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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ARI SUTU ENKAPSULASYONU

Enes Emre ATA

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damigman: Dr. Ogr.Uyesi Seda OZGEN

Insan beslenmesi ve saglig1 i¢in oldukga dnemli olan ve her gecen giin kullanimi artan
ar1 siitll, hassas yapisi sebebi ile hasat edilir edilmez soguk zincir kosullarinda taginmak
ve depolanmak zorundadir. Bu c¢alismada taze ar1 siitii ve farkli kaplama materyalleri
kullanilarak enkapsiile edilmis art siitii 6rnekleri, antioksidan, antimikrobiyal aktivite ve
trans-10-hidroksi-2-dekanoik asit (10-HDA) miktarlar1 agisindan kiyaslanmis ve
tiretilen kapsiiller FTIR, SEM ve optik mikroskop kullanilarak karakterize edilmistir.
Enkapsiilasyonda sodyum aljinat, pektin ve ksantan gam biyopolimerleri kaplama
maddesi olarak kullanmilmistir. Sodyum aljinat ve pektinin birlikte kullanildig:
kapsiillerde en iyi sonuglara ulasilmis ve ¢ekirdek maddesini en iyi oranda hapsettigi
goriilmiistiir. %88,35 enkapsiilasyon verimi, 1,77 mm ortalama partikiil capinda ve
%62,16 antioksidan aktivite degerine sahip kapsiiller elde edilmistir. Bu sonuglar kalite
icin uluslararasi bir standart olarak kabul edilen 10-HDA analizi de desteklemektedir.
Saf ar siittinde bulunan %1,91 degerine en yakin sonug, sodyum aljinat ve pektinin ile
kaplanmis kapsiillerde %1,61 olarak elde edilmistir. Ayrica saf ari siitiiniin de
kapsiillenmis ar1 siitiiniin de E. coli ve S. aureus’a karsi antibakteriyel aktivite
gosterdigi de tespit edilmistir.

Sonug olarak muhafaza edilmesi zor olan ve soguk zincir ile ulastirilmasi gereken bu

kiymetli tiriiniin farkli bir yontem ile biyokimyasal aktivitelerini de koruyarak muhafaza
edilebilecegi ve yeni bir {iriin elde edilebilecegi sonucuna varilmistir.

2025, 53 sayfa
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ABSTRACT
Master of Science Thesis
ENCAPSULATION OF ROYAL JELLY
Enes Emre ATA

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Advisor: Assist. Prof. Dr. Seda OZGEN

Royal jelly, which is very important for human nutrition and health and whose usage is
increasing day by day, must be transported and stored under cold chain conditions as
soon as it is harvested due to its sensitive structure. In this study, fresh royal jelly and
royal jelly samples encapsulated using different coating materials were compared in
terms of antioxidant, antimicrobial activity, and trans-10-hydroxy-2-decanoic acid (10-
HDA) amounts and the produced capsules were characterized using FTIR, SEM and
optical microscope. Sodium alginate, pectin and xanthan gum biopolymers were used as
coating materials in encapsulation. The best results were achieved in capsules where
sodium alginate and pectin were used together and it was seen that they trapped the core
material at the best rate. Capsules with 88.35% encapsulation efficiency, 1.77 mm
average particle diameter and 62.16% antioxidant activity value were obtained. These
results also support 10-HDA analysis, which is accepted as an international standard for
quality. The closest result to the 1.91% value found in pure royal jelly was obtained as
1.61% in capsules coated with sodium alginate and pectin. It was also determined that
both pure royal jelly and encapsulated royal jelly exhibited antibacterial activity against
E. coli and S. aureus.

As a result, it was concluded that this valuable product, which is difficult to preserve

and must be delivered with a cold chain, can be preserved with a different method while
preserving its biochemical activities and a new product can be obtained.

2025, 53 pages

Keywords: Royal Jelly, Encapsulation, Biopolymer, lonic gelation



ONSOZ VE TESEKKUR

“An Siitii Enkapsiilasyonu” adli bu ¢alisma 2023-2025 yillar1 arasinda hazirlanarak
Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’ne “Yiiksek Lisans Tezi” olarak
sunulmustur. Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve deneyimleriyle bana destek olan
tez danismanim Sayin Dr. Ogr. Uyesi Seda OZGEN’e tesekkiir ederim. Saym Dog. Dr.
Zehra OZBAS’a da laboratuvardaki yonlendirmelerinin yanisira ayrica FTIR ve SEM
analizlerindeki yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim. Egitim hayatim boyunca beni

destekleyen aileme de tesekkiirlerimi sunarim.

Enes Emre ATA
Cankiar1, Ocak 2025
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1. GIRIS

Son zamanlarda ¢esitli hastaliklar1 6nlemek veya tedavi etmek icin dogal {iriinlerin
arastirilmasi 6nem kazanmustir. Arilar, ylizyillardir farkli medeniyetler tarafindan gesitli
hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilan bal, propolis, ar1 siitii, ar1 poleni, balmumu ve
ar1 zehri gibi biyoaktif bilesenler iceren ¢ok sayida liriin iiretir. Giiniimiizde aricilik, az
sermaye ve kaynaga sahip aileler i¢in de gelir kaynagi olusturan tarimsal faaliyetlerden

birisi olmus ve ¢esitli devletler ve kurumlar tarafindan da desteklenmeye baslamistir.

Ariciligin  ilk  belgelenmesi, insanlarin kendi arilarin1 yetistirmeye, arilarin
yasayabilecegi ve Uriinlerini liretebilecegi yapay bosluklar tasarlamaya baslamasiyla
baslamistir. Bal, polen ve ar1 larvalari arilardan alinan besinlerin ilk parcalaridir. Ilkel
insanlar kovan aramayi 6grendiler ve ar1 sokmalar1 nedeniyle ar1 tedavisi goren ilk

kisiler olmuslardir (Weis et al. 2022).

Son yillarda, insan sagligina fayda saglayan biyoaktif bilesenler agisindan zengin
gidalara yonelik tliketici talepleri arttikca, bal ve diger ari iiriinlerine olan ilgi de
artmistir. Biyolojik olarak aktif bilesikler agisindan zengin olan ar1 poleni, ar1 zehri,
propolis ve ar1 siitii gibi bal haricindeki diger aricilik tiriinleri de oldukg¢a biiytik ilgi
gormiis ve ayrica giderek artan biiyiik bir pazar olusturmustur. Insanlik tarihi boyunca,
bircok bilimsel arastirma ar1 siiti, propolis, balmumu ve ar1 poleni, gibi aricilik
tirtinlerinin farmakolojik, biyokimyasal ve terapotik ozellikleri tizerine yogunlasmis, bu
nedenle de bu tirtinlerin diyet takviyeleri, fonksiyonel gidalar, kozmetikler ve geleneksel

tipta kullanim1 yaygmlasmistir (Park et al. 2020, Pasupuleti et al. 2017).

Apiterapi, hastaliklar1 6nlemek veya ilerlemelerini kontrol etmek icin arilar veya ari
tirtinlerinin terapotik/profilaktik ajan olarak kullanilmasiyla yapilan tedavi seklidir.
Gilinlimiizde apiterapi, bir¢ok tlilkede tamamlayici ve biitiinlestirici tibbin bir pargasidir.
Ayrica, besin maddeleri ile karigtirilarak ar1 iiriinlerinin nutrasétik ve diyet takviyeleri
olarak tiikketim bilinci de artmistir. Ari iriinlerinin biyolojik ve farmakolojik aktivitesi
lizerine yapilan arastirmalar son yillarda artmis ve ¢ok sayida biyolojik 6zellik ortaya

ctkmistir. In vitro ve in vivo calismalar ile klinik deneyler, ar1 iiriinlerinin gesitli



hastaliklar1 tedavi etmek ve saglik dengesi ve homeostazis i¢in kullanilabilecegini
gostermistir Ayrica aricilik iirlinleri gida, kozmetik ve ilag endiistrisi tarafindan da yeni
etken madde ve ilag arayislarinda siirekli olarak kullanilmaktadir (Basa et al. 2016).
Apiterapi bir¢ok iilkede uygulanmaktadir ve Tiirkiye yalnizca arilar i¢in kaynaklarin
cesitliligiyle degil, ayn1 zamanda ar1 irilinleri iizerine yaptigi arastirmalarla da one
¢ikmaktadir. Uzun yillardir eczacilik gida ve tamamlayici tip literatiiriinde apiterapi ile
ilgili caligmalar yiiksek etki degerli dergilerde yer bulmaktadir. Yayin sayilar1 ve
apiterapi uygulamalarinda Cin, Brezilya, ABD, Japonya, Tiirkiye, Isvi¢re ve Bulgaristan

en iiretken iilkeler arasinda yer almaktadir (Weis et al. 2022).

Antik zamanlardan beri bilinen ve kullanilan apitherapi tiriinlerinden birisi olan art siitii

de son zamanlarda dikkat ¢cekerek bu arzdan gereken pay1 almaya baslamistir.

Isci arilar biinyesinde, bes ile on bes giin arasindaki dénemde salgilanan, geng larva
donemindeki yavru arilar ve kralige ar1 i¢in besin kaynagi olan ari siitii krem kivaminda,
sari-beyaz renkte ve keskin bir kokuya sahip, besleyici bir iiriindiir. Ulkemizde "ar1
stiti" olarak adlandirilsa da diinya genelinde "Royal Jelly" yani kraliyet jolesi olarak
bilinmektedir. Kralice arinin morfolojik degisiminde dnemli bir rol oynayan Royalactin
adl1 ana bilesigi igeren bu "Royal Jelly", sadece kralige arilar tarafindan tiiketildigi igin

"stiper besin" olarak da tanimlanmaktadir (Cinar et al. 2021).

Arn siitii, besin degerinin yanisira biyoaktif bilesiklerin zenginligi bakimindan da goz
Online alindiginda, ar1 siitli, antioksidan, anti-inflamatuar, noérotrofik, hipotansif,
antidiyabetik, antiromatizmal, antikarsinojenik, yorgunluk karsiti, yaslanma karsit1 ve
antimikrobiyal aktiviteler dahil olmak iizere apiterapide bol miktarda saglik {izerine etki
gostermektedir (Xue et al. 2017). Arastiricilar ar1 siitiiniin yara iyilesmesi ve doku
onarimi, osteoporoz, bir immiinomodiilatdr ajan olarak, hormonlar1 diizenleme, bilissel
islevi iyilestirme ve lipid seviyelerini azaltma konusunda etkili oldugunu bildirmistir.
Ayrica diyabet, hipertansiyon, kanser, cilt hastaliklari, hiperlipidemi ve Alzheimer ve
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin  tedavisine de katki sagladigi

belirtilmektedir (Pavel et al. 2011, Viuda-Martos et al. 2008).



Ulkemizde ise ar1 siitiiniin en yogun iiretimi yapilan il Bursadir. Ariciligin nispeten
yaygin bi sekilde ve ek is olarak yapildigi iilkemizde bu iiretim islemi 6zenli bir sekilde
yapilmasina ragmen elde edilen kiymetli besinin muhafaza edlmesinde, pazarlamasinda
ve ticarilestirilmesinde ki aksakliklar yerel piyasaya ithal tiriinlerin girerek gii¢c sahibi

olmasina sebep olmustur.

Arn siitii ticari olarak temin edilebilen dogal bir ilag olarak yaygin bir sekilde
tanitilmaktadir, ancak depolama ve tasima sirasinda biyolojik aktivitenin siirdiiriilmesi
iiretim ve pazarlamadaki temel zorluktur. Ticari bir {iriin olarak ari siitii son derece
hassastir ve uygunsuz iretim, tasima ve depolama kosullarindan oldukg¢a hizli bir
sekilde etkilenmeye hazirdir. Soguk zincir, bozulabilir yapist nedeniyle {iriiniin
korunmasi i¢in bir zorunluluktur ve bu 6n kosul soguk zincir kirilmasi riskini
beraberinde getirir. Son zamanlarda, liyofilizasyon islemi soguk zincir bagimliliginin
ortadan kaldirilmast igin yaygin olarak kullanimaktadir, ancak liyofilize {iriin son derece
higroskopiktir ve nemden korunmasi gerekir. Liyofilize formiilasyonlar biyolojik
aktivite ve stabiliteyi slirdliirme gibi birden fazla avantaj sunar, ancak pahali ekipman ve
yiiksek tiretim maliyetleri gibi 6nemli dezavantajlara da sahiptir Mikroenkapsiilasyonun
bu noktada liyofilizasyona iyi bir alternatif oldugu diisliniilmekte ve ticari iiriinler
tiretmek igin umut vadeden tekniklerden biri olarak goriilmektedir (Kumova ve
Korkmaz 2000, Sabatini et al. 2009).

Mikroenkapsiilasyon teknolojisi aktif bir bilesenin hassas maddelerin ¢evresel faktorlere
kars1 stabilitesini ve korunmasini saglamak i¢in hedef malzemeleri kiiciik kapsiiller
halinde paketleme yoOntemidir. Kontrollii salinimla bilesenlerin biyoyararlanimini
tyilestirir ve firlnlerin gida bilesenleri olarak uygulama aralifin1 genisletir.
Mikrokapsiilleme, uzun yillardir ilaglar, tekstiller ve kozmetikler dahil olmak iizere
birgok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda gida
endiistrisinde de uygulanmaya baslanmis ve son derece tatmin edici sonuglar elde
edilmistir. Bircok caligma, mikrokapsiillemenin yiiksek sicaklik ve oksijen varligina
ragmen gida isleme ve depolama sirasinda biyolojik olarak aktif bilesiklerin kararliliginm

korudugunu gostermistir (Kog et al. 2010, Ulubayram and Cinar 2023).



An sitiiniin enkapsiile edildigi ve biyolojik ve antimikrobiyal etkinligine iliskin

literatlirde ¢ok sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir.

Sunulan calismada taze ve farkli kaplama materyalleri kullanilarak enkapsiile edilmis
ant siiti ornekleri, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite acisindan kiyaslanarak ve

tiretilen kapsiiller karakterize edilmistir.

Ar siitii taze olarak temin edilmis ve antibakteriyel aktivitesi incelenerek literatiire
katkida bulunulmus bunun yanisira, ar siitiiniin farkli ve yeni bir teknolojik yontem
kullanilarak islendikten sonraki durumu degerlendirilmistir. Derin dondurucu
kosullarinda muhafaza edilen ve soguk zincir ile ulastirilmasi gereken bu kiymetli
tiriiniin farkli muhafaza yontemleri ile depolama siiresinin artirilmasi ve bu durumdaki
biyolojik aktiviteleri ve oOzellikleri tizerine fikir yiiriitiilmesine olanak saglayacagi

diistiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 An Siitii Hakkinda Genel Bilgiler

Isci arilar, hipofarenks ve mandibular bezleri araciligiyla ar siitii {iretirler. Ar1 siitii,
beyazimsi ila sar1 renkte ve asidik bir tada sahip siitlii yapigkan ve viskoz bir maddedir.
Karmagik bilesimi proteinler, yag asitleri, sekerler ve mineraller igerir ve biyoaktif
bilesenler yoniinden olduk¢a zengindir. Ar siitii, larvalarin diyetinde kisa bir siire ve
kraligenin tiim yasami boyunca kullanilir. Erkek arinin, is¢i ariin ve koloniyi olusturan
ana armin larva déoneminde aldigi ari siitii bilesimlerinin ve igeriklerinin farkli oldugu
belirtilmektedir. Ayn1 diploid genomdan gelmesine ragmen, krali¢e ar1 diger arilardan
iki kat daha biiytiktiir, tireme i¢in 6zel bir anatomiye sahiptir. Ana kralige arinin art siitii
ile beslenmesi sonucunda yaklagik 4-5 yillik bir yasama siiresi ve bu siire boyunca
iireme yetisine de sahip oldugu, iistelik dis etmenlere kars1 da yiiksek direng gosterdigi
bilinmektedir (Kosoglu et al. 2013). An siitiiniin ana artya kattigi bu fizyolojik
istiinliklerin - ve ekstra dayanikliligin ar1  siiti  bilesiminden kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Tiim bu gergekler, ar1 siitiiniin saglik ve uzun Omirliligi
destekledigini gdstermektedir; ayrica, dogurganligt ve viicut kompozisyonunu

iyilestiren yaslanma karsit1 bir nutrasotik olarak kabul edilir (Wang et al. 2016).

Arn siitli, yogun protein igerigi, biyoaktif bilesenleri ve yag asitleri nedeniyle oldukca
besleyicidir, bagisiklig1 destekler ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Tedavi
amaclh kullanimi eski ¢aglarda baslamistir (Fratini et al. 2016). An siitii tiiketimi ve
insanlar iizerindeki fizyolojik etkileri ve buradaki sebep sonug iligkisi tam olarak
aydinlatilamamis olsa da fonksiyonel gida ve nutrasotik bilesen pazarinda insan

sagligini1 desteklemek ve korumak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ar siitii iretimi ve tiiketimi, son zamanlarda besin takviyesi olarak gidalara ve alternatif
tedavi sekillerine olan ilginin bir sonucu olarak artmistir. Uluslararasi olarak bal
disindaki apiterapik ticari itriinler igin standart bir yonetmelik olmamasina ragmen,
iilkelerin kendi standartlar1 oldugu ve uluslararasilasma anlaminda yavas yavas

caligmalarin arttig1 bilinmektedir. Tiirkye’de de TS 6666 numarali art siitii standardi



yirirliige girmistir. Yayinlanan bu standardin genisletilmesi, ar1 siitiiniin tazeligi,
cografik kokeni kompozisyonu ve safligi hakkindaki verilerin giivenilirligini garanti
etmek i¢in olduk¢a onemlidir. Ar siitii; beyaza yakin agik krem-kemik renginde, krem,
pelte-j6le benzeri kivamda, oldukga mayhos bir tada ve keskince kokuya sahip olan bir
salgidir Sekil 1.1°de verilmektedir (Korkmaz ve Oztiirk 2010). Ulkemizde ar1 siitiiniin
tiretimi ve ardindan hasat edilmesi Nisan ay1 baslarinda baglayip sezon Agustos ay1

i¢inde sonlanmaktadir.

Sekil 2.1 Ar siitii (Korkmaz ve Oztiirk 2010)

2.2 Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

Kralice ve yavru ve arilar beslemek ve biiyiitmek i¢in gerekli tiim besinleri iceren
keskin koku ve tada sahip, sarims1 beyaz, asidik, siitlii ve yapiskan bir salgidir. Yaklasik
1,1 g/cm?® yogunluga sahiptir ve suda kismen ¢oziiniir (Akyol 2015). Havayla okside
olabilir ve 151k ve 1siya karsi duyarlidir. Depolama kosullar1 uygun degilse, renk,
viskozite, asitlik ve diger fiziksel ve organoleptik oOzellikler degisir. Ar siitliniin

bilesimi makro diizeyde oldukca sabit olsa da an tiirleri, beslenme sekilleri, iklim



kosullar1 ve mevsim degisiklikleri ile ar1 siitiiniin iiretim ve hasat yontemlerine bagh

olarak farklilik gostermektedir (Muresan et al. 2016).

Arn siitli beyaz ve viskoz bir maddedir ve kimyasal bilesimi yaklasik %60 su, %20-40
protein, %15-30 karbonhidrat, %3-8 lipit, %1,5-3 mineral ve vitaminlerden olusur. Ar1
stitiiniin lipid igerigi ve kendine has yag asitleri, iirliniin biyolojik yararlaniminda
onemli bir rol oynamaktadir (Pavel et al. 2011). An siitli, immiinomodiilator etki

gosteren 10 - hidroksi-trans-2-dekenoik asit (10-HDA; “ar1 siitii asidi”’) dahil olmak

tizere ¢ok sayida biyoaktif madde igerir. 10-HDA, ar siitiine 6zgli bir serbest yag
asididir ve biyolojik aktivitesinin yan1 sira saflik ve kalite kriterlerinin belirlenmesinde
Oonemli bir parametre olarak One c¢ikmaktadir (Muresan et al. 2016). Royalactin,
larvadan kraliceye morfolojik degisimde rol oynayan ve bircok c¢alismanin hedefi olan
ar1 siitliniin islevsel bir bilesenidir. Kromatin erisilebilirligini diizenleyerek cok yonlii
bir gen aginin aktivatorii olarak gorev yapar (Weis et al. 2022, Barnutiu et al. 2011). An
stitii, bagta B grubu vitaminleri ve potasyum olmak iizere, sirasiyla kalsiyum, sodyum,

magnezyum, ¢inko, demir, bakir ve manganez minerallerini icermektedir (Sabatini et al.

2009).

2.3 Piyasada Bulunan Ticari Formlari ve Muhafaza Kosullari

An siitii, beslenme destek iiriinii olarak cesitli sekillerde tiiketilmektedir. Taze ve
dondurulmus olarak dogrudan tiiketimin yani sira, farkli iiriinlerle karisim olusturularak,
dondurularak liyofilize edilmis toz, flakon ve kapsiil formlar1 da mevcuttur (Sekil 1.2).
Saglikli bir yetiskinin giinliik taze ar1 siitii tiiketim miktar1 100 ila 250 mg araliginda

olmasi 6nerilmektedir. Ticari iiriinler, bu 6nerilen miktara uygun dozlarda hazirlanir.



Sekil 2.2 Yerel piyasada yer alan ticari ar1 siitii formlar1 (Clarke and McDonald 2017)

An siitli, gida takviyesi olarak tiiketilmesinin yani sira, dzellikle kozmetik {iriinler
arasinda ilag benzeri iiriinler kategorisinde de yaygin bir sekilde yer almaktadir. Ilag
benzeri lriinler, icerik agisindan gida takviyeleriyle benzerlik gosterse de iiretim ve
paketlenme asamalarinda yiiksek teknoloji kullanimi ve belirli saglik sorunlarina
yonelik 6zel ¢oziimler sunma amaciyla gida desteklerinden ayrilmaktadir. Ari siitiiniin
ilag benzeri bir {iriin olarak kullanimi, bilimsel bir temele dayanmadig1 ve uzman hekim
tarafindan onaylanmadig1 miiddetge tedavi amagli olarak degerlendirilmemelidir (Ordu

2019).

Insan beslenmesi ve sagligi agisindan 6nemli bilesenler barindiran ari siitii, stabil
olmayan cabuk bozulan bir yapiya sahiptir ve iiretim ile saklama kosullarindaki
uygunsuzluklara kars1 son derece duyarlidir. Hasat tarihinden itibaren buzdolabinda 6
ay, -18°C'de ise 18 ay boyunca saklanabilecegi konusunda goriisler mevcuttur (Ordu

2019).

Aragstiricilar tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada, ar1 siitiiniin -40°C’de, +5°C’de
ve oda sicakliginda saklanmasi durumunda, sicaklik ve depolama siiresinin artmasiyla
birlikte renginde koyulasma, kivaminda ve asitliginde artis gézlemlendigi bildirilmistir.
Ayrica, ar siitiiniin antimikrobiyal aktivitesine katkida bulundugu diistliniilen Temel Ar1
Siitli Proteinlerinin, oda sicaklifinda 30 giin iginde hidrolize olmaya basladig1 ve 75
giinde tamamen kayboldugu belirtilerek, protein iceriginin sicaklik degisimlerinden

etkilendigi vurgulanmistir (Zhao et al. 2013).



Cesitli sicakliklarda 6 ay boyunca depolanan ari siitii orneklerinde, glukooksidaz
enziminin -20°C’de aktif oldugu, ancak +4°C ve oda sicakligi kosullarinda saklanan
orneklerde bulunmadigi ifade edilmistir (Zhao et al. 2013). An siitiiniin biyolojik
aktivitesinin uzun siireli depolama sirasinda, asitlik, protein igerigi, serbest amino
asitler, glukozoksidaz gibi bilesenlerin azalmasiyla depolama kosullarindan etkilendigi

belirtilmistir (Ordu 2019).

Uriinlerde depolama siirecinde meydana gelen degisikliklerin minimum boyuta
tasinabilmesi igin farkli yontemler uygulanmaktadir. Dondurma ve soguk zincirde
saklama, en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir; ancak bu ydntem, soguk zincirin
kirilma riskini tagimaktadir. Bu nedenle, ticari iriinlerde genellikle dondurarak
kurutulan ar siitii tercih edilmektedir. Ancak, liyofilize ar1 siitiiniin yiiksek liretim
maliyetleri ve saklama zorluklart g6z Oniine alindiginda, kapsiillenmis ar1 siitiiniin

liyofilize edilen iriinlere iyi bir alternatif olarak degerlendirebilecegi diisiiniilmektedir.

2.4 Saglik Uzerine Etkileri Antioksidan ve Antimikrobiyal Ozelllikleri

An siitli, antik donemlerden giliniimiize kadar pek cok alternatif tamamlayict tip
uygulamasinda yer almistir. Biyokimyasal 6zelliklerinin kesfi ve bu 6zelliklerin saglik
tizerindeki olumlu etkilerinin yapilan arastirmalarla kanitlanmasi, son yillarda
poptilerligini ve tiiketimini artirmistir. Gilinlimiizde saglikli yasam ve koruyucu tip
anlayisinin  benimsenmesiyle birlikte, ar1 siitiiniin biyolojik faydalart ve saglik
tizerindeki etkileri tizerine yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir (Fratini et al. 2016, Zhang
et al. 2017). Ayrica, antioksidan etkisi sayesinde oksidatif stresi azalttigi ve in-vitro-
vivo denemelerde DNA hasarini 6nlemeye yardimet oldugu belirtilmistir (Teixeira et al.
2017, Almeer et al. 2018). Igerigindeki 10-HDA sayesinde ari siitiiniin, beyin
hiicrelerinin olusumunu tesvik ederek destekledigi ve noéron olugumunu artirdig
bilinmektedir. Ayrica, insiilin benzeri peptitler icermesi nedeniyle kan sekeri
seviyelerini diisiirdiigli, icerdigi proteinlerin kolesterol ve trigliserit diizeylerini azalttig1

belirlenmistir (Guo et al. 2008).



An siitiiniin, agik olan yaralarin tedavi edilmesinde, yaranin iyilesme yetenegini
inflamasyon bolgesindeki sivi birikimini azaltarak artirdigi ve kolajen gibi doku
yenileyici bilesenlerin olusumunu destekleyerek yaralarin daha hizli kapanmasina
yardimer oldugu ifade edilmistir. Ayrica, kadinlarda hormonal dengenin saglanmasi
erkeklerde ise sperm kalitesini iyilestirmede etkili oldugu bildirilmistir (Ahmed et al.
2018, Ghanbari et al. 2018). An siitiiniin antimikrobiyal etkisi, bilimsel olarak ilk kez
Melampy ve Jones tarafindan 1939 yilinda ortaya konmustur. Takip eden yillarda, ar1
siitinin  Gram pozitif ve negatif bakterilere karst antibakteriyel etkilerini
incelemislerdir. Bu ¢alismalarin ardindan, ari siitiiniin ¢esitli ekstraktlar1 ve izole
edilebilen bilesenlerinin antimikrobiyal etkileri iizerine yapilan arastirmalar da

gerceklestirilmistir (Ordu 2019).

A siitlinlin yag ve protein bilesenlerinin ¢esitli ekstraksiyon yontemleriyle elde edildigi
ve antimikrobiyal aktivite acisindan karsilastirildigi arastirmalarda, taze ari siitiiniin
daha genis bir antimikrobiyal etki spektrumu sundugu belirtilmistir. Ayrica, suda
¢Oziiniir ar1 siitli fraksiyonunun proteinler ve peptitler bakimindan zengin oldugu ve
Gram pozitif bakterilere karsi giiclii bir inhibisyon etkisi gosterdigi ifade edilmistir
(Bilikova et al. 2001).

An siitiine has bir yag asidi olan 10-HDA’nin Escherichia coli ve Micrococcus
pyogenes {izerindeki antibakteriyal etkileri arastirilmistir (Blum et al. 1959). An
sitinde yer alan royalisinin, Streptococcus, Staphylococcus, Bifidobacterium,
Leuconostoc, Lactobacillus tiri Gram+ Dbakteriler {izerine 1 pM dan disik
konsantrasyonlarda dahi antibakteriyel etki gosterdigi ifade edilmistir. Ratanavalachai
ve Wongchai (2002) tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada, lipid fraksiyonunun
incelendigi ve an siitiiniin Gram negatif bakteriler lizerinde yiiksek antimikrobiyal
etkinlik gosterdigi, buna karsin lipid dis1 fraksiyonlarda benzer bir etkinin
gozlemlenmedigi ifade edilmistir (Ordu 2019). Sonugta hem gida patojenleri hem de
bozulma bakterileri i¢in cok genis bir yelpazede antibakteriyel, bakteriyostatik,
bakterisidal, antifungal, antiviral, antiradikal, antioksidan, antiinflamatuar,
hepatoprotektif ve antitiimor aktivite sergilerler ve bu {iriinlerle birgok hastalik

onlenebilir ve tedavi edilebilir.
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2.5 Enkapsiilasyon Teknolojisi

Kapsiilleme, sivi damlaciklari, kati pargaciklar1 veya gaz halindeki bilesikleri gida
safliginda kaplama veya duvar malzemesi olarak da adlandirilan homojen ince
katmanlara yerlestirme yontemidir. Ayrica olumsuz ¢evre kosullarina kars1 duyarli olan
aktif bilesenler igin koruyucu goérevi yapar. Islem, aktif bilesenlerin bir matris veya
membrana hapsedilmesini icerir; aktif bilesen "¢ekirdek" "6z" ve gevreleyen malzeme
"duvar”,"kabuk™ veya "kapsiilleyici" olarak adlandirilir. Enkapsiilasyon teknolojisi
besin destekleri ve takviyeler, fonksiyonel gida sektorii, eczacilik, kimya, tip ve

veterinerlik gibi alanlarda kullanim alani bularak yayginlasmistir (Imam Harun 2023).

2.5.1 Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon, 100 yila yakin bir siiredir gida bilesenlerinin raf omriinii ve
stabilitesini artirmak i¢in kullanilan tekniklerden biridir. Biyoaktif bir bilesigin bir
biyopolimerle kapsiillenmesiyle oksijen, 1sik, su veya diger cevresel kosullardan
korundugu bir teknik olarak tanimlanmaktadir. Cesitli gidalardan ya da bitkisel
kaynaklardan elde edilen ve katma degeri yiiksek bilesiklerin belirli kosullar altinda
salinabilecegi bilesikleri depolamak ve kontrollii salimini saglamak amaciyla da

kullanilmaktadir (Imam Harun 2023).

Mikrokapsiiller, sivi damlaciklar, kati pargaciklar veya gaz halindeki bilesiklerde
kapsiillenmis aktif bilesenlerden olusur ve kullanilan mikrokapsiilleme teknigine bagh
olarak boyutlar1 1 ila 1000 pm arasinda degisir. Pargaciklarin duvar malzemeleriyle
sartlmis halinin mikrometre boyutundaki sekli mikroenkapsiilleme olarak nitelendirilir

(Imam Harun 2023).

Mikroenkapsiilasyonda farkli kapsiilleme cesitleri mevcuttur ve bunlar kaplanmis matris
(poliniikleer kapsiil), rezervuar (mononiikleer kapsiil) ve matris kapsiil seklinde
kapsiillemedir. Rezervuar tipi veya mononiikleer kapsiilde c¢ekirdek biyoaktif

malzemeyi saran mevcut bir tabaka gozlemlenirken, matris tipinde ¢ekirdek malzeme ve
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duvar malzemesini igeren sistem i¢inde homojen bir dagilim vardir. Kaplanmis matris
poliniikleer kapsiil olarak da bilinir, bu kapsiil tipinde biyoaktif ¢ekirdek malzeme ¢ok

katmanli bir kapsiille ¢cevrelenmistir (Zuidam and Nedovic 2010).

Gida endiistrisinde, kapsiilleme teknolojisi biyoaktif bilesenleri ¢evreleyerek; serbest
radikaller, 151k, oksijen ve nem gibi olumsuz g¢evresel unsurlardan koruyarak raf
Omiirlerini artirmak ic¢in siklikla kullanilir. Bu teknoloji, gida bilesenlerinin
kapstillenmis olarak ve toz haline getirilmesiyle, sivilarin taginmasinda ve bozulmasi

gibi alanlarda avantaj saglar (Jafari et al. 2008).

Yontem, aktif bilesenin belirli bir yerde, zamanda ve belirli bir oranda salindig
kontrollii bir bilesen salinimi tiretmek i¢in kullanilir ve gida endiistrilerinde bu durum
yaygin olarak kullanilir. Kapsiilleme, kontrollii salinim tekniklerini sicaklik, pH duyarh

katki maddeleri veya 1s1 ile entegre ederek cesitli gida sistemlerinde de kullanilabilir.

Mikrokapsiillenmig partikiillerin temel amaci, raf dmriinii artirmak, islevsel niteliklerini
gelistirmek ve aktif bileseni diger ¢evresel olumsuzluklardan korumaktir. Bu islemde
biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir kaplama malzemelerinin kullanilmast,
dogal bilesenlerin maksimum kararlilig1 ve gecikmeli salinimi gida isleme endiistrisi

icin son derece dnemlidir (Mehta et al. 2022).

Kapsiillenmis gida maddeleri, kapsiillenmemis benzerleriyle karsilastirildiginda,
kapsiillenmis triinlerin sundugu avantajlar arasinda yiiksek stabilite, maliyet etkinligi,

daha uzun raf 6mrii ve saglik iizerine ekstra olumlu etkiler yer almaktadir.

2.5.2 Enkapsiilasyon teknikleri

Koaservasyon, ekstriizyon, lipozom tutuklamasi, molekiiler inkliizyon, rotasyonel
slispansiyon ayrimi, es-kristalizasyon, liyofilizasyon, santrifijjlii ekstriizyon ve
emiilsifikasyon, gida sektoriinde kapsiilleme i¢in kullanilan yontemlerden bazilaridir.

Cekirdek malzemenin bilesimi, iiretim Olgegi, malzemenin fiziksel ve kimyasal
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Ozellikleri, istenen salim mekanizmasi, amaglanan parcacik boyutu ve ekonomik
hususlar, bu yaklasimlar1 se¢gmek i¢in kullanilan kriterlerden bazilaridir (Imam Harun

2023).

Kullanilan kapsiilleme prosediirii ¢esitli fiziksel yapilara (kiireler, diizensiz pargaciklar,
filmler, amorf veya kristal susuz kati, kauguk veya camsi matris), gézenekli veya
kompakt yapilara ve kapsiilleme matrislerinde sekil degisikliklerine yol acabilir.
Atmosfer ve kimyasallarin (oksijen, c¢oziiciiler) difiizyonu ¢ekirdek malzemenin
kararlilig1 tizerinde etkilidir. Gida sektoriinde en etkili ve yaygin olarak kullanilan
kapsiilleme yontemi piiskiirtmeli kurutmadir. Piiskiirtmeli kurutma istenmeyen duyusal
nitelikleri 6nlemek, biyoaktiviteyi artirmak ve toz halinde bir {iriin iiretmek i¢in yaygin

bir kapsiilleme teknigidir (Jafari et al. 2008, Imam Harun 2023).

Iyonik Jelasyon Yéntemi

Iyonotropik jellesme, hidrokolloid (aljinat, karragenan ve pektin gibi) zincirlerinin
iyonlarla ¢apraz baglanmasini igerir. Bu yontemin iyi bilinen bir drnegi, kalsiyum kloriir
(CaCly) igeren bir banyoya sulu bir aljinat ¢ozeltisi damlatilarak ¢oziinmeyen kalsiyum-

aljinat olugturulmasiyla aljinat boncuklarinin olusturulmasidir (Davarci et al. 2017).

Iyonik jelasyon ydnteminde, polimer igeren ¢ozelti enjektor, pipet, titresimli enjektor
veya pliskiirtmeli enjektor gibi ekipmanlardan jellestirme ¢ozeltisi icerisine damlatilarak
kiiresel boncuklar halinde belirli hizda aktarilmaktadir. Jeli olusmasi sirasinda, kalsiyum
iyonlar1 ile sodyum iyonlar1 yer degistirdiginde aktif maddeyi c¢evreleyen ve suda
coziinmeyen Ca-aljinat boncuklar1 meydana gelmektedir. Kullanilan teknik ne olursa
olsun (termal veya iyonotropik jellesme), jel parcaciklart genellikle damlacik olusumu
ve sertlestirme adimlarini iceren iki agsamali bir prosediirde tiretilir. Damlacik olusumu
adimi, ortaya ¢ikan jel pargaciklarinin ortalama boyutunu ve boyut dagilimini belirler.
Damlacik olusumunda kullanilan ana prosediirler damlacik ekstriizyonu (damlatma),
puskiirtme ve emiilsifikasyondur. Jel olusumu yontemleri arasinda emiilsifikasyon
teknikleri ve cekirdek polimerin koaservasyon i¢in polimer veya capraz baglayici

madde iceren bir ¢ozeltiye damlatildigi damlatma yontemleri yer alir. Mono-dagilmis ve
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kiiresel kalsiyum-aljinat boncuklar1 iiretmenin en klasik ve popiiler yolu damlatma
tekniklerini kullanmaktir. Basit damlatma yonteminde, aljinat c¢ozeltisi belirli bir
hacimsel oranda bir kilcal bir yoldan ekstriide edilir ve yergekimi altinda damla damla
damlatilmasina izin verilir. Polimer damlaciklarinin boyutu, ekstriide polimer
¢ozeltisinin bir titresim cihazi veya bir kesme cihazi ile par¢alanmasi veya nozul ¢apinin

degistirilmesiyle de azaltilabilir (Davarci et al. 2017).

2.6 Enkapsiilasyonda Kullanilan Kaplama Malzemeleri

Katilarin, sivilarin veya gazlarin farkli tiirlerini, kokenlerini ve o6zelliklerini
kapsiillemek icin kullanilabilecek 6nemli sayida kaplama maddeleri mevcuttur. Dahast,
bu konuda yeni tiirler ve potansiyel kapsiilleme malzemeleri kaynaklar1 bulmak igin
bir¢cok calisma yapilmaya devam edilmektedir. Enkapsiilasyon isleminin siirecinin ilk
ve en Onemli adimi, aktif maddeye uygun bir kaplama materyalinin (kapsiil)
secilmesidir. Gida {iriinleri veya islemlerinde kullanilacak kapsiillerin duvar malzemesi
gida safliginda olmalidir. Ancak, bu malzemelerin yalnizca simirli sayidaki kismi gida
uygulamalari i¢in "genel olarak giivenli olarak taninan" (GRAS) malzemeler olarak
sertifikalandirilmistir. Kaplama veya duvar malzemeleri olarak kullanilabilen film
olusturma Ozelligine sahip sekerler, dogal ve degistirilmis polisakkaritler, proteinler,
zamklar, yaglar ve sentetik polimerler bulunmaktadir. Bunun yani sira, pektin, nisasta,
agar, jelatin ve kappa-karragenan gibi biyopolimerler de tercih edilebilir (Davarci et al.
2017).

Yapilan tez ¢alismasinda sodyum aljinat (Na-Alg), pektin ve ksantan gam (XG)

kullanilmistir. Bu biyopolimerlere ait yapisal 6zellikler asagida incelenmektedir:

2.6.1 Sodyum aljinat (Na-Alg), pektin ve ksantan gam (XG)

Aljinat, kahverengi deniz yosunlarindan veya Azotobacter vinelandii gibi bakterilerden
elde edilen hidrofilik bir polisakkarittir ve gida, ila¢ ve biyoteknoloji miihendisligi gibi

bircok alanda kullanilir. Yaygin uygulamalari esas olarak toksik olmamasi,
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biyouyumlulugu, biyolojik olarak parcalanabilirligi ve Ca®" gibi iki degerlikli metal
iyonlarmin varliginda jellesmesinden kaynaklanmaktadir ¢iinkii (1-4)-bagli B-D-
mannuronik (M) ve o-l-guluronik asit (G) kalintilarindan olusmaktadir. Ca?"'nin aljinat
damlaciklarma yayilma yoniine ve Ca®" kaynagma bagl olarak, iyonik jellesme
mekanizmalar1 bes gruba ayrilir: dis, ig, ters, arayiizey ve ¢ok adimli kesintiye ugramis
jellesme. Dis iyonik jellesme en yaygin kullanilan mekanizmadir. Bu mekanizma ile
aljinat boncuklarinda tutulan yaglar iiretmek icin, yag once aljinat ¢ozeltisinin siirekli
sulu fazinda dagitilir. Bu yag-aljinat emiilsiyonu bir jellesme banyosuna
damlatilmalidir. Jellesme banyosundaki kiirleme isleminin baslangicinda, sadece
iretilen boncugu g¢evreleyen yari katt bir zar olugsur. Bu asamada, boncugun g¢ekirdegi
hala stvidir. Daha sonra, daha fazla Ca®" boncuklara yayildik¢a cekirdek kademeli
olarak katilagir ve tamamen sertlesmis bir boncuk elde edilir. Ek olarak, aljinat zincirleri
arasindaki Ca®" iyonlarinin daha yiiksek baglanmasi, kiirleme isleminin sonunda boncuk
dokusunda sertlesmeye neden olan sulu fazin bir kismimni orantili olarak sikistir. Bu
bilgilere gore aljinat kapsiillerin mekanik mukavemeti ve kuruma kaybi, CaClz

banyosunda kiirleme islemine gore sekillenmektedir (Alkhatib et al. 2022).

Sodyum aljinatin kalsiyum katyonlar1 (Ca*?) ile iyonotropik jellesmesi, kalsiyum
katyonlarinin, aljinat zincirlerinin eslestirilmesiyle olusturulan bosluklardaki guluronik
asit monomeri ile etkilesime girdigi yumurta-kafes (egg-box) modeli ile ifade
edilmektedir (Sekil 1.3). Aljinatin jel yapisi asidik kosullarda nispeten kararlidir ancak
hafif alkali kosullar altinda kolayca siser ve parcalanir. Bu 6zelligi nedeniyle aljinat
jelleri matris, mikrokiire (boncuk) ve mikrokapsiil formlarinda etkili bir kontrollii

salinim tasiyicist olarak kullanilma olanagina sahiptir.

15



HO

O

/*\/O\f”
NN
1 b
PN
o

OO
NN

Sekil 2.3 Alg-kalsiyum jeli igin "yumurta-kafes" modelinin gosterimi (Fu et al. 2011)

Pektin jelleri gida endiistrisinde biiyilk ©Oneme sahiptir. Genellikle, pektinin
metoksillenme derecesine bagli olarak jellesme mekanizmalar1 bulunur. Coziinmiis
diisiik metoksilli pektin, kalsiyum iyonlar1 veya diger iki degerlikli metal iyonlarinin
varliginda bir jel olusturabilir. Bu durumda, iyonik baglar ayrismis karboksil gruplar
arasindaki kalsiyum kopriