktif bilesigin depolanmasi ve kontrollii salinmasini

saglamak i¢in oldukea etkili bir yontemdir (Cetin Babaoglu vd., 2017).

Gida endiistrisinde, aktif maddenin buharlasmasini ve dis ortama transferini
engellemek, ana malzeme iizerinde istenen fiziksel degisimi daha kolay elde etmek,dogru
uyarana kadar aktif malzemenin salinmasini engelleyerek kontrollii bir salinim yaratmak,
aktif malzemenin tat ve aromasmi maskelemek, aktif maddenin ¢evresel kosullardan
etkilenmesini 6nlemek gibi amaglarla mikroenkapsiilasyon teknigi kullanilmaktadir (Desai
ve Park 2005).

Hassas bilesiklerin kapsiillenmesi islemi iki asamadan olusmaktadir: birinci asama,
bir polisakkarit veya protein gibi bir duvar malzemesinin yogun bir ¢ozeltisi ile lipid-aroma
sistemi gibi bir aktif malzemenin emiilsiyonlastirilmasidir. Ikinci asama ise emiilsiyonlarm
kurutulmasi veya sogutulmasidir. Kullanilan duvar materyallerinin stabilitesi, aktif
malzemelerinin ozelliklerini korumak igin 6nemli bir sart olarak bilinmektedir. Duvar
materyalinin tiirdi, aktif malzemesinin duvar malzemesine orani, kapsiilleme yontemi ve
saklama kosullar1 gibi birgok faktor kapsiillenmis aktif maddenin antioksidatif kararliligini
etkiledigi rapor edilmistir (Madene vd., 2006).

Ideal bir duvar materyali asagidaki dzellikleri sergilemelidir.

o Isleme ve depolama siireglerinde aktif bilesen ile herhangi bir reaksiyona girmemeli

ve aktif maddeyi tutabilmeli

. Aktif materyali ¢evresel kosullara kars1 en yiiksek diizeyde korumali
. Gida endiistrisinde giivenilir kabul edilen ¢oziiciilerde ¢oziinmeli
o Ekonomik bir fiyati olmali

Genellikle tek basina higbir duvar malzemesi yukarida siralanan 6zellikleri saglayamadigi
icin kombinasyonlar halinde veya bazi yardimci ajanlarin eklenmesi ile kullanilmaktadir.
Mikroenkapsiilasyon teknolojisinde yaygin olarak kullanilan duvar materyalleri Cizelge
2.2°de belirtilmistir (Desai ve Park, 2005).
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Cizelge 2.2: Mikroenkapsiilasyon teknolojisinde yaygin olarak kullanilan duvar
materyalleri (Desai ve Park, 2005).

Kategori Kaplama materyali Yaygin olarak

kullanilan method

Karbonhidrat Nisasta, maltodekstrin, kitosan, misir surubu Puskiirterek ve
tozu, modifiye nisasta, siklodekstrinler dondurarak  kurutma,
ekstriizyon,
koaservasyon
Seliiloz Karboksimetilseliiloz, metil selilloz, Koaservasyon,

etilseliiloz, seliilozasetat-fitalat, seliilozasetat- piiskiirterek kurutma ve

biitilat-fitalat, seliilozasetat-biitilat-fitalat yenilebilir filmler

Gamlar Gam akasya, agar, sodyum aljinat, karregenan  Piiskiirterek  kurutma,
siringa metodlart  (jel

boncuklar)

Lipitler Vaks, parafin, diacilgliserol, yaglar Emiilsiyon,  lipozom,

film olusturma

Proteinler Gluten, kazein, jelatin, albumin, peptidler Emiilsiyon, piiskiirterek

kurutma

Mikroenkapsiilasyonda kullanilan duvar materyallerinden biri hidrofilik malzemeleri
tutma ve diisiik maliyet gibi avantajlara sahip olan nisastadir. Yiiksek konsantrasyonlarda
diisiik vizkozite ve yogun olmayan bir tada sahiptir ancak nisasta graniillerinin iyi bir
emiilsifiye etme kapasitesinin olmamasi biyoaktif maddeleri tutmasini zorlastirir (Gupta vd.,
2015).

Nisastanin hidroliz iiriinlerinden olan maltodekstrinler a-(1-4) glikozidik baglar ile
baglanan o-D-glikoz birimlerinden olusan iiriinlerdir. Gida sanayisinde ¢esitli amaglar
dogrultusunda kullanilan maltodekstrinler yiiksek ¢6ziiniirliik, diisiik vizkozite, yumusak tat
ve duvar malzemesinde kullanildiginda oksidasyona karsi aktif materyali koruma gibi
avantaj saglayan ozelliklere sahiptir. Ancak hidroksil gruplarimin varligi sebebi ile zayif
emiilsifiye 6zellik sergiledikleri i¢in kapsiilleme iizerinde tek basina duvar malzemesi olarak

tercih edildiginde smirlayici olabilmektedir. Maltodekstrin, toz verimini artirmak, nihai
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tirtindeki nemi azaltmak ve emiilsifiye 6zelligini artirmak amaci ile diger duvar malzemeleri

ile birlikte kullanilabilir (Saénz vd., 2009).

Gam arabik, yaklasik %2 protein igerigi ile D-glukuronik asit, L-ramnoz, D-galaktoz
ve L-arabinozdan olusan bir biyopolimerdir. Suda ¢oziiniirliik, yiiksek vizkozite ve cam
gecis sicakligina sahip olmasi mikroenkapsiilasyonda yaygin kullanilmasinin nedenleri

arasinda yer almasina ragmen maliyeti yiiksek bir duvar materyalidir (Tonon vd., 2009).

Mikroenkapsiilasyon uygulamasinda duvar materyali olarak proteinler de yaygin bir
bi¢imde kullanilmaktadir. Proteinlerin kimyasal ozellikleri kapsiillemede onemli rol
oynamaktadir, tek basia veya aktif materyalin tutunmasini saglayan diger molekiiller ile
birlikte kullanilarak filmler ve polimerler olusturabilirler. Proteinlerin ti¢ boyutlu yapisi pH
ile degistirilebilmektedir ve dolayisiyla izoelektrik nokta yakinlarinda ¢oziiniirliikleri
azaltarak  emiilsiyon olusturma ozellikleri  degismektedir.  Mikroenkapstilasyon
teknolojisinde duvar materyalinin suda ¢oziinlir olmasi 6nem arz ettiginden s6z konusu

durum dezavantaj olusturmaktadir (Kog, Sakin, ve Kaymak-Ertekin, 2010).

Kazeinler gida dagitim sistemlerinde, bol bulunmalari, diisiik elde etme maliyetleri
ve oldukgca 1yi olan ylizey aktiviteleri gibi 6zellikleri nedeni ile sik¢a kullanilmaktadir. Sigir
stitiinde kazein, koloidal bir dispersiyon olarak stabilitelerini saglayan kazein miselleri
olarak bulunurlar. Sodyum kazeinat ise ticari olarak yagsiz siitiin asitle ¢okeltilmesi,
cokelmis kazeinlerin yeniden siispanse edilmesi, NaOH kullanilarak nétralizasyonu ve
piiskiirterek kurutulmasi sonucunda iretilmektedir. Toz sodyum Kkazeinat triinleri % 86
protein, % 0.5 karbonhidrat, % 5 kiil ve% 2 yag igermektedir. Sodyum kazeinat ve kazein
misellerinde, 6rnegin dogal kazein misellerini stabilize eden kalsiyum fosfat miktar1 gibi
farkliliklar vardir. Sodyum kazeinatin hidrasyonu iizerine yapilan ¢aligmalar, doniistiirilmiis
kazein partikiillerinin hidrodinamik yarigapinin hem 10 nm ila 100 nm'den daha kiigiik
oldugu hem de sigir siitiindeki dogal kazein misellerininkine benzer oldugunu bildirmistir.
Buna ek olarak sodyum kazeinat ve kazein misellerinin i¢ pargacik yapilarindaki farkliliklar
bilinmemektedir. Iyonik kuvvet ve kazein konsantrasyonunun yani sira, sodyum kazeinat

kaynag1 kazein partikiillerinin tam boyutunu etkileyebilmektedir.(Zhang ve Zhong, 2013).

Jelatin diisiik maliyeti, bol bulunmasi, biyouyumlu olmasi, biyolojik olarak
parcalanabilirligi ve ¢ok sayida aktif grubu nedeniyle, farmasotik ve gida endiistrilerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Graniil veya toz halinde elde edilebilen jelatin tatsiz ve

kokusuz bir maddedir. Bilesimi esas olarak %50.5 karbon, %6.8 hidrojen, %17 nitrojen ve
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% 25.2 oksijendir. Propilen glikol ve gliserol gibi polihidrik alkollerin sulu ¢ozeltilerinde
¢ozlinlirliigliniin yliksek olmasinin yani sira yiiksek polariteli, hidrojen bagi, asetik asit,
trifloroetanol ve formamid gibi organik ¢oziiciiler i¢inde de ¢oziilebilir. Ancak jelatinin
aseton, benzen, dimetilformamid ve birincil alkoller gibi daha az polar organik ¢oziiciilerde

zay1f bir ¢oziiniirliige sahip oldugu bildirilmistir (Ali vd., 2019).

2.4.1 Emiilsifikasyon

Cesitli yaglarin mikroenkapsiilasyonunda emiilsifikasyon, puskiirterek kurutma,
koaksiyel elektrosprey sistemi, dondurarak kurutma, koaservasyon, yerinde polimerizasyon,
ekstriizyon kaplama, siiper kritik akigkan teknolojisi ve akigkan yatakli kaplama gibi
teknikler kullanilmaktadir. Emiilsifikasyon teknolojisi yaglarin mikrokapsiillenmesinde
biiyiik 6neme sahip yontemlerden biridir. Genellikle, dogrudan sivi halde kullanilabilen veya
emiilsifikasyondan sonra tozlar olusturmak i¢in kurutulabilen (piiskiirtmeli veya dondurarak
kurutma) sulu ¢ozeltilerde biyoaktif maddelerin kapsiillenmesi i¢in uygulanan adimdir.
Mikrokapsiillemede, aktif ve duvar malzemeleri, son kurutmadan Once emiilsiyon
teknikleriyle hazirlanmaktadir. Basit bir anlamda bakildiginda bir emiilsiyon, digerinde
kiiciik kiiresel damlaciklar halinde dagilan sivilardan biri ile genellikle yag ve su olmak iizere
en az iki karisim sividan olugsmaktadir. Sulu bir fazda dagilmis yag damlaciklarindan olusan
bir sistem, su iginde yag (Y/S) emiilsiyonu olarak adlandirilirken, bir yag fazinda dagilmis
su damlaciklarindan olusan bir sisteme yagda su (S/Y) emiilsiyon olarak adlandirilmaktadir
(Bakry vd., 2016).

Kinetik olarak stabil bir ¢ozelti elde etmek icin emiilsiyonlastiricilar veya doku
degistiriciler genellikle emiilsiyon sistemine eklenmekte ve gida sistemlerindeki emiilsiyon
damlaciklarinin ¢aplari 0,1 ila 100 pm arasinda degisen boyutlarda olabilmektedir (Fang ve
Bhandari, 2010). Emiilsiyonlar, homojenlestirici (yiiksek kesmeli karistirici, yiiksek basingli
homojenlestirici, kolloid dgiitiicii, sonikator veya membran homojenlestirici) olarak bilinen
mekanik  bir cihaz  kullanilarak yag, su ve emiilsiyonlastiricinin  birlikte
homojenlestirilmesiyle hazirlanan ¢6zeltilerdir. Y/S emiilsiyonu, sulu bir ortamda dagilmis
kiiciik yag damlaciklarindan olusur ve yag damlaciklari, emiilgatdr molekiillerinden olusan
ince bir ara ylizey tabakasi ile ¢evrelenirler. Emiilsifikasyon yontemi diger mikrokaspiil
hazirlama tekniklerine kiyasla ¢esitli avantaj (hazirlik kolayligi ve diisiik maliyet) ve

dezavantajlara (¢evresel faktorlerin degisimine karsi (1sitma, sogutma, dondurma, kurutma,

20



asir1 pH ve yiiksek mineral konsantrasyonu) fiziksel dengesizlik ve sinirli kontrollii salim)

sahiptir (Mcclements vd., 2009).

2.4.2 Dondurarak kurutma

Dondurarak kurutma, neredeyse tiim 1siya duyarli malzemelerin ve yaglar gibi
aromalarin dehidrasyonu i¢in kullanilmaktadir. Kurutmanin mekanizmasi: Kurutmadan
once, su i¢inde yag emiilsiyonu olusturulmakta, hazirlanan emiilsiyon dondurulmakta,
vakum altinda emiilsiyondaki donmus suyun dogrudan kat1 fazdan gaz fazina
stiblimlesmesine izin vermek i¢in 1s1 yeteri kadar artirilmaktadir. Siiblimasyon ile yapidan
suyun uzaklagmasi sonucunda dehidre edilmis oldukea diisiik nem igerigine sahip son iiriin
(mikrokapsiiller) elde edilmektedir. Dondurularak ve piskiirtiilerek Kurutulmus ugucu
bilesikler iceren mikrokapsiillerin etkinlik basarilar1 kiyaslandiginda dondurarak kurutma
tekniginin maksimum tutma o6zelligi gosterdigi tespit edilmistir. Dondurarark kurutma
yontemi diger kurutma yontemlerine kiyaslandigi zaman yiiksek enerji kullanimi, uzun
islem siiresi ve yiiksek iiretim maliyeti gibi bazi1 dezavantajlara sahip oldugu goriilmektedir

(Krokida ve Philippopoulos, 2006).

Dondurularak kurutulmus bilesenler daha yiiksek gozeneklilige sahip oldugu igin bu
teknik ile iretilen mikroenkapsiillerin salinim hizi daha yiiksek olmaktadir. Bu durum
uzatilmis salinimin periyodunun istenildigi son tiriinleri i¢in uygun degildir (Desobry, Netto,

ve Labuza, 1997).

Sodyum kazeinati farkli polimerlerle kullanilarak mikroenkapsiilasyon uygulanan
caligmalar mevcuttur. Sodyum kazeinat ve sodyum aljinat ile stabilize edilmis, kurkumin
yiiklii bir zein nanopartikiilleri hazirlanarak yapilan calismada mikrokapsiillemenin,
kurkuminin fotokimyasal stabilitesini ve antioksidan aktivitesini dnemli dlgiide iyilestirdigi
ve simiile edilmis gastrointestinal sivilarda kontrollii salim sagladig: belirlenmistir (Liu vd.
2019).

Gam arabikin modifiye nisasta, maltodekstrin ve iniilin ile kismen veya tamamen
degistirilmesinin sprey kurutma ile mikrokapsiillenmis biberiye ugucu yaginin 6zellikleri
lizerindeki etkilerinin degerlendirildigi calismada; Iniilinin varligi parcaciklarin
1slanabilirligini iyilestirdigi fakat enkapsiilasyon etkinligini diisiiriirken modifiye nisasta ve
iniilin kombinasyonunun gidalarda gam arabik i¢in uygun bir ikame oldugu bildirilmistir
(Fernandes, Borges, ve Botrel, 2014).
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Farkli duvar materyal kombinasyonlarinin mikroenkapsiilasyon verimliligi
tizerindeki etkisi aragtirllmistir. Birgok tropikal iilkede yetistirilen, az kullanilan en faydali
gida triinlerinden biri Moringaceae familyasma ait olan drumstick (Moringa oleifera),
bitkisine ait ucucu yagin Kkapsiillenmesinde maltodekstrin ve gam arabik duvar
kombinasyonu kulanilmistir ve yiiksek vizkozite ve daha stabil bir {iriin elde edilmistir
(Premi ve Sharma, 2017). Kahve telvesinden ekstrakte edilen antioksidan fenolik bilesiklerin
kapsiillenmesi {lizerinde yapilan bir ¢alismada gam arabik, maltodekstrin duvar materyal
olarak kullanilmis, elde edilen kapsiillerin termal olarak daha kararlioldugu tespit edilirken,
mikroenkapsiilasyon isleminin aktif materyal antioksidan aktivitesi iizerinde azaltic1 bir etki
sergiledigi bildirilmistir. Duvar malzemesi olarak maltodekstrinin kullanilmasi, 6zellikle
dondurarak kurutma yapildiginda fenolik bilesiklerin ve flavonoidlerin en yiiksek tutma
yiizdelerini sagladig1 ve bu bilesenleri korumak i¢in uygun bir materyal oldugu bilinmektedir

(Ballesteros vd., 2017).

Literatiirden derlenen bilgiler g6z oniine alindiginda farkli duvar materyallerinde
karanfil ve diger ugucu yaglarin mikroenkapsiilasyonu duvar materyalin 6zelligine gore
degisim gosterdigi goriilmiistiir. Gidalarda oksidatif bozulmay:1 engellemek ve pataojen
mikroorganizmalar1 yok etmek insan sagligi agisindan ve ekonomik nedenlerden dolay:
elzem bir konudur. Gidalarda kullanilan sentetik koruyucularin séz konusu etkileri
sergilemesi ancak ayni zamanda insan sagligini1 tehdit etmesi ve diger yararli bilesenlerin
emilimini azaltmas: gibi olumsuz 6zellikleri oldugu gorilmiistir. Bu baglamda dogal
bilesenlerden elde edilen koruyucularin kullanilmasi saglik acisindan daha faydali bir islem
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu c¢aligmada, antioksidan ve antimikrobiyal etkilere sahip olan
karanfil ugucu yagimin yagimim maltodekstin, sodyum kazeinat, gam arabik ve jelatin ile
hazirlanan farkli duvar materyal formiilasyonlar: ile mikrokapsiile edilmesi sonucunda

stabilitesi ve fonksiyonalitesini gelistirmek amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Karanfil ug¢ucu yag1 ve materyalleri

Bu calismada karanfil ugucu yagi Simya evi (Ankara) firmasindan, duvar
materyalleri maltodekstin (18 DE), sodium kazeinat, gam arabik ve Tween 80 Sigma-
Aldrich firmasindan (Steinheim, Almanya), jelatin 250 bloom Benosen firmasindan

(Istanbul) temin edilmistir.

3.1.2 Besiyeri ve kimyasallar

Bakteri ve maya suslarinin aktiflestirilmesinde, antimikrobiyal deneylerde farkli
besiyerleri kullanilmistir. Antimikrobiyal testlerde stok kiiltiirlerden bakterilerin
aktiflestirilmesinde Brain Hearth Infusion (BHI) Broth (Merck, Darmstadt, Germany),
mayalarin aktiflestirilmesinde Sabouraud Dextrose Broth (SDB) (Merck, Darmstadt,
Germany), antimikrobiyal testlerde bakteriler i¢in Mueller Hinton broth (Merck, Darmstadt,
Germany), mayalar i¢in Sabouraud Dextrose Broth (SDB) (Merck, Darmstadt, Germany)
kullanilmistir. Dimetil siilfoksit (DMSO), Etil asetat, sodium hidroksit (NaOH), hidroklorit
asit (HCI), Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan p-iodonitrotetrazolium violet Sigma—
Aldrich (Steinheim, Germany) firmasindan In situ antimikrobiyal aktivite deneyi icin

kullanilan kayis1 suyu, tam yagl siit ve visne suyu yerel bir marketten satin alinmigtir.

3.2 Metot

Bu ¢alismada, oncelikle duvar materyal olarak temelde maltodekstrin, sodyum
kazeinat, ayrica gam arabik ve jelatin ile farkli duvar materyal kombinasyonlari ile
hazirlanmis karanfil ugucu yagi mikrokapsiile edilmistir. Elde edilen kapsiillerin
karakterizasyon testleri tamamlandiktan sonra karanfil ugucu yagmin antioksidan ve

antimikrobiyal kapasitesi lizerine mikroenkapsiilasyon isleminin etkisi belirlenmistir.

3.2.1 Karanfil ucucu yaginin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi

Karanfil ugucu yagmin kimyasal kompozisyonu GC-MS analizi ile belirlenmistir.
GC-MS analizi, Agilent 6890 GC cihazina bagli 5793M MSD dedektorden olusan GC-MS
ile gerceklestirilmistir. HP-INNOWax PEG kapiler kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25 pm), akis
hiz1 1.7 mL/dk olan helyum tasiyict gazi ile birlikte kullanilmistir. Analiz siiresince GC-MS
kosullar1 soyledir: split oran1 30:1, enjeksiyon hacmi 1 pL, firin sicaklik programi; 10 dk
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stiresince 60 °C’de tutulup, sonra 5 °C/dk hizla 150 °C’ye ¢ikartilarak bu sicaklikta 20 dk
tutulup tekrar 5 °C/dk hizla 250 °C’ye ¢ikartilip bu sicaklikta da 30 dk tutulmas: seklinde
olup toplam siire 98 dk ve enjeksiyon sicakligi 250 °C olarak belirlenmistir. Kiitle
spektrumlart 70 eV enerjide ve 35-450 m/z (kiitle/yiik) araliginda alinmistir. Analizi
gerceklestirilen karanfil ugucu yagmin bilesenleri, NISTO05a.L, NistO8Wiley8.L ve
Flavor2.L kiitiiphaneleri taranarak belirlenmis ve kromatogramdaki pik alanlarindan yiizde

oranlar1 hesaplanarak bilesenlerin yiizde olarak rélatif miktarlar1 da belirlenmistir.

3.2.2 Karanfil u¢ucu yagimin mikroenkapsiilasyonu

Karanfil ugucu yaginin mikroenkapsiilasyonu 6nce duvar materyalleri ve ugucu yag
ile hazirlanan emiilsiyonun dondurarak kurutulmasi sonucunda elde edilmistir. Karanfil
ugucu yaginin mikroenkapsiilasyonunda Hee vd. (2015)’nin o6nerdigi yontemde bazi
degisiklikler yapilarak emiilsiyon olusturulmustur. Bu amagla Oncelikle aktif ve duvar
materyal ile emiilsiiyon hazirlanmig, sonrasinda dondurarak kurutma teknigi ile
mikrokapsiiller toz haline getirilmistir. Mikroenkapsiilasyon isleminde
maltodesktrin/sodyum kazeinat (M/S), maltodekstrin/sodyum kazeinat/gam arabik (M/S/G)
ve maltodesktrin/sodyum kazeinat/jelatin (M/S/J) olmak {izere {i¢ farkli duvar materyali
karisimi hazirlanmis ve formiilasyonlar Cizelge 3.1 de verilmistir. Ug farkli duvar materyal
formiilasyonu (her biri 17 g agirlikta) 70 mL saf su ile 60°C’de 30 dk manyetik karistiricida
karistirilmis ve tam ¢oziinmeleri saglanmistir. Karisim soguduktan sonra duvar materyal
formiilasyonuna 12 mL karanfil ugucu yag1 ve emiilsiyon stabilitesini saglamak amaci ile 1
mL Tween 80 eklenmis ve yliksek devirli homojenizator (Ultra Turrax® T18, IKA®-
WERKE GmbH, Staufen, Almanya) kullanilarak 15.500 rpm’de 5 dk homojenizasyon
saglanarak emiilsiyon elde edilmistir. Kullanilan miktarlar asagidaki cizelgede
gosterilmistir. Olusturulan emiilsiyonlar petrilere dokiilerek -18°C de 24 saat bekletilip
ardindan dondurularak kurutulmustur (Buchi, Lyovapor L-200). Kurutma islemi sonrasinda
elde edilen toz formdaki mikroenkapsiiller kullanilincaya kadar -18 °C hava ge¢irmez vida

kapakli kaplarda saklanmaistir.
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Cizelge 3.1: Mikroenkapsiil tiretiminde kullanilan duvar materyal formiilasyonlari.

Formiilasyon (%) M:S M:S:G M:S:J
Karanfil ugucu yag1 (KUY) 12 12 12

Su 70 70 70
Maltodekstrin (M) 13 10 10
Sodyum kazeinat (S) 4 3,5 3,5
Gum arabik (G) - 3,5 -
Jelatin (J) - - 3,5
Tween 80 1 1 1

3.3 Analizler

3.3.1 Mikroenkapsiilasyon etkinligi

Mikroenkapsiilasyon etkinligi, mikroenkapsiilasyon isleminin basarisini dlgen bir
parametredir. Karanfil ugucu yagmin mikroenkapsiilasyon etkinligi yapisinda bulunan
ojenol iizerinden belirlenmistir. Karanfil ugucu yaginda baskin olan ve fonksiyonel
ozelliklerden sorumlu oldugu kabul edilen major bilesen Gjenoldir (Sruthi et al. 2014).
Boylece, mikroenkapsiilasyon etkinligini belirlemek amaci ile oncelikle 6jenol standardinin
farkli konsantrasyonlart hazirlanmis ve gaz kromatografisi- alev iyonizasyon dedektorii
(GC-FID) yardimi ile Sekil 3.1°de verildigi gibi konsantrasyona karsi pik alanlari
kullanilarak kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve elde edilen denklem etkinlik hesaplamalarinda

kullanilmastir.

Mikroenkapsiillerin etkinliklerini belirlemek amaciyla, farkli duvar materyal
formiilasyonlart ile hazirlanan mikroenkapsiillerin her birinden 0.25 gr 6rnekler deney
tiiplerine iki paralel olarak tartilmig ardindan tiiplere 1 mL saf su eklenip vortex yardimi ile
karistirilmis sonrasinda 1 mL etil asetat ekleyip 4100 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir, iist
faz icerisinde bulunan karanfil ugucu yagi miktar1 GIC-FID teknigi ile analiz edilmis,
kalibrasyon egrisi denklemi ve seyreltme faktorleri kullanilarak hesaplanmistir. Belirlenen
karanfil ugucu yag miktarlar1 asagidaki formiilde yerine konularak, mikroenkapsiillerin

mikroenkapsiilasyon etkinlikleri hesaplanmustir.

Kapsiildeki toplam karanfil ugucu yag1 miktari

Mikroenkapsiilasyon etkinligi (%) = x 100

Kullanilan toplam karanfil ugucu yag:
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GC-FID kosullart;

Gaz kromatografisi (Agilent 7890A) analizinde kapiler kolon (TRB-WAX, TR-140232;
30mx 0.25mm i.d., 0.25 pum film kalinlig1; Teknokroma, Barcelona, Spain), oto enjektor
(Agilent 7683B) ve alev iyonizasyon dedektér (FID) kullanilmistir. Cihaz split-less
modunda, enjektor ve dedektor sicakliklart sirast ile 200 ve 270 °C olarak calistirilmistir.
Kolon sicaklik programlamast; 40 °C’de 2 dk tutulmasindan sonra 5 °C/dk artis ile 260°C’de
15 dk tutulmasi seklinde yapilmistir. Toplam tasiyici gaz olarak 30 mL/dk akis hizi ile
helyum kullanilmastir.

Ojenol kalibrasyon egrisi y =531,12x + 336,24

R?=0,9995
30000

25000
20000
15000
10000

5000

Ojenol pik alani

0 10 20 30 40 50 60
Ojenol konsantrasyonu

Sekil 3.1: Ojenol standartinin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan kalibrasyon egrisi
grafigi.

3.3.2 SEM goriintiilleme

Mikrokapsiillerin morfolojik yapilar1 taramali elektron mikroskobu (Scanning
electron microscope; SEM; Leo EVO-40 VPX, Carl Zeiss SMT, Cambridge, UK) kullanarak
belirlenmistir. Toz halindeki mikrokapsiil 6rnekleri ince bir tabaka halinde karbon
yapiskanli kaliplara yapistirildiktan sonra ve iizerleri ince bir tabaka altin ile kaplanmis ve

mikroenkapsiillerin dijital resimleri SEM kullanilarak ¢ekilmistir.

3.3.3 Antimikrobiyal aktivite

Mikroenkapsiil ve serbest formda karanfil ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesi
Pessini vd. (2003) tarafindan onerilen yontemde bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir.
Antimikrobiyal aktivite diliisyon temelli tekniklerden minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) yontemi ile belirlenmistir. MIK mikroorganizma gelisiminin olmadig1 en diisiik

ucucu yag miktari olarak tanimlanmaktadir.

Karanfil ucucu yaginin serbest ve mikroenkapsiile antimikrobiyal aktivitesini

belirlemek amaciyla test edilen mikroorganizmalarinin bir kismi1 Refik Saydam Hifzisthha
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Miidiirligiinden Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu Numarasi (ATCC No) ve Refik Saydam
Kiiltiir Numaras1 (RS No) ile bir kismu da Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi,
Mikrobiyoloji Laaboratuvari (TOTM, ML) dan temin edilmistir. Calismada 3 Gram negatif
(Escherichia coli (ATCC No025922) (RS No: 347/01003), Salmonella (ATCC No 13076)
(TOTM, ML), Shigella flexneri (RS No: 184)), 3 Gram pozitif (Bacillus cereus (RS N0:869),
Staphylococcus aureus (RS No: 1020/06008), Streptococcus mutans (ATCC No 25175)) ve
iki maya (Candida albicans (ATCC No: 90028), Saccharomyces cerevisiae (RS No: 08022))
kullanilmistir. Test Oncesinde stok kiiltiirler1 aktiflestirmek amaci1 ile her bir
mikroorganizmanin gece kiiltiirleri hazirlanmis, bu amacla bakteriler BHI broth da +37°C’de
24 saat, mayalar SDB da +27°C’de 48 saat inkiibasyona birakilimis, inkiibasyon sonrasinda

MIK belirlendigi test tiiplerine 50 ug (10° kob/mL) hacimlerde inokiile edilmistir.

Ucucu yaglarin broth ortaminda homojen dagilimini saglamak amaci ile dimetil
sulfoksit (DMSO), %10 (v/v) kullanilmistir. Boylece %10 DMSQO’lu broth (bakteriler i¢in
Mueller Hinton Broth, maya igin Sabouroud Dextrose Broth) ve test edilecek
mikroorganizmayi igeren tiiplere 1000°den 3.9 ug/mL konsantrasyonda karanfil ugucu yagi
iki kat1 seri diliisyon olacak sekilde eklenmistir. Serbest karanfil ugucu yagi ile ayn1 miktarda
karanfil ugucu yag1 i¢ceren mikroenkapsiiller enkapsiil etkinligi yardimi ile hesaplanmis ve
teste tabi tutulmustur. Inokiilasyon islemleri tamamlanan tiipler bakteriler i¢in +37°C’de 24
saat, maya +27°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Antimikrobiyal testlerle es zamanl
olarak pozitif ve negatif kontroller yapilmis ve bu amagla negatif kontrol olarak testlerde
kullanilan broth ortamina ilgili mikroorganizma ekimleri yapilmis, her hangi bir
antimikrobiyal ajan ilavesi yapilmadan inkiibasyona birakilarak  kullanilan
mikroorganizmalarin saglikli gelisebildigi belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak standart
antimikrobiyal ajanlar (tetrasiklin ve ampisilin) (100 pg/mL'den 1.56 pg/mL'ye degisen
konsantrasyonlarda) kullanilarak test edilen mikroorganizmalarin herhangi bir dirence sahip

olup olmadigi, antimikrobiyal ajanlar ile inhibe edilebilecegi belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin broth diliisyon yontemi ile tespit edilmesinde olarak p-
iodonitrotetrazolium violet (INT) mikrobiyal gelisim indikatorii olarak kullanilmistir.
Inkiibasyon siiresinin tamamlayan test tiiplerine 50 pg miktarinda (0.2 mg/mL olacak
konsantrasyonda steril suda hazirlanan) INT indikatorii ilave edilmis ve tiipler 30 dk daha
inkiibasyona birakilmis ve ileri inkiibasyon siiresi sonunda bakteri gelisimi INT d-formazan

tiretimine bagl olarak agiga ¢ikan kirmizi renk degerlendirmesi ile belirlenmistir, bakteri

27



gelisiminin olmadigi en diisik ucgucu yag konsantrasyonu MIK (png/mL) olarak

belirlenmistir.

3.3.4 In-situ antimikrobiyal aktivite

Kontrol ortamlart olan besiyerinde belirlenen antimikrobiyal aktivite de besiyeri
formiilasyonu (karbon, azot kaynaklarmin varligt ve muhteviyatin yag icermemesi) ve
kosullar1 (pH nin optimum gelisme degeri olan 7 civarinda tutulmasi ve ortamda
tamponlama amaciyla fosfath bilesiklerin bulunmasi) oldukg¢a kararlidir. Antimikrobiyal
aktivitenin gida sistemlerinde gidalarin kendine has bilesim ve pH kosullarinda test edilmesi
ile olusabilecek antimikrobiyal etkinlik farkini belirlemek amaci ile m-situ testler
yapilmistir. Mikroenkaspsiile karanfil ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesini gida
sisteminde yani yerinde (in-situ) olarak test etmek amaciyla sivi gidalar tercih edilmistir. Bu
baglamda gida ortamlarinda pH nin etkisini gézlemlemek amaciyla visne suyu ve kayisi
suyu secilmistir ve gida bilesenlerinden yagin antimikrobiyal O6zellik {izerine etkisini
degerlendirmek amaciyla tam yagh siit se¢ilmistir. Kontrol ortaminda yapilan MIK verileri
1s181inda en yiiksek antimikrobiyal etki sergileyen MD-SK mikroenkapsiilii antimikrobiyal
ajan olarak, yapay kontaminasyonda ise en direngli bakterilerden E.coli test
mikroorganizmasi olarak tercih edilmistir. MIK test sonuglarinda elde edilen etkin doz (125
ug/mL) in-situ test konsantrasyonu (5 mL/40 mL) olarak kullanilmistir. Donsi vd.
(2011)’nin takip ettigi yontemde bazi degisiklikler yapilarak gergeklestirilen testte, Sekil
3.2’de goruldigi gibi her birinden 40 mL olmak iizere; tam yagl siit, visne suyu ve kayisi
suyu otoklavda steril edildikten sonra E.coli (10° kob/mL) ile inokiile edilmis ve son
konsantrasyon (5 mL/40 mL) olacak etkinlik temelinde hesaplanan mikroenkapsiil ve
esdeger miktarda serbest ugucu yag test ortamima eklenmistir. Inkiibasyona (37 °C’de)
birakilan test ortamlarindan belirlenen zaman araliklarinda (0, 2, 4, 6, 8 ve 24. saat) 6rnekler
alinarak kati besiyerine (plate count agar) yayma yontemi ile ekimler yapilmis, 37 °C’de 24
saat inkiibasyon sonrasinda zamanla E.coli yiikiindeki degisim takip edilmistir (Donsi vd.,

2011).
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Sekil 3.2: In-situ antimikrobiyal test ortamlari; a: ugucu yag test ortami, b: mikroenkapsiil
test ortami.

3.3.5 Antioksidan aktivite

Farkli duvar materyalleri ile enkapsiile edilen karanfil ugucu yagmin antioksidan
aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2.20-azinobis [3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid] (ABTS) ve Ferric Reducing Antioxidant Activity (FRAP) teknikleri

kullanilarak belirlenmistir.

3.3.5.1 DPPH testi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) analizi Bilenler vd., (2015) belirttigi yontemde
bazi modifikasyonlar ile gergeklestirilmistir. Kisaca, 100 pg metanolik ugucu yag stok
soliisyonu (40g/L olacak seklide hazirlanmis) tizerine 1900 ug metanolik DPPH (absorbans
0.700 £ 0.020, 517 nm’de) radikal soliisyonu ilave edilip, vorteks yardimiyla karistirildiktan
sonra oda sicakliginda karanlikta 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon periyodunun
15 ve 30. dakikalarinda 517 nm’ de absorbans okumalari yapilmistir. Farkli konsantrasyonda
hazirlanan Troloks, standart antioksidan olarak kullanilmis ve kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
Herhangi bir antioksidan ajan igermeyen soliisyon (metanol %100) kontrol olarak
kullanilmistir. Orneklerin DPPH radikal siipiirme giicii Troloks esdegeri antioksidan
kapasite (TEAC) mmol/L olarak ifade edilmistir. Aktif materyal olmadan iiretilen kapsiiller
(kontrol) ve test edilen serbest forma ugucu yag ile ayn1 miktarda Aktif materyale sahip
mikroenkapsiil miktar1 etkinlik verileri yardimi ile hesaplanarak ve ayni kosullarda test

edilmistir.
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3.3.5.2 ABTS testi

ABTS (2.20-azinobis[3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid]) analizi Karabulut
vd. (2018)’in belirttigi yontemde bazi modifikasyonlar uygulanarak gergeklestirilmistir.
ABTS reaktif soliisyonu hazirlamak i¢in 7.0 mM ABTS solusyonu 2.45 mM potasyum
persulfat ile 16 saat karanlikta bekletilerek hazirlanacak, inkiibasyon sonunda stok soliisyon
etanol ile seyreltilerek absorbans 0.700 + 0.020, 734 nm’de ayarlanmistir ve hazirlanan
reaktiften 3800 ug alinmis 200 ug metanolik ugucu yag stok soliisyonu (20 g/L olacak
seklide hazirlanmis) lizerine eklenerek 60 dk karanlikta inkiibasyona birakilmistir. 734 nm
absorbans okumalart yapilmistir. Troloksun bilinen konsantrasyonlari ile hazirlanan
kalibrasyon egrisi kullanilarak sonuglar hesaplanmig ve mmol TEAC/ L olarak ifade
edilmistir. Aktif materyal olmadan iiretilen kapsiiller (kontrol) ve test edilen serbest forma
ucucu yag ile ayn1 miktarda aktif materyale sahip mikroenkapsiil miktar1 etkinlik verileri

yardimi ile hesaplanarak ve ayni kosullarda test edilmistir.

3.3.5.3 FRAP testi

Mikroenkapsiile ve serbest karanfil ugucu yaginin ferrik indirgeme giicli (FRAP)
Viuda-Martos vd.,’nin onerdigi potasyum ferrisiyaniir-demir kloriir yontemde bazi
degisiklikler yapilarak uygulanmuistir (Viuda-Martos vd., 2010). Kisaca 2.5 mL fosfat
tamponuna (0.2 M, pH 6.6) ugucu yagdan 100 ug (20g/L olacak seklide hazirlanmis)
eklenmis, tizerine 2.5 mL potasyum ferrik siyanid (%1) ilave edilmistir. Karisim 50 °C’de
20 dk inkiibasyona birakilacak, ardindan 2.5 mL trikloroasetik asit (%10) ilave edilmistir.
Hazirlanan karisimdan 2500 pg alinarak tizerine 2500 ug su ve 500 ug %1 FeCl; ilave
edilmis ve 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir 30 dk inkiibasyona birakilmis ve
inkiibasyon sonunda 700 nm’de absorbans okumalari yapilmistir. Troloksun bilinen
konsantrasyonlar1 ile hazirlanan kalibrasyon egrisi ve seyreltme faktorleri kullanilarak

sonuglar hesaplanmig ve mmol TEAC/ L olarak ifade edilmistir.

3.3.6 Salinim testi

Mikrokapsiillerden karanfil ugucu yag salinimi Roa vd., (2016) 6nerdigi yontemde
bazi degisiklikler uygulanarak gergeklestirilmistir. Gastrointestinal alanin kosullarinin taklit
edildigi kosullarda gergeklestirilecek olan salinim testi i¢in 3 g mikrokapsiil 15 mL 0.1 M
hidroklorik asit (pH 2) soliisyonuna ilave edilmis 37°C ‘de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda ortam pH degeri 7,5 olarak ayarlanmis (5M NaOH) ve 2 saat ileri inkiibasyona

birakilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda (her 30 dakikada bir) 0.5 mL 6rnek alinmig ve

30



son hacmi sabit tutmak amaci ile alinan 6rnek miktar1 kadar uygun pH degerinde stok
soliisyon ilave edilmistir. Alinan 6rnek 1 mL etil asetata eklenerek, 1 dk vorteks ile
karistirdiktan sonra tist faz alinarak GC-FID ile analiz edilmistir. GC-FID analiz kosullar1
Boliim 3.3.1° de verilmistir 6jenol ile hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak zamana bagli

salinan 6rnek miktar1 belirlenmistir.

3.3.7 Istatistiksel analizler

Elde edilen analiz sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS paket programi
araciligr ile gerceklestirilmistir. Karanfil ugucu yagi ve ii¢ farkli duvar materyali ile elde
edilen kapsiillerin antioksidan aktivite test sonuglarindaki verilerin farklihigin belirlenmes
icin varyans analiz (ANOVA) irdelenmistir. Ornek gruplar aras: farkliliklar Duncan ¢oklu

karsilastirma testine gore P<0.05 6nem diizeyinde test edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Karanfil u¢ucu yaginin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi
Toplam ugucu yagin %97,04 'inii olusturan ana bilesenler Cizelge 4.1 'de verilmistir.

Cizelge 4.1: Karanfil ucucu yaginin bilesenleri.

Alikonma siiresi Major Bilesen % Alan
23.597 kopaen 0,65
25.920 B-karyofilen 14,98
27.734 a-karyofilen 4,64
29.685 naphthalene 1,85
49.937 6jenol 71,86
55.589 fenol 1,72
68.366 n-heksadekanoik asit 1,34

Tanimlanan bilesenler arasinda &jenol (%71,86) ana fenolik bilesen olarak
belirlenmistirr, diger onemli bilesenler ise B-karyofilen (%14,98), a-karyofilen (%4,64),
naftalen (%1,85), fenol (%1,72), n-heksadekanoik asit (1,34), kopaen (%0,65) olarak
belirlenmigtir. Karanfilin ana bileseni olan Gjenol, karanfil ugucu yagmin antioksidan,
antimikrobiyal, antienflamatuvar ve anti-kanser o6zellikleri gibi biyoaktif 6zelliklerinden
sorumludur. Bu nedenle, karanfil ugucu yagmin bir¢ok biyolojik faaliyetinin mekanizmasi
ojenol ile iliskilendirilmektedir. Literatiirde karanfil ugucu yag kompozisyonunun
belirlendigi birgok calisma mevcut olup elde edilen sonuglarin ¢ogu calisma bulgularimiz
ile ortiisse de bazi ¢alismalar ile farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Cin'den karanfil ugucu
yagimin bilesimini inceleyen bir ¢calismada GC-MS ile toplam yagin% 94,8'ini olusturan on
bilesik tespit edilmis ve ana bilesenler 6jenol (% 76,8), 6jenil asetat (% 9,5) ve B- karyofilen
(% 6,0) olarak bulunmustur (Huang vd., 2013).

Wang vd., (2021) ise hidrodistilasyon sonucu elde ettikleri karanfil ugucu yaginin
%96,45’ ini olusturan ana bilesenleri tanimlamislardir: bu bilesenler &jenol (% 68.95), ve
asetil 6jenol (% 4.88), B karyofilen (% 21.03), a-kiiben (% 0.87) ve &-cadinen (% 0.72)
olarak bildirilmistir. Bitki ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonu mevsimsel degismeler,
bitkinin hasat zamani ve ucgucu yagin elde etme sekli gibi birgok faktdére bagli olarak
degisiklik gosterebilmektedir (Haro-Gonzalez vd., 2021). Calisma bulgularimiz ile literatiir

arasinda gézlemlenen mindr farklilik bu veri ile agiklanabilmektedir.
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4.2 Etkinlik degeri

Karanfil ugucu yagi maltodekstrin/sodyum kazeinat (M/S), maltodekstrin/sodyum
kazeinat/gam arabik (M/S/G) ve maltodekstrin/sodyum kazeinat/jelatin (M/S/J) duvar
materyal olarak kullanildigi mikroenkapsiilasyon yonteminde enkapsiile edilmistir.
Mikroenkapsiilasyon isleminin bagarisi enkapsiilasyon etkinligi ile Olg¢iilmektedir.
Calismamizda karanfil ugucu yaginin duvar materyaller tarafindan yakalanma basarisi, GC-
FID ile karanfil ugucu yaginin baskin bileseni olan 6jenol iizerinden belirlenmistir. Ojenol
standardinin farkli konsantrasyonlarinda hazirlanan kalibrasyon egrisi denklemi ve
seyreltme Kkatsayilar1 kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda, Sekil 4.1’de gortldigi
gibi, duvar materyallerinin etkinlik degerleri yiiksekten diisiige M/S >M/S/G >M/S/J olarak
sirastyla %86,22, %77,22 ve %71 olarak belirlenmistir.

M ve S duvar materyali karistmma diger malzemelerin eklenmesinin
mikroenkapsiilasyon etkinligini diisirmek yoniinde etki yaptigi ve kaplama materyalinin
mikroenkapsiilasyon etkinligi i¢in biiyiik 6nem gosterdigi goriilmiistiir. Maltodekstrin iyi
¢ozliniilebilirlik, diisiik vizkozite ve aktif materyal i¢in iyi bir oksidasyon stabilitesi sunmasi
gibi avantajlara sahipken diisiik emiilsiyon ve film olusturma gibi dezavantajlar da

tasimaktadir.

100 |
80 |

60 |

ETKINLIK (%)

a0 |

20 L L
M/S M/S/G M/S/)

MIKROKAPSUL ORNEKLERI

Sekil 4.1: Karanfil ucucu yag1 mikrokapsiillerinin etkinlik degeri.

Maltodekstrin ve sodyum kazeinata gam arabik ile jelatin eklenmesi ile olusturulan
duvar materyalinin M/S duvar bilesimine gore diisiikk etkinlik gdstermesinin diisiik
¢cOziinlirlik Ozelliklerinden kaynaklandigr diisiiniilmektedir. Diisiik c¢oziintirlik zayif

emiilsiyonlagmaya neden olabilir ki bu da diisiik kapsiilleme etkinligi ile sonu¢lanmaktadir.
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Yiizey morfolojileri ile birlikte degerlendirildiginde ise jelatin ve gam arabik bulunan
kapsiillerde ¢entik ve catlaklar gozlemlenmistir. Kaushik ve Roos, (2007)’ a gore kapsiillerin
yiizeylerindeki catlak ve ¢entik benzeri yapilar sulandirilma davranislarini etkileyerek diisiik

¢Oziiniirliige neden olmaktadir.

Shao vd., (2019) maltodekstrinin digiik emiilsiyon olusturma kapasitesini
iyilestirmek amaciyla soya proteini, whey proteini ve sodyum kazeinati farkli oranlarda
kullanarak duvar materyal oranmin ve tiirliniin kapsiilleme Ozellikleri {izerine etkisini
arastirmistir ve aktif materyal oraninin 1:2 oldugu durumlarda farkli duvar materyallerine
ragmen mikroenkapsiilasyon etkinliginin daha yiiksek oldugunu goriilmistiir. MD/SK duvar
bilesiminin 2:1 oraninda kullanildig1 kapsiillerde etkinlik %80, 1:1 oraninda %82, 1:2
oraninda kullanildig1 kapsiillerde ise yaklasik %85 etkinlige ulasilmistir. Yiiksek
maltodekstrin igerigi digerlerine kiyasla daha diisitk mikroenkapsiilasyon etkinligi ile
sonuglansa da daha yiiksek yiikleme kapasitesi elde edilmistir. Chatterjee ve Bhattacharjee,
(2013) duvar materyali olarak maltodekstrin ve gam arabik kullanilarak karanfil ugucu

yagini kapsiilledikleri calismada mikroenkapsiilasyon etkinligini %65 olarak bildirmislerdir.

Ferrari vd., (2012) %7 gam arabik ile enkapsiile edilmis bogiirtlen 6ziinde
antosiyaninlerin %78,2 etkinlik gosterdigi sonucuna ulasirken, De Souza vd., (2015) {iziim
kabugu sulu ekstraktini kapsiillemek igin %10 maltodekstrin kullanildiginda
antosiyaninlerin %88,3-93,8 tutuldugunu bildirmislerdir. Zengin antosiyanin i¢erigine sahip
olan kizamik meyvesinin ekstraktlart maltodektstin, gam arabik ve jelatin duvar
materyallerinin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak kapsiillenmistir. En yiiksek (%92.83)
mikroenkapsiilasyon etkinligine MD/GA bilesiminin kullanildig1 kapsiillerde ulasildigi
bildirilmistir (Akhavan Mahdavi vd., 2016).

Bagka bir caligmada, karanfil yagini kapsiillemek i¢in gam arabik kullanilmis ve
enkapsiilasyon etkinlik degeri %78'e kadar kaydedilmistir (Luo vd., 2014). Karanfil ugucu
yagmin, iki asamali bir emiilsiyon-iyonik jellesme teknigi kullanilarak kitosan
nanopargaciklarinda kapsiillendigi bir c¢alismada; kitosan nanopargaciklarina yiiklenen
karanfil ugucu yag1 kapsiillerinin %55.8-73.4 arasinda etkinlik gdstermistir (Hadidi vd.,
2020). Sodyum kazeinat ve pektin kullanilarak hazirlanan karanfil ugucu yagi
emiilsiyonlarinin enkapsiilasyon etkinligi %87.83 olarak bildirilmistir (Sharma vd. 2017).
Karanfil ugucu yagmin sprey kurutma yontemi kullanilarak kapsiillendigi g¢alismada

enkapsiilasyon etkinligi %97,8 olarak rapor edilmistir (Sahlan vd., 2019)
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4.3 SEM goriintiilleme

Maltodekstrin/sodyum kazeinat, maltodekstrin/sodyum kazeinat/gam arabik ve
maltodekstrin/sodyum kazeinat/jelatin duvar materyalleri ile kapsiillenen karanfil ugucu
yaginin ve aktif materyal kullanilmadan olusturulan (bos) kapsiillerin yiizey
morfolojilerindeki degisiklik ve partikiil boyut dagilimlari taramali elektron mikroskobu

(SEM) ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar asagida Sekil 4.2°de de verilmistir.

M/S duvar bilesiminde (Sekil 4.2 a) nispeten daha kiiresel ve diizenli bir gériiniim
sergilemistir bu da aktif materyalin daha iyi korunduguna isaret etmektedir. Aktif materyal
kullanilmadan olusturulan (bos) kapsiillerde (sekil b, d) ise daha gbzenekli bir yapi
gozlemlenmistir, bu durumun buz kristallerinden kalan bosluklardan veya donma sirasinda
tutulan hava kabarciklarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Uziim gekirdegi ekstresi
polifenollerinin peynir alt1 suyu protein konsantresi (WPC), maltodekstrin (MD) ve gam
arabik (GA) ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestiren ¢alismalarda benzer morfolojik

yapilar elde etmistir (Yadav vd., 2020).

Calismamizda iiretilen pargaciklarda karanfil ugucu yagi igeren M/S/G ve M/S/J
(sekil 4.2 c, e) mikrokapsiillerinde kirtk cam benzeri diizensiz yapilarin olusumunda
tiretimde duvar materyal ¢oziinme ve emiilsiyon olusturma basarisinin yani sira diizensiz ve
kirik cam benzeri yapilarin dondurarak kurutmanin etkisi oldugu disiiniilmektedir.
Mikroenkapsiil tiretiminde cams1 yap1 olusumunun da aktif materyali olumsuz kosullardan
(oksidasyonu, 1s1) korudugunu ve aktif materyalin yapisi iizerine camsi yapilarin olumsuz
etkisinin olmadigimi bildiren Tao vd., (2017) , ¢alisma bulgularimiz ile benzer sonuglar
rapor etmistir. Kaushik ve Roos (2007) limoneni jelatin kullanrak mikroenkapsiile etmis ve
calismamizla benzer morfolojik goériiniim elde etmistir. Arastirmaci ayrica kurutulmus
partikiillerin ylizeyinde ¢atlak ve ¢entiklerin azhigi ile tozun akig kabiliyeti ve
rehidrasyonunda olumsuzluklar yasanabilecegini bildirmistir. Calismamizin ilerleyen
kisimlarinda s6z konusu duvar materyal ile elde edilen mikroenkapsiillerin su (salinim ve
antimikrobiyal) ve organik ¢6ziicii (antioksidan) ortamlarinda salinim ve aktivite basarisinin

diisiik oldugu verisi géz oniine alinirsa bulgularimiz arastirmaci ile uyumludur.
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Sekil 4.2: Mikropartikiillerin SEM gortintiileri.

Yapida goriilen kirigiklik benzeri yapilar duvar gelisiminden sonra partikiillerin iginde
bosluklarin olusmasi anlamina gelirken ig¢biikey bosluklar, genislemenin baslamasindan
once duvar materyallerinin katilagsmasi ile agiklanabilecegi ve gam arabik kullanilarak sprey
kurutma yontemi ile kapsiillenen keten tohumu yagi mikrokapsiilleri i¢in diger benzer
morfolojik yap1 bildirilmistir (Hee vd., 2015). Maltodekstrin, gam arabik, gam arabik —
modifiye nisasta , modifiye nisasta — kitosan ve modifiye nisasta — maltodekstrin — kitosan
duvar materyalleri kullanilarak dondurarak kurutma yolu ile olusturulan mikroenkapsiiller,

aktif materyali 1s1 ve oksijene maruz kalmaktan korudugu diisiiniilen amorf cam benzeri bir
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olusum gosterdigi ve maltodekstrin ile olusturulan enkapsiillerin gam arabige kiyasla daha

az pargacik farkliliklari sundugunu bildirmislerdir(Chranioti, Nikoloudaki, ve Tzia, 2015).

Maltodekstrin ve gam arabik kullanilarak olusturulan kapsiillerin sprey kurutma ve
dondurarak kurutulan 6rneklerin SEM goriintiilerinde iki kurutma metodunun partikiillerin
morfolojisi lizerinde farkliliklara yol agtigi gorilmistir. Ayn1 metod kullanilarak
goriintiilenen Ornekler birbirine benzerken farkli kurutma yontemlerinde kapsiillerdeki
farkliliklar goze carpmustir. Sprey kurutma metodunda kapsiiller daha kiiresel ve diizenli bir
sekil sergilerken; dondurarak kurutulanlarda kirikli ve diizensiz yapi sergiledigi gorilmiistiir
ve kurutma metodunun kapsiilleme verimliligi ve kapasitesini etkileyebilecegini

bildirmislerdir (Ballesteros vd., 2017).

Caligmamizda goriildigi gibi M/S duvar bilesimi disindaki diger iki kapsiiliin
kiiresel formda kapsiil tretmedigi gozlemlenmistir. Duvar materyal karakteristik
ozelliklerinden kaynaklandigi diistiniilen bu durum tizerinde basta ¢oziinme ve emiilsiiyon

olusturma olmak tizere gesitli faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Kokina vd., 2019).

4.4 Antimikrobiyal aktivite

Bu c¢alismada, serbest ve kapsiillenmis formdaki karanfil ugucu yagmnin
antimikrobiyal aktivitesi, alt1 bakteri ve iki mayaya kars1 test edilmistir. Negatif kontrol
olarak serbest ve mikroenkapsiil formda karanfil ugucu yagi ve igermeyen tiipler
kullanilmistir. Karanfil ugucu yagi orneklerinin MIK degerler broth diliisyon testi ile

belirlenmistir.

Cizelge 4.2°de goriildigi gibi serbest formdaki karanfil ugucu yagi en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi Gram pozitif bakteriler {izerinde: S.mutans (7 pg/mL), B.cereus
(15 pg/mL) ve S.aureus (31 pg/mL) gostermistir. Gram negatif bakteriler iizerinde ise gram
pozitiflere oranla daha diigiik bir antimikrobiyal etki gostermistir: Salmonella (62 pg/mL)
S.felexneri (62ug/mL), E.coli (62 pg/mL). Mayalarda ise 1000 ug/mLden daha fazla MIK
degeri ile karanfil ugucu yagina kars1 daha direngli olduklar1 belirlenmistir. Gram pozitif
bakterilerin Gram negatif bakterilere kiyasla karanfil ugucu yagina karsi daha yiiksek
hassasiyet sergilemesi Mangena ve Muyima (1999) tarafindan Gram negatif bakterilerin
hiicre duvarlarinda bulunan lipopolisakkarit (LPS) tabakasinin bakterilere direng

kazandirmasi ile agiklamistir.
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Farkli duvar materyalleri ile kapsiile edilen karanfil ugucu yagi mikroenkapsiillerinin
tiimiiniin Gram pozitif bakteriler lizerinde Gram negatif bakterilere kiyasla daha yiliksek
antimikrobiyal aktivite sergiledigi ve ayrica mikroenkapsiiller arasinda MD/SK/J
formiilasyonunun antimikrobiyal aktivite bakimindan en basarisiz duvar materyal
formiilasyonu oldugu 6ne ¢ikan bilgiler arasindadir. Mikroenkapsiillerden M/S ve M/S/G
nin MIK degerlerinin tiim test edilen mikroorganizmalar i¢in ayni 6l¢iide oldugu (S.mutans:
15 ug/mL, B.cereus: 31 pg/mL, S.aureus: 31 pug/mL, Salmonella spp.: 125 ug/mL, S.
felexneri: 125 ug/mL, E.coli, 125 pg/mL) gézlemlenirken, M/S/J formiilasyonunda tiim
mikroorganizmalar icin MIK degerlerinin daha yiiksek oldugu (S.mutans: 62 pg/mL,
B.cereus: 125 pg/mL, S.aureus : 125 pg/mL, tiim Gram negatif bakteriler i¢in MIK >1000
ug/mL) belirlenmistir. Calismamizda iki farkli maya g¢esidine (S.cereviciae ve C. albicans)
kars1 hem serbest hem de mikroenkapsiil formda karanfil ugucu yagmin MiK degeri 1000
png/mL’den daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrakt ya da ugucu yaglarinin
antimikrobiyal aktivite gdstergesi olarak kabul edilen MiK degerlerinin siir araliklari: 100
pg/mL'ye kadar giiclii etki, 100 ile 500 pg/mL arasinda orta dereceli etki, 1000 pg / mL'nin
tizerinde zayif etki olarak belirtilmistir (Gokbulut, Bilenler, ve Karabulut, 2013). Bu veri
1s1g¢1nda serbest karanfil ugucu yaginin tiim bakteriler lizerinde giiglii, mayalar lizerinde ise
zaylf antimikrobiyal etki gosterdigi, M/S ve M/S/G mikroenkapsiiliiniin Gram pozitifler
bakteriler lizerinde gii¢lii, Gram negatifler lizerinde ise orta dereceli bir aktivite sergiledigi,
M/S/J mikroenkapsiiliiniin ise Gram pozitif bakteriler iizerinde orta dereceli, Gram negatif
bakteriler ilizerine ise zayif etki gosterdigi ifade edilebilir. Ayrica tiim mikroenkapsiil
karanfil ugucu yagi formiilasyonlarimin mayalar iizerinde zayif antimikrobiyal etki

gosterdigi belirlenmistir.

Kitosan ile enkapsiile edilen karanfil ugucu yagmin antifungal etkisi Aspergillus
niger’e karsi test edilmis ve kapsiilleme islemi ile karanfil ugucu yagi antifungal etkinliginin
arttigr bildirilmistir. Gida {riinlerinde mikrobiyal bozulmay:r onlemek i¢in yiiksek
konsantrasyonlarda ucucu yag kullanimi, lezzetlerini ciddi sekilde etkileyebilmekte;
bununla birlikte, kapsiilleme, kullanilan konsantrasyonu diisiirerek organoleptik 6zelliklerin

degisimini en aza indirebilmektedir (Hasheminejad, Khodaiyan, ve Safari, 2019).

Test edilen mikroorganizmalar arasinda karanfil ucucu yagina en duyarli olan
bakterinin S.mutans oldugu goriilmistir, S.mutans ¢ogunlukla insan agiz boslugunda
bulunan Gram pozitif, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir ve dis ¢ilirigliniin olusumunda

onemli bir etkendir. Bu da karanfil ugucu yag1 ve onun major bileseni olan §jenolin dis
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tedavilerinde ve uygulamalarinda agr1 kesici ve tedavi amacglh yaygin kullanilmasin bir

nedenidir (Xu vd. 2013).

Calisma sonucglarimizda antimikrobiyal aktivite bakimindan en zayif mikrokapstil
formiilasyonunun M/S/J’ de belirlenmesi yapida bulunan jelatinin sudaki zayif ¢oziiniirligi
ve siki duvar olusturma 6zellikleri neticesinde, olusan mikroenkapsiilden karanfil ugucu
yaginin saliniminin smirli kalmasi ile agiklanabilmektedir. Beirdo-da-Costa vd. (2013)
kapstillenmis ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesini etkileyen difiizyon hizi ve dolayisi ile
salmim profili tlzerinde etkili olan parametreler arasinda duvar materyal ozelligi,
mikroenkapsiil iiretim yontemi ve kurutma tarzinin yer aldigini bildirmistir. Karanfil, limon
ve tursi ugucu yaginin gida patojenlerine karsi antimikrobiyal etkinliklerinin aragtirildigi
caligmada cesitli tiplerde Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler kullanilmigtir. Ugucu
yaglarin basaril etkinligi, kimyasal koruyucularin kullanimindan kaynaklanan insan sagligi
problemlerinin ¢oziimiinde 6nemli bir rol oynayabileceginin yani sira karanfil ugucu
yagiin, mantar ve bakteri tiirlerine karsi limon otu ve tulsi ugucu yaglarindan daha etkili
oldugu bulunmustur. Ayrica, karanfil ugucu yagi limon otu ve tulsi ugucu yagindan daha
ucuz oldugu i¢in gida kaynakli patojenlere karsi bir gida koruyucu olarak kullanilmasi daha

ekonomik ve timit verici olabilecegi rapor edilmistir (MONIKA YADAYV vd., 2019).

Literatiirde karanfil ugucu yaginin ve kapsiillerinin antimikrobiyal etkisinin
aragtirldign calismalarda farkli MIK degerlerine ulasildigi goriilmektedir. Sun vd. (2021)
karanfil ucgucu yagi emilsiyonlarinin E.coli ve S.aureus bakterileri {izerindeki
antimikrobiyal etkisini test etmislerdir ve karanfil yagi nanoemiilsiyonunun E.coli ve S.
aureus'a karst minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) 500, 250 pg/mL olarak
bildirmislerdir. Kazein duvar materyali kullanilarak karanfil ugucu yaginin S.mutans’a kars1
test edildigi bir ¢aligmada MIK degeri 0,25 mg/mL olarak rapor edilmistir (Sahlan vd.,
2019).

Radiinz vd., (2019) karanfil ugucu yagimi S. aureus, E. coli, L. monocytogenes ve S.
typhimurium igin gii¢lii bir inhibitér (MiK 0.304 mg/mL) olarak bildirmistir. Karanfil ugucu
yaginin antimikrobiyal aktivitesinin olduk¢a yliksek oldugu bilinmekte ve bu durum
bilesiminde yiiksek miktarda 6jenol ile agiklanmaktadir (Nazaro vd., 2013). Ojenoliin
antibakteriyel aktivitesinin ve S. typhi'ye karsi etki mekanizmasmin arastirildigi bir
calismada bu bilesigin anti-salmonella aktivitesinin, 6jenoliin bakteriyel hiicre zari
lizerindeki etkisinden kaynaklandigm bildirmistir. Inhibisyon mekanizmasini; 6jenoliin ilk

olarak zar gecirgenligini degistirmesi bu hiper gecirgenligi, iyonlarin sizmasi ve diger
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hiicresel igeriklerin biiyiik Ol¢iide kaybinin izlemesi ve sonrasinda hiicre Oliimiiniin
gerceklesmesi ile agiklamistir (Devi vd., 2010). Bakteri inhibisyonunda sitoplazmik zarin
Ojenoliin eylemi i¢in bir hedef oldugu varsayimini dogrulamak amaciyla 6jenol ile muamele
edilmis L. monocytogenes'den K* iyonlarinin akisini inceledikleri ¢alismada sonug olarak bu
bilesigin L. monocytogenes hiicrelerinin K* iyon gegirgenligini artirdigini ve &jenoliin
bakterisidal konsantrasyonunun eklenmesinin fosfat tamponlu salin (PBS) ortaminda K*

salimimini biiyiik 6l¢tide artirdigini kanitlamistir (Filgueiras ve Vanetti, 2006).

Ozetle karanfil ugucu yagmin antimikrobiyal etkisi, djenoliin varligina atfedilir.
Karanfil ugucu yagimnin serbest olarak ya da farkli kabuk materyalleri ile enkapsiile edildigi
caligmalarda tespit edilen antimikrobiyal aktivite degerindeki farkliliklar duvar materyali
bilesimi, mikroenkapsiilasyon prosesi, mikroenkapsiilasyon etkinligi ve duvar materyali ile
aktif materyal arasindaki interaksiyonlar1 veyahutta kullanilan yagin elde edilme prosesi,
karanfillerin yetistikleri bolge ve igerdikleri jenol miktarindan kaynaklandig: diistintilebilir

(Radiinz vd., 2019).

4.5 In situ antimikrobiyal aktivite

Ikincil bitki metabolitleri ve o6zellikle ugucu yaglar, yiyecekleri korumak icin
benzersiz bir yetenege sahiptir. Mikroorganizmalarin biiyliimesini 6nleyen bu etkiyi fenolik
ve antimikrobiyal bilesikleri araciligiyla gosterirler. Karanfilin biyolojik koruyucu ve
tatlandirici ajan olarak kullanilmasinda, gida iirtinleri iizerinde kabul edilebilir ve arzu edilen

etkiler saglayan biyoaktif 6zellikler etkilidir (Ahmadabadi vd., 2022).

Gida sistemlerinde karanfil ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesini 6l¢mek, gida
bilesenlerinin (6zellikle yag) ve pH degerinin s6z konusu aktivite {izerine etkisini belirlemek
amact ile test ortami olarak visne suyu (pH 2,81), kayist suyu (pH 3,23) ve tam yagl siit (pH
6,21) secilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin yerinde (in situ olarak) belirlenmesinde test
mikroorganizmasi olarak E.coli, antimikrobiyal ajan olarak ise serbest ve M/S duvar
materyali ile mikroenkapsiile edilen karanfil ugucu yagi kullanilmistir. Gerek test
mikroorganizmasina, gerekse mikrokapsiil formiilasyonu ve konsantrasyonuna karar
verilirken MiK degerlerinden faydalanilmistir. Bu amagla her bir test ortamindan 2 set
(birinci set serbest karanfil ugucu yagi icin, ikinci set mikroenkapsiile KUY i¢in
kullanilmistir) otoklavda steril edilen her test ortamlarma E. coli (10° kob/mL) inokiile
edilmis, serbest ve mikroenkapsiile karanfil ugucu yag: eklendikten sonra belirli zaman

periyotlarinda drnekler alarak 10#,10°,10° seyreltileri yapilmis ve yayma yontemi ile
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ekimler tamamlanmustir. Inkiibasyona birakilan petrilerden alman ortalama sonuglar Cizelge
4.3’de gorildiigi gibi logaritmik koloni olusturma birimi/mililitre (log kob/ mL) birimi ile
ifade edilmistir. Sonuclar incelendiginde serbest formdaki karanfil ugucu yaginin her {i¢ gida
ortaminda da eklendikten sonra bakteriyel biiyiimeye izin vermedigi gozlemlenmistir.
Karanfil ugucu yaginin diger ugucu yaglar da oldugu gibi, antimikrobiyal aktivitesi sahip
oldugu bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Hidrofobik karakterde olan ugucu yag ve
bilesenleri hiicre zarinda bulunan fosfolipidlerle etkilesime girmekte ve hiicre zarin1 daha
gecirgen bir forma doniistirmektedir. Bu da membran potansiyelinin kaybina ve hiicre
iceriginin (potasyum iyonlari ve adenozin trifosfat (ATP) sizmasina neden olmakta ve

dolayzst ile hiicre 6lmektedir (Hatab vd., 2016).

Kapsiil formdaki karanfil ugucu yagimin diger test ortamlarina kiyasla, pH degeri en
diisiik ortam olan (2,81) visne suyunda ilk 4 saat iginde hizli bir rediiksiyon ile %100
inhibisyon gergeklestirdigi Cizelge 4.3°de goriilmektedir. En yavas rediiksiyonun tam yagh
stit ortaminda gergeklestigi, 24 saatlik siire sonunda E.coli inhibisyonunun % 37,42 oldugu
dikkat ¢cekmektedir. Tam yagli siit hem en yiiksek pH (6,21) degerine sahip, hem de
bilesiminde %3,3 civarlarinda yag igeren bir test ortamidir. Smith-Palmer, Stewart, ve Fyfe
(2001) karanfil, tar¢in, defne ve kekik ugucu yaglarin1 1:10 oraninda seyrelterek krem
peynirde L. monocytogenes ve S. enteritidis'e karsi test etmislerdir. Diisiik yag oranina sahip
olan krem peynirde yiiksek yagl krem peynire gore daha gii¢lii inhibitor aktivite gosterdigi
belirlenmis, arastirmacilar krem peynirdeki yag oraninin, kullanilan ugucu yaga kars1 bakteri

hiicrelerini farkli oranda korudugu bildirilmistir.

Mikroenkapsiile karanfil ugucu yagi antimikrobiyal aktivitesinin test ortaminin pH
degeri ile ters orantili olarak sekillendigi gézlemlenmistir. Mikroenkapsiile karanfil ugucu
yagimnin testin ilk 6. saatinde inhibisyon basaris1 vigne, kayisi ve siit ortamlarinda sirasi ile
%100, %72,54 ve %38,76 iken pH degerleri sirast ile 2,81, 3,23 ve 6,21 dir. Bir bagka
anlatimla, visne suyu ortaminda %100 inhibisyon 4 saate, kayis1 suyu ortaminda %100
inhibisyon 8 saatte belirleniyorken test edilen siire iginde siit ortaminda %100 inhibisyon
basarilamamistir. Test ortamindaki pH ve mikroenkapsiiliin antimikrobiyal aktivitesi
arasinda belirlenen s6z konusu durumun diigiikk pH degerinin mikroenkapsiilden karanfil
ucucu yagi salinimini tetiklemesi sebebiyle oldugu diisiiniilmektedir. Gidalarin pH degeri ne
kadar diisiikse, ugucu yaglar ve bilesenlerinin antimikrobiyal etkinligi o kadar yiiksektir
(Burt, 2004). Calisma bulgumuz literatiir verisi ile olduk¢a tutarlidir. 4 °C’de depolama

stiresi boyunca tavuk filetolarinin stabilitesini artirmak ve antimikrobiyal ve kalite
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ozelliklerini gelistirmek amaci ile biyo koruyucu olarak soya fasulyesi ve misir yaglarindan
hazirlanan karanfil ugucu yag yikli nanoemiilsiyonlar kullanilmistir. Farkli
nanoemiilsiyonlarla kaplanmis tavuk filetolarin toplam ve psikrofilik bakteri sayilarindaki
degisiklikler, 6nemli 6l¢iide nanoemiilsiyon formiilasyonuna ve numunelerin 4 °C'nin
altindaki saklama siiresine bagli oldugu, bos nanoemiilsiyonlar ile kaplanan filetolara kiyasla
karanfil ugucu yag1 yiiklii nanoemiilsiyonlarin tavuk filetolarin stabilitelerinin korunmasinda

daha etkili oldugu bildirilmistir (Ahmadabadi vd., 2022).

Negi (2012) pH degerinin diismesi ile ugucu yaglarin hidrofobitesinin artma
egiliminde oldugunu ve bu sayede bakteri hiicre duvarindan daha rahat gegerek daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite sergileyecegini, dolayisi ile ugucu yaglarin biyoaktivitelerinin pH ile
ters orantili oldugunu bildirmistir. Gidalarin bilesimsel 6zellikleri (yag, protein,
karbonhidrat, tuz ve su orani gibi) ve fiziksel yapilarin ugucu yaglarin antimikrobiyal
ozelliklerini azaltma yoniinde etki gosterdigi bilinmektedir. Ozellikle protein ve yag icerigi
yiiksek olan gidalarda ugucu yaglarin antimikrobiyal basarilarinin diistiigii bildirmis, bu
durumun sebebi olarak da s6z konusu gida bilesenlerinin bakterilerin etrafini bir film gibi
sararak ugucu yaglari absorblamak sureti ile bakteriler ile temaslarini engellemelerini
gostermistir. Roller ve Seedhar (2002) yaptiklar1 ¢alismada karvakrol ve sinnamaldehit
ucucu yaglari, daldirma ¢ozeltisinde 0.15 pg/mL'de kullanildiginda kivi tizerindeki dogal
floranin canli sayisin1 azaltmada ¢ok etkili oldugunu ancak seker kavunu iizerinde daha az
etkili oldugunu rapor etmislerdir ve bu sonucun meyveler arasindaki pH farki (kivinin pH"1
3.2-3.6 ve kavunun pH"1 5.4-5.5) ve seker orani ile ilgili olabilecegini bildirmistir.
Aragtirmacilar farkli gida bilesenlerinin antimikrobiyal aktivite iizerinde farkli etki
gosterdigini Ornegin su ve tuz gibi bilesenlerin ugucu yaglarin antimikrobiyal etkinligini
arttirdigini, sekerlerin ise olumsuz etki gosterdigini bildirmistir (Gutierrez, Barry-Ryan, ve
Bourke 2008).
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Sekil 4.3: In-situ antimikrobiyal aktivite testinde karanfil ugucu yagi (KUY) (a) ve
mikroenkapsiile karanfil ugucu yaginin (MKUY) (b) E.coli lizerindeki rediiksiyon hizi.

Lipozom kapsiilii ve serbest formdaki karanfil ucucu yaginin antimikrobiyal
aktivitesi S.aureus ve E.coli ye karsi hem kontrol ortami (besiyeri) hem de gida sisteminde
(soya peyniri) test edilmistir. Kontrol ortaminda serbest ve mikroenkapsiile karanfil ugucu
yaginin her iki mikroorganizma iizerinde oldukga etkili oldugu ancak gida sisteminde E.coli

inhibisyonunun azaldig: bildirilmistir (Cui, Zhao, ve Lin 2015).

E. coli ile kontamine olmug elma suyunda ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisinin
arastirildigi bir baska ¢alismada asidik pH (yaklasik 3,7) degerine sahip elma suyunun ugucu
yagin antimikrobiyal aktivitesi lizerine onemli bir etkide bulunmadigi bildirilmistir

(Friedman vd., 2004).

Et iirlinlerinde kullanilan kanserojenik etkileri oldugu bilinen nitritler, renk ve tat gibi

et lrilinlerine 6zgii duyusal oOzelliklerden de sorumlu olduklarindan, bunlarin yag ile
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tamamen ikame edilmesi, bu tirlinlerden beklenen duyusal 6zellikleri saglamak icin alternatif
katki maddelerinin kullanilmasini1 da gerektirecegi bilinmektedir. Kapsiillenmis ve serbest
haldeki karanfil ugucu yaginin S.aureus’a karsi burger benzeri etlerde in situ antimikrobiyal
aktivite testi yapilmis ve {irliniin korunmasinda kullanilan nitritlere (nitrozamin
olusturduklari i¢in potansiyel kanserojen kabul edilmektedirler) kiyasla daha etkili olduklar
rapor edilmistir (Radiinz vd., 2019). Aralarinda karanfil ugucu yaginin da bulundugu ¢esitli
dogal antimikrobiyal ajanlar sodyum aljinat ile enkapsiile edilmis ve tavuk godgsiiniin
depolama siiresi boyunca mikrobiyolojik kalitesi tizerine etkisi arastirilmistir. Tavuk
gbogsilinlin raf Omriiniin uzatilmasinda sonuglarin oldukg¢a basarili oldugu bildirilmistir

(Hosseini vd., 2021).

Karanfil ugucu yaginin antimikrobiyal 6zelliginden yapida baskin miktarda bulunan
6jenoliin sorumlu oldugu bilinmektedir. Nanodisperse edilen djenol %4, %2 yag igerigine
sahip ve yagsiz siitiin raf dmriinii uzatmak i¢in kullanilmistir. Nanodisperse eugenol, yagsiz
stit ortaminda 3.5 g/L'da E. coli 'nin biiylimesini tamamen inhibe ederken, tam yagl siit
ortaminda inhibisyonun daha yiiksek konsantrasyonda gergeklestigi (4.5 g/ L) karanfil ugucu
yagl bilesimdeki yag miktarimin artigi ile ters etki gosterdigi bildirilmistir (Majeed vd.,
2015).

4.6 Antioksidan aktivite kapasitesinin belirlenmesi

Serbest radikal zincir reaksiyonu, yaygin bir sekilde lipid peroksidasyonunun ortak
bir mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Radikal temizleyiciler, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu sona erdirmek ve gida iiriinlerinin kalitesini ve stabilitesini iyilestirmek i¢in
dogrudan peroksit radikalleri ile reaksiyona girmekte ve onlar1 sondiirmektedir. Antioksidan
kapasitesinin belirlenmesinde basit, hizli, hassas ve tekrarlanabilir prosediirleri nedeniyle en
popiiler spektrofotometrik yontemler arasinda DPPH ve ABTS" ve FRAP yer almaktadir
(Gtilgin, Elmastas, ve Aboul-Enein 2012). Serbest ve mikroenkapsiile formda karanfil ugucu
yagmin antioksidan aktivitesini belirlemek amaci ile DPPH, ABTS" ve FRAP testleri

kullanilmistir

4.6.1 DPPH Testi
Stabil serbest radikal olan DPPH alkol i¢inde ¢6ziildiigiinde 517 nm'de karakteristik
bir absorpsiyon sergilemektedir. Antioksidan molekiiller, hidrojen vericisi olarak hareket

eder ve DPPH tahlil soliisyonunun rengini koyu mordan agik sariya cevirerek serbest
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radikalleri temizlemekte, bu da absorbans degerinde bir azalmaya neden olmaktadir. Test
ortaminda serbest halde karanfil ugucu yagi (20 pg/mL) ve aym1 miktarda karanfil ugucu
yagi1 igeren (mikroenkapsiilasyon etkinligi ile hesaplanmistir) farkli duvar materyalleri (M/S,
M/S/IG, M/S/J) ile hazirlanan karanfil ugucu yagi kapsiilleri, sadece duvar materyalden
olusan bos kapsiiller (kontrol) ve serbest haldeki karanfil ugucu yaginin antioksidan
aktivitesi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi ile ve 15 ve 30. dakikalarda 6l¢iilmiis

ve sonuglar % inhibisyon olarak verilmistir.

Sekil 4.3’de goriildiigii kapsiil ve serbest haldeki karanfil ugucu yagi inhibisyon
degerleri karsilastirildiginda 15. dk 6lgiimlerinde ugucu yag kapsiillere kiyasla daha yiiksek
aktivite gosterirken 30. dk 6l¢imlerinde ugucu yagin aktivitesi kapsiillere kiyasla daha fazla
diistis gostermistir. On besinci dakika igin antioksidan aktiviteler siralandiginda KUY > M/S
> M/S/G > M/S/J >troloks>bos kapsiiller iken 30. dk antioksidan aktivitelerde ise M/S >
M/S/IG > KUY > Troloks > M/S/J> bos kapsiiller seklinde siralanmigtir aktif materyal

olmadan elde edilen bos kapsiillerde ise herhangi bir antioksidan aktiviteye rastlanmamustir.
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Sekil 4.4: DPPH yontemi ile antioksidan test sonuglari.

Karanfil ugucu yaginin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.
Akdeniz beslenmesinde yaygin olarak kullanilan bes baharattan elde edilen ugucu yaglarin
antioksidan aktivitesini belirlemek icin DPPH testi yapilmistir ve en giiglii (%98.74) radikal
sipiirme aktivitesi karanfil ugucu yaginda goriilmiistiir (Viuda-Martos vd., 2010). Giilgin,
Elmastas ve Aboul-Enein (2012) BHA, BHT, a -tokoferol ve trolox radikal siipiiriiciiler igin
referans olarak kullandiklar1 ¢alismada karanfil ugucu yagi DPPH radikali lizerindeki

stiptiriici  etkisi 45 ug/mL  konsantrasyonunda, karanfil ugucu yagi>BHT>a-
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tokoferol>BHA>Trolox sirasiyla %83.6, 67.8, 64.9, 62.5 ve %29.4, olarak bildirmislerdir.
Maltodekstrin kullanilarak hazirlanan karanfil ugucu yag1 nanoemiilsiyonlarinin antioksidan
aktivitesini DPPH teknigi ile incelenmis, karanfil ugucu yagi nanoemiilsiyonlart 100
ug/mL’lik konsantrasyonda maksimum %80°lik bir inhibisyon gésterirken serbest formdaki
karanfil ugucu yaginin %40 diizeyinde bir inhibisyon sergiledigi bildirilmistir. Kapsiilleme
islemi ucucu yaglarda sadece ugucu bilesenlerin buharlasma oranini diistirmekle kalmaz,
ayni zamanda oksijen ve sicaklik gibi olumsuz etkilere karsi koruma sonucunda bu biyoaktif
maddelerin serbest formlarina gore antioksidan aktivitesini artirmaktadir (Nagaraju vd.,
2021).

Hadidi vd. (2020) kitosan nanopartikiillerine karanfil ugucu yagmi kapsiilleyerek
serbest ve kapsiil formdaki ugucu yagin antioksidan aktivitesini incelemisler ve
caligmamizdaki sonuglara benzer sekilde kapsiillenmis formdaki ugucu yagin daha fazla

antioksidan aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Kekik ugucu yagmi zein partikiillerinde kapsiillenmesi sonucunda antioksidan
aktivitenin daha uzun siire gézlemlenebildigi ve gidalarda antioksidan aktivite ozellikleri

nedeniyle kekik yaginin kapsiillenmis formunun kullanilabilecegini rapor ettiler (Bilenler
vd., 2015).

Ojenoliin termal stabilitesini arttirmak amaci ile kitosanin duvar materyal olarak
kullanildig1 emiilsiyon-iyonik jellesme yonteminden elde edilen kapsiillenmis 6jenoliin
serbest 6jenole kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi belirtilmistir (Woranuch
ve Yoksan 2013).

El Ghallab vd. (2019) 0,8 mg/mL'lik etkili bir konsantrasyonda, karanfil ugucu
yagmin siipiirme giiciinii % 71,62 olarak belirttiler. Radiinz vd. (2019) ise sodyum aljinat
kullanarak kapsiilledikleri karanfil ugucu yaginin DPPH siipiirme aktivitesini 484,7 mg/mL
de %94,86 olarak tespit etmislerdir. Sebaaly vd. (2016) siklodekstrin i¢inde kapsiillenmis
karanfil ugucu yagi i¢in %89,3 ile %92,31 arasinda degisen DPPH siipiirme giicii elde
etmiglerdir. Literatiirde yer alan kapsiillenmis karanfil ugucu yaginin antioksidan aktivitesi
ile ilgili veriler ile ¢aligma sonug¢larimiz kiyaslandiginda, kiigiik farklar oldugu goriilmiistiir.
Bu farkliliklar kullanilan duvar materyalinin salim &zellikleri, yiikleme kapasitesi,
coziiniirlik  ozellikleri ve yontemdeki kiiciik farkhiliklardan  kaynaklanabilcegi

diistiniilmektedir.

47



4.6.2 ABTS testi

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve bir¢ok ugucu yagin
antioksidan aktivitesinin bu bilesiklerden kaynaklandig: bilinmektedir. Bu ¢alismada serbest
halde karanfil ugucu yagmin (20 pg/mL) ve ayni miktarda karanfil ugucu yagi igeren
(mikroenkapsiilasyon etkinligi ile hesaplanmistir) farkli duvar materyalleri (M/S, M/S/G,
M/S/J) ile hazirlanan karanfil ugucu yag1 ve aktif materyal kullanilmadan olusturulan bos
kapsiillerin (kontrol) 15 ve 30. dakikalarda 734 nm’de absorbans okumalar1 yapilarak radikal

stiptirme kapasiteleri %inhibisyon olarak verilmistir.
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Sekil 4.5: ABTS Yontemi ile antioksidan aktivite test sonuglari.

Sekil 4.4’de goriildiigii gibi DPPH test sonuglari ile benzer olarak; 15. dakikada en
yiiksek antioksidan aktiviteyi serbest formdaki karanfil ugucu yagi gostermistir. Devam eden
inkiibasyon siiresi boyunca orneklerin inhibisyon gii¢lerinde bir azalma gergeklestigi, en
yiiksek disiisiin serbest karanfil ugucu yaginda oldugu belirlenmistir. Otuz dakikalik
inkiibasyon sonunda 6rneklerin % inhibisyon degerleri Troloks> karanfil ugucu yagi > M/S
> M/S/G > M/S/J olarak belirlenmistir. Su anda en yaygin kullanilan antioksidanlar BHA,
BHT, propil gallat ve tert butilhidrokinondur. Bunun yani sira BHA ve BHT'nin karaciger
hasar1 ve karsinojenezden sorumlu oldugundan siiphelenilmektedir. Bu zararli oldugu
diistiniilen antioksidanlara alternatif olarak bazi bitki ve baharatlardan elde edilen ucucu
yaglar kullanilmaktadir, karanfil ugucu yagi i¢erisindeki major bilesen olan 6jenolden dolay1
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bilinmektedir. Karanfil ugucu yagi ve sentetik
antioksidanlarin ABTS radikal siipiirme giicliniin kiyaslandigr c¢alismada 45 ug/mL
konsantrasyonunda BHA = karanfil ugucu yagi > BHT > a-tokoferol> trolox,
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konsantrasyonunda % 100, % 98,7, 97,8, 86,3 ve % 4,4 oldugu bildirilmistir (Giilgin,
Elmastas, ve Aboul-Enein 2012).

Serbest formdaki karanfil ugucu yagin antioksidan aktivitesinde daha yiiksek bir
diisme gbzlemlenirken kapsiillerin antioksidan aktivitesinde zamanla daha kiigiik bir azalma
belirlenmistir. Mikroenkapsiilasyon, yalnizca kontrollii salinim ve ugucu yaglarin gelismis
biyo-erisilebilirliginde gelisim saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda ugucu yaglarin olumsuz
kosullara kars1 kararliligin1 da arttirmaktadir. Majeed vd. (2015) ayni veya daha diisiik
konsantrasyonda bile serbest yaga kiyasla kapsiilleme matrisinde ugucu yaglarin artan
biyoaktivitelerinin (antimikrobiyal ve antioksidatif) oldugunu ve bu durumun ugucu yaglarin
oksidasyon, izomerizasyon, polimerizasyon, termal yeniden diizenlenmeler ve bozunmaya

kars1 direnglerini artirdigini bildirmislerdir.

Aralarinda karanfil ugucu yaginin da bulundugu 10 adet ugucu yagin farkli duvar
materyalleri ile mikroenkapsiile edilmeleri sonucunda en yiiksek ABTS radikal siipiirme
giiclinlin karanfil ugucu yagin da oldugu mikroenkapsiilasyon islemi ile elde edilen son
iriiniin gida ve ila¢ endiistrisinde kullanim kolaylig1 saglayacagi, ayrica s6z konusu islem

ile antioksidan aktivitenin arttig1 bildirilmistir(Fadel vd., 2020).

4.6.3 FRAP

FRAP yontemi, plazma veya botanik alanlardaki 6rneklerin antioksidan aktivitelerini
belirlemek amaci ile yaygin uygulanabilen basit, ¢ok hizli, ucuz ve tekrarlanabilir bir
tekniktir. FRAP testinde serbest formda karanfil ugucu yag: (60 pg/mL), serbest karanfil
ucucu yagi ile ayn1 konsantrasyonda karanfil ugucu yagi igeren (mikroenkapsiilasyon
etkinligi ile hesaplanmigtir) farkli duvar materyalleri ile elde edilen mikroenkapsiiller ve
kontrol (bos) mikroenkapsiiller test edilmistir. Test edilen tiim kapsiillenmis ve serbest
formdaki karanfil ugucu yagi i¢in demir indirgeme giicii bulunmus ve ve sonuglar mili mol

troloks esdegeri antioksidan kapasite/ litre (mM TEAK/L) birimi ile verilmistir.

Test edilen konsantrasyonda serbest karanfil ugucu yagi ve mikroenkapsiile karanfil
ugucu yaginin sonuglarina bakildiginda (Sekil 4.5) orneklerin demir indirgeme giigleri
arasindaki siralamanin Karanfil KUY>MD/SK>MD/SK/GA>MD/SK/J>troloks oldugu
bulunmus ve bos kapsiillerde ise herhangi bir etkinlik gézlenmemistir. Kapsiiller arasinda
DPPH ve ABTS sonuclarimiz ile benzer sekilde en yliksek antioksidan aktiviteyi 1.145 mM
TEACI/L ile MD/SK duvar bilesimi gosterirken diisiik etkinligi ve salim giiciiniin az olmas1

nedeniyle en diisiik aktiviteyi MD/SK/J duvar bilesiminde gézlemlenmistir. Kapsiillemenin
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karanfil ugucu yaginin dis etkenlerden etkilenmesini engelledigi ve antioksidan aktivitesini
daha uzun siire korumasina yardimci oldugu gorilmiistiir. Elde edilen degerler de
gostermektedir ki karanfil ugucu yagi yiiksek antioksidan etkiye sahip olmakla birlikte bu
etkiyi kapsiillendigi duvar materyalde oldukea etkiler.
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Sekil 4.6: FRAP yontemi ile antioksidan aktivite test sonuglari.

Calismamizla uyumlu olarak, Akdeniz beslenmesinde yaygin olarak kullanilan bes
adet bitkiden elde edilen ugucu yaglarin antioksidan aktivitesinin incelendigi ¢alismada
analiz edilen tiim konsantrasyonlarda karanfil ucucu yagi, Trolox konsantrasyonlar
agisindan en yiiksek demir indirgeme kapasitesini gostermis ve bunu kekik ugucu yagi takip
etmistir. Adagay1 ve biberiye ugucu yaginin, karanfil ve kekik ugucu yagina kiyasla ¢ok az
demir azaltma kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir. Karanfil ugucu yaginin antioksidan
aktivite degeri 50 mg/mL konsantrasyonda 1.47 mM TEAC/L olarak bildirilmistir (Viuda-
Martos vd. 2010).

Gilgin, Elmastas, ve Aboul-Enein (2012) tarafindan karanfil ugucu yaginin
antioksidan aktivitesinin arastirildigi  bir ¢aligmada, karanfil yagmin standartla
karsilagtirildiginda indirgeme giici, DPPH radikali ABTS radikali ve siiperoksit anyon
radikal siiplirme, hidrojen peroksit siipiirme ve metal selatlama aktiviteleri gibi farkli in vitro
analizlerde etkili bir antioksidan oldugu bulunmustur. Karanfil, karanfil agacinin kurutulmus
cigek tomurcuklaridir ve bazilar1 oldukga etkili antioksidanlar ve antimikrobiyaller olan bir

dizi biyoaktif bilesik igerir. Karanfil agacinin kuru ¢igek tomurcugundan elde edilen karanfil
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ucucu yagi (Syzygium aromaticum L.), 6jenol ve diger fenolik bilesiklerin varligi nedeniyle
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahiptir (Radiinz vd., 2019).

Dogal antioksidanlar olarak ugucu yaglar, oksidasyon reaksiyonlarini yavaslatmak
i¢in ¢esitli etki mekanizmalarina sahiptir. Zincir baslangicinin 6nlenmesi ve stirekli hidrojen
soyutlanmasi, serbest radikal siipiiriicliler ve sonlandiricilar, singlet oksijen olusumunun
sondiirticiileri ve geg¢is metal iyonu katalizorlerinin baglanmasi, etki mekanizmalar
arasindadir. Fenolik bilesikler, birka¢ ugucu yagin baskin bilesenleri arasindadir ve bazi
ucucu yaglarin toplam bilesiminin % 85'ini olusturabilir. Karvakrol, 6jenol ve timol en iyi
bilinen fenolik bilesikler arasindadir. Bu bilesikler, birincil antioksidanlar veya zincir kirici
antioksidanlar ve etkili serbest radikal siipiiriiciiler olarak tanimlanabilir. Antioksidan olarak
aktiviteleri lic asamada gerceklesir: baglama, yayilma ve sonlandirma. Hidroksil gruplari (-
OH) genellikle doymamis yag asitlerinin oksidasyonundan iiretilen serbest radikalleri (lipit
peroksil ve lipit alkoksil radikalleri) inaktive eden ve hidrojen veren bélgesidir. Bu redoks
ozellikleri, onlar1 etkili antioksidanlar yapan ve diger bilesiklerin oksitlenmesini dnleyen
serbest radikale bir elektron bagislama yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Bu reaksiyonlar,
doymamus lipidlerden hidrojen atomlarini ¢ikaramayan yeni radikallerin olusumuna yol
acar. Ortaya ¢ikan bu radikaller, radikal olmayan tiirler, inaktive edici peroksil radikalleri
(ROO¢) ve sonlanma reaksiyonlari ile sonuglanan benzer radikaller veya lipid radikalleri ile
reaksiyona girebilir. Bu baglamda, fenolik bilesikler, lipit oksidasyonunu Onlemek,
oksidasyon baslatma reaksiyonlarinin inhibitdrleri olarak hareket etmek gida triinlerinde

lipid bozulmasini 6nlemek i¢in kullanilabilir (Pateiro vd., 2018).

Cizelge 4.3: Antioksidan aktivite test sonuclarinin degerlendirilmesi.

Ornek DPPH (%inhibisyon) ABTS (% Inhibisyon) FRAP (mM
15 dk 30 dk 15 dk 30 dk TEACIL)

M/S 92,01+1,26¢ 83,61+0,00h 83,99+5,80b 79,96+2,42d 1,15+0,03d
M/S/G 91,80+0,39¢ 81,69+0,19g 84,68+2,90b 75,24+0,000 1,13+0,02d
M/S/J 73,84+0,29b 69,51+0,10d 80,57+1,16b 76,72+6,00c 1,02+0,01c
KUY 96,58+0,19d 76,37+0,39f 95,50+0,19¢ 80,03+0,19d 1,21+0,01e
B-M/S 1,09+0,00a 1,78+0,00b 0,14+0,00a 0,14+0,00a 0,03+0,01a
B-M/S/G 1,30+0,29a 2,19+0,00c 1,64+0,00a 1,64+0,00a 0,02+0,00a
B-M/S/J 1,02+0,10a 0,41+0,00a 0,82+0,00a 0,82+0,00a 0,01+0,00a
TROLOX 72,88+0,00b 72,88+1,64e 84,13+0,00b 83,17+0,00d 0,10+0,01b
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15 dakika boyunca 400pg/mL konsantrasyonda serbest KUY un DPPH ve ABTS
stiptirme kapasitesi %96,58 ve %96,50 idi. Literatiirde KUY antioksidan aktivite sonuglari
calisma verilerimizle uyumludur (Radiinz vd. 2019). DPPH testinde 15. dakikadan 30.
dakikaya kadar ilerleyen inkiibasyon sirasinda tespit edilen inhibisyon kaybi serbest
formdaki KUY i¢in %20,93 iken M/S, M/S/G, M/S/J mikrokapsiilleri igin sirasiyla %9,13 ,
%11,01 , %5,86 idi. ABTS testinde, DPPH ile ayn1 test kosullarinda belirlenen inhibisyon
kaybi, serbest KUY i¢in %16,20 iken, M/S, M/S/G, M/S/J mikroenkapsiilleri i¢in sirasiyla
%4,80 , %11,15, %4,78 idi. Ayni prensipte ¢alisan DPPH ve ABTS test sonuglarinda kiigiik
farkliliklar tespit edildi. Literatiirde bu durum DPPH radikalini rezonans ile stabilizasyonunu
saglayan yan zincirlerdeki c¢ift baglarin olusturdugu sterik faktor ile agiklanmaktadir

(Pramod vd. 2015).

DPPH testinin 15. Dk sonuclarina baktigimizda en yiiksek siipiirme giiciiniin karanfil
ucucu yaginda goriiliirken kapsiillerde siipiirme giiclinii inceledigimizde sirasiyla M/S,
M/S/G, M/S/J kapsiilleri oldugu goriilmiistiir. Siipiirme giiclinde olusan fark istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05). DPPH testinin 30. Dakika test sonuclarinda
en yiiksek aktivite kapsiillerde goriiliirken (M/S> M/S/G> M/S/J) KUY da daha dramatik
bir diisiis goriilmustir. DPPH 30. dakika test sonuclarindaki fark istatistiksel olarak

onemlidir (P<0,05). Bos mikrokapsiillerde ise antioksidan aktivite gériilmemistir.

ABTS testinin 15. Dakikasinda KUY en yiiksek siiplirme giiciinii gosterirken
(%95,50), mikrokapsiillerin siipiirme giicii ise sirasiyla M/S, M/S/G, M/S/J olarak
belirlenmistir. Siiplirme giiciindeki farka istatistiksel olarak incelendiginde kapsiiller ve
KUY arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Kapsiilleri kendi arasinda

inceledigimizde ise istatistiksel olarak farkin 6nemsiz oldugu belirlenmistir (P>0,05).

FRAP testi sonuglarinda KUY en yiiksek aktiviteyi sergilerken kapsiiller arasinda en
diisiik aktivite M/S/J kapsiillerinde goriilmiistiir kapsiiller ve KUY arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0,05).

4.7 Salinim testi

Farkli duvar materyalleri (M/S, M/S/G, M/S/J) kullanilarak mikroenkapsiile edilen
karanfil ugucu yagmin salimim testi Bolim 3.3.6’da tanimlanan yontem kullanilarak
gergeklestirilmis salinim testi boyunca her bir kapsiilden salinan karanfil ugucu yag miktari

6jenol miktar1 tizerinden takip edilmistir. Sindirim sisteminin taklit edildigi kosullarda
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gerceklestirilen testte her 30 dakikada bir 6rnek alinarak kapsiillerden salinim ortamina

gecen djenol miktart ve dolayisi ile karanfil ugucu yagi miktari belirlenmistir.
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Sekil 4.7: Orneklerin zamana bagl salinim degerleri grafigi.

Sekil 4.6’da verildigi gibi salinim periyodunun baslangicinda (0. dk) MD/SK ve
MD/SK/GA ve MD/SK/J mikrokapsiillerinden salinan karanfil ugucu yagi miktarlar sirasi
ile %44,07, %38,83 ve %32,14 olarak belirlenmistir. Asidik kosullarin devam ettigi (pH 2)
ilk 120 dakikalik salinim periyodunda mikroenkapsiillerin sahip olduklar1 karanfil ugucu
yaginin biiyiik boliimiinii saldigi (M/S ve M/S/G ve M/S/J igin sirasi ile %78,84, %77,59 ve
%43.34) gozlemlenmektedir. Salinim periyodunun ilerleyen zaman dilimlerinde (120-270
dk) ortamin pH degeri arttirilmis (pH 7,5) ve bu degisimin tiim mikroenkapsiil gruplarindaki
yansimast salimim hizinda artma olarak belirlenmistir. Salinim testi sonunda (270.dk)
MD/SK ve MD/SK/GA ve MD/SK/J érnekleri i¢in belirlenen salinan karanfil ugucu yagi
miktarlar1 siras1 ile %85,98, %84,87 ve %57,18 olarak belirlenmistir. Ortam pH’s1
artirtldiginda salinim oraninin artmasi maltodekstrinin pH 7.5°de gastrik pH degerlerine

kiyasla daha ¢ozliniir olmasina atfedilebilir (Nagaraju vd., 2021).

Salinim periyodunun tiim zaman dilimlerinde M/S ve M/S/G &rneklerinin
birbirlerine olduk¢a yakin bir salinim davranisi sergiledigi, ancak M/S/J 6rneginin diger
orneklerlerden farkli olarak daha yavas hizda ve daha diisiik miktarda karanfil ugucu yagi
saldig1 gozlemlenmektedir. M/S/J formiilasyonunun duvar bilesiminde bulunan jelatinin
sudaki siirli ¢éziiniirliigiiniin salinim 6zelliklerini etkilemis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kapsiillerin salinim profiline yiizey morfolojileri géz 6niine alinarak bakildiginda ise M/S/J
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duvar bilesimindeki kapsiillerin ¢atlak ve diizensiz bir yapi1 gosterdigi belirlenmistir.
Morfolojilerdeki bu goriiniim tozun akis kabiliyetini ve sulandirilma 6zelliklerini olumsuz
etkileyebilecegi ig¢in jelatinin bulundugu formiilasyonda salinimi azaltici yonde etki

gosterdigi distiniilmektedir.

Calismamiz kapsaminda yapilan antimikrobiyal ve antioksidan testler de M/S/J
mikroenkapsiil 6rneginin, salinim testi ile benzer sekilde, diger 6rneklerin gerisinde kaldigi
daha diistik biyo-aktivite sergiledigi goz oniline alinir ise s6z konusu durumun M/S/J
Orneginin tuttugu karanfil ugucu yaginin serbest hale ge¢memesinden kaynaklandigi
distintilebilir. Calismamizda da tespit edildigi tizere; salinim testinin ilk 120 dakikasinda
aktif materyalin biiyiik miktarda salinmasi, yiizeyde adsorbe edilen ve arayiizde bulunan
aktif materyalin siirekli halde saliverme davranist ise gomiilii aktif materyalin salinimina
atfedilebilir ve boylelikle mikroenkapsiilasyonun, aktif materyalin kontrollii salinimini

kolaylastirdig1 sdylenebilir (Nagaraju vd., 2021).

Hem aktif materyal hem de duvar materyal degisen pH degerlerinden
etkilenebilmekte ve bu da aktif materyalin salim hizi ve miktar1 tizerinde etkili
olabilmektedir. Bununla birlikte, aktif materyalin suda ¢6ziinme 6zelligi diisiik ise diisiik pH
ortaminda duvar materyal gevsemesi veya ¢ozililme derecesi salimi tesvik etmede yetersiz

kalabilmektedir (Cetin Babaoglu vd., 2017).

PR

Serbest kalan aktif materyal salim yiizdesi 30 ile 60 arasinda degistiginde buna
patlama etkisi denmektedir, saliminin ilk asamasinda sikismig aktif materyalin kontrolsiiz
sizintis1 olarak da tanimlanabilir ve buna enkapsiilan sismesi eslik edebilir. Patlama etkisi
iki nedenden 6tiirii meydana gelmektedir; ilki kapsiillenmemis biyoaktif maddeler yiizeyde
birikir ve aninda salinir ikincisi ise hapsedilmis hidrofilik aktif materyal, mikrokiirelerin
hazirlanmasi sirasinda arayiizde adsorbe olma egilimindedir. Arayiiz daha sonra salim
ortamina maruz kalmadan once biyoaktif bilesik ile doymus hale gelebilir ve boylece hizli

bir salimu tetikleyebilir (Flores ve Kong, 2017).

Lazim ve Muhamad (2017) maltodekstrin ve sodium kazeinatin duvar materyal
olarak kullanildigi formiilasyonda E vitaminini kapsiillemislerdir. Maltodekstrin ve sodyum
kazeinat ile enkapsiile E vitamini, simiile edilmis gastik siv1 ve simiile edilmis bagirsak sivisi
soliisyonunda 30 dakika boyunca salinimi incelenmistir. Diisiik pH degerine sahip
gastrointestinal sistemde salim hiz1 %87, daha yiiksek pH degerine sahip bagirsak sivisinda

ise %42 oraninda salim davranigi sergilemistir.
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Cetin Babaoglu vd., (2017) tarafindan bir sistemdeki ugucu bilesenlerin algilanmasi,
serbest birakilma oranlarina bagli oldugunu ve buna ek olarak aktif bilesiklerin ayirma ve
bolme katsayilari, bunlarin duvar malzemesi ile birlesimleri, parg¢acik sekli ve kapsiilleme
sisteminin ¢eper kalinligi, bunlarin ¢oziiniirliikleri ve salim ortamindaki pK degerleri salim
hiz1 iizerinde ¢ok etkili oldugu bildirilmistir. Kitosan kullanilarak elde edilen ugucu yag
mikrokapsiillerinin salinim ¢aligmasinda 20 °C ve 40 °C caligma ortaminda sicakligin
artisinin karanfil ugucu yagimin salma hacmini artirdigi gézlemlemislerdir. Bu durumun
sicakliktaki artisin parcaciklarin daha hizli hareket etmesine yol agmasindan kaynaklandigi
belirtilmistir. Ancak ¢aligma ortaminin sicakliginin 60°C'ye yiikseltilmesi mikrokapsiil i¢ine
alimmig karanfil ugucu yaginin salim hacmini diisiirdiigli tespit etmisler ve bunun nedenini
mikrokapsiil duvar zar1 1sitildiginda kitosan molekiil zincirlerinin yavas yavas daralmasi ve
molekiiller arast boslugun azalmasina atfetmislerdir (Jiang vd., 2015). Maltodekstrin
kullanilarak hazirlanan karanfil ugucu yagi nanoemiilsiyonlarinin saliminin ilk 9 saatte pH
2,4te %49’a pH 7,2°de %77’ye kadar siirekli artma egiliminde oldugu bildirilmistir
(Nagaraju vd., 2021).

Sodyum aljinat kullanarak modifiye emiilsifikasyon yontemiyle karanfil ugucu yag:
yiiklii mikrokapsiillerin salim orani ¢alismasi yapilmistir, 30 ve 60. dakikalarda sirasiyla
%33,75 ve %37,83 olarak, deneyin sonunda (240 dk) ise, %48,64 olarak tespit edilmistir.
Karanfil ugucu yaginin matristen salinimi kontrollii bir sekilde meydana geldigi ve yavas bir
salinim gosterdigi belirlenmis, bu durumun nedeni olarak da, yiiksek molekiiler agirligt
nedeniyle biyopolimerin hidrasyonundan sonra kalin bir jel tabakasinin olusumu

gosterilmistir (Faidi vd., 2019).

Kitosan nanonopargaciklarina yiiklenmis karanfil ugucu yaginin serbest birakilma
mekanizmasini aragtirmiglar ve bunun icin gerekli olan pH degerlerini belirlemek i¢in
Hasheminejad, Khodaiyan, ve Safari (2019) tarafindan farkli konsantrasyonlarda karanfil
ucucu yagr yiiklenmis kapsiiller iki farkli pH degerinde 56 giinliik salinim periyoduna
birakilmistir. Her iki konsantrasyondaki kapsiillerde ilk 10 giin i¢inde hizl1 saliverme ve daha
diisiik pH degerinde daha ytiksek bir salinim oranina ulasilmistir ve bu durum kapsiillerin
yiizeyinde absorbe edilen karanfil ucucu yagina atfedilmistir. 10 giinden 30 giine kadar
serbest birakilma orani ilk giinlere gore azalirken 30. giinden 56. giine kadar her iki
konsantrasyondaki kapsiiller sabit bir salinima ulasmistir; bu azalmanin karanfil ugucu

yaginin kitosan nanoparcaciklart ile arasindaki diflizyon veya konsantrasyon
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gradiyentindeki azalmadan kaynaklandigi ve son giinlerdeki sifira yakin salinimin ise

tampon ¢ozeltilerin kapsiilleri kiramamasindan ileri geldigi bildirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, ilk olarak kullanilan karanfil ugucu yaginin kimyasal kompozisyonu
belirlenmis ve 6jenol (%71,86) ana fenolik bilesen olarak saptanmistir. Sonrasinda duvar
materyal olarak temelde maltodekstrin ve sodyum kazeinat kullanilarak (M/S) hazirlanan
karisima, gam arabik (M/S/G) ve jelatinin (M/S/J) eklenmesi ile elde edilen ii¢ farkli
formiilasyon duvar materyali olarak kullanilmig ve karanfil ugucu yagi mikroenkapsiile
edilmistir. Ug farkl1 formiilasyonda hazirlanan mikroenkapsiiller dondurarak kurutulmus,
toz forma getirilen mikroenkapsiillerin etkinlik degeri belirlenmistir. En yiliksek etkinlik
degeri (%86,22) maltodekstrin ve sodyum kazeinat duvar bilesimine sahip formiilasyonda
belirlenmistir. In situ antimikrobiyal aktivite testinde bu en yiiksek etkinlik gosteren bilesim
kullanilirken diger tiim testlerde ii¢ duvar bilesimine de yer verilmistir. Duvar
kombinasyonlari arasinda en diisiik etkinligi gosteren jelatinin dahil edildigi formiilasyonda
olmustur. SEM goriintiileri incelendiginde ise M/S bilesimi digerlerine kiyasla daha kiiresel
bir yap1 gosterirken diger iki bilesimde ise daha c¢entikli, diizensiz kirik bir yap1

gozlemlenmistir.

Karanfil ugucu yaginin serbest ve kapsiil formlarmin MIK’ini belirlemek igin
antimikrobiyal aktivite testleri yapilmistir. Karanfil ugucu yaginin serbest formu mayalar
tizerinde (S.cereviciae, C.albicans) zayif inhibe edici etki gosterirken, gram pozitif bakteriler
(S.aureus, B.cereus, S.mutans) ve gram negatif bakteriler iizerinde (S.flexneri, E.coli,
Salmonella) giiclii inhibe edici etki gostermistir. Kapsiil formdaki karanfil ugucu
yaglarindan M/S/J duvar bilesimine sahip kapsiiller diger kapsiil formiilasyonlarina kiyasla
en basarisiz antimikrobiyal etkiyi sergilerken, M/S ve M/S/G kapsiil formiilasyonlarinin
antimikrobiyal etki seviyesinin birbirine olduk¢a yakin oldugu belirlenmistir. M/S duvar
bilesimine sahip kapsiiller gram pozitif bakteriler lizerinde gii¢lii inhibe edici etki gosterirken
gram negatif bakteriler tizerinde orta derecede inhibe edici etki gostermistir. M/S/G
kapsiilleri ise gram pozitif bakteriler i¢in giiclii inhibitérken gram negatifler lizerinde orta
derecede inhibe edici etki gostermistir. Kapstillerin her ii¢ formunda da mayalara kars1 inhibe
edici etki (>1000 pg/mL MIK) gozlemlenmemistir. Serbest ve mikroenkapsiile (MD/SK/J
hari¢) karanfil ugucu yagina karsi en hassas mikroorganizma grubu Gram pozitif bakteriler
(15-31 pg/mL MIK) oldugu, bunu Gram negatif baktarilerin (125 pg/mL MIK) takip ettigi
one cikan veriler arasindadir. Karanfil ugucu yaginin serbest ve kapsiil formunun Gram

pozitif bakteriler lizerinde 6zellikle insan agiz boslugunda bulunan gram-pozitif, fakiiltatif
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anaerobik bir bakteri ve dis ¢lirigliniin olusumunda 6nemli bir etkeni olan S.mutans i¢in
giiclii bir inhibitor oldugu sonucuna varilmistir. Sonug olarak, antimikrobiyal ve antioksidan
bilesiklerin dogal kaynaklarmin kullanimi gida endiistrisinin ilgisini ¢ekmektedir ve bu
caligma gostermistir ki, karanfil ugucu yagi ve kapsiilleri yapay koruyuculara kars1 yesil bir

alternatif olabilir.

Karanfil ugucu yagi ve kapsiillerinin antioksidan kapasitelerini belirlemek igin
DPPH, ABTS ve FRAP testleri yapilmistir. Ug farkli antioksidan testin ortak paydasinda
karanfil ugucu yagmin yiiksek antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu fakat bunun zamanla
ortam sartlarina bagli olarak azaldigi karanfil ugucu yagmin mikroenkapsiilasyonu

antioksidan 6zelliklerini gelistirip siiresini uzatabilecegi yer almaktadir.

Kapsiillerin salim davraniglarini incelemek amaciyla gastrointestinal alanin
kosullariin taklit edildigi kosullarda zamana bagli salinim testi gerceklestirilmistir. Tiim
kapsiillerde patlama etkisi gdzlemlenmis fakat yiizey morfolojisi ve etkinlik degerlerinden
Ongorildigi tzere MD/SK/] kapsiillerinin - salimmminin  diger iki mikroenkapsiil
formiilasyonundan daha diisiik oldugu gortilmiistiir. Farkli duvar materyal kombinasyonlari
farkli oranlarda salim gdstermektedir ama cesitli uygulamalarin hepsinde hedef salim orani
degisebileceginden uygulama alani ve kullanim amacina yonelik olarak farkli oranlarda veya

baska duvar materyalleri ile kombinasyonlariyla birlikte tercih edilebilir.

Karanfil ugucu yagi ve MD/SK karanfil ugucu yag kapsiillerinin mikrobiyolojik
giivenligi saglama konusundaki etkinlikleri tizerine gidalarin pH degerleri ve bilesenlerinin
rolii model sistemler ile test edilmistir. Bu amagla E.coli ile agilanan vigne suyu, kayist suyu
ve tam yagl siit ortamlarina serbest ve mikroenkapsiile karanfil ugucu yag: inokiile (MIK
degeri dikkate alinarak) edilmistir. Serbest karanfil ucucu yag eklenen gida ortamlarinda
E.coli rediiksiyonunun ¢ok hizli oldugu (2 saatte) mikroenkapsiil formdaki karanfil ugucu
yag1 pH’s1 en diigiik ortam olan visne suyunda 6. saatte, daha 1limli pH degerine sahip olan
kayist suyunda 8. saatte tam inhibisyon saglarken, hem pH degeri en yiiksek hem de
bilesiminde basta yag ve diger makro molekiilleri igeren siit ortaminda tam inhibisyon
saglanamamis, E.coli inhibisyonu oldukc¢a sinirli diizeyde kalmistir. Calisma bulgularimiz
gidalar iginde bulunan proteinlerin ve yagin bakterilerin etrafinda koruyucu bir film
olusturabilecegi ve antimikrobiyal maddeyi emerek antimikrobiyal ajanlarin etkisini

azaltabilecegi bilgisi ile uyumludur.
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Maltodekstrin ve sodyum kazeinata jelatin ve gam arabik eklenerek hazirlanan ii¢
fakli kabuk materyal formiilasyonu ile iiretilen karanfil ucucu yagi mikroenkapsiillerin
karakterizasyon ve aktivite testlerinde goriilmistiir ki jelatinin sudaki siirli ¢oziintirliigii ve
diisiik kapsiilleme etkinligi antioksidan, antimikrobiyal ve salim 6zelliklerini azaltici yonde
etkilemistir. Gam arabikin eklendigi duvar bilesimi ise (M) ve (S) kapsiillerine benzer
ozellikler sergilemistir. Yukarida agiklanan sonuglar 1s18inda karanfil ugucu yagmin giiclii
antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri sebebiyle gidalarda kullanilabilecegi ve
kapstillemenin onun bu 6zelliklerine katkida bulunabilecegini ve etki siliresini uzatabilecegi
sonucuna vartlmistir. Ugucu yaglari kapsiillerken maltodekstrin ve sodyum kazeinat duvar
materyallerine glikoz gibi sekerler de kullanilarak sprey kurutma ile daha yiiksek etkinlik
saglanabilir ¢linkii glikoz gibi sekerler kristalleserek tozlarin ¢okmesine neden olur ve buda
puskiirtiilerek kurutulan tozlarda gozenekliligi azaltir ve Oz girisini kisitlayarak daha diisiik
lipid oksidasyonlar1 ile sonuglanabilir. Duvar materyallerinden jelatinin yiizey
morfolojisinde gortildigl gibi ¢oziiniirligini kisitlayan ¢atlak ve kirik benzeri yapilar
gOriilmiistiir; bunun baslica sebeplerinden biri dondurarak kurutma prosesidir. Kristallesme
lizerine su hacmindeki artis nedeniyle, hidrojellerin dondurularak kurutulmasi genellikle
gbzenekli bir yiizey yapisinin ve ¢atlaklarin olusumuna yol agar. Bu durumun 6niine gegmek
amaciyla tatlandirict  bir bilesen eklenmesiyle dondurarak kurutulan jelatin
mikrokapsiillerinin etkinligi artirilabilir. Buna ek olarak birgok mikrokapsiile bilesende
karsilagilan, salinim periyodunda hizli patlama etkisini azaltmak i¢in stratejiler gelistirilmesi

gida dagitim sistemlerinde etkin bigimde kullanilmasi i¢in elzem bir konudur.
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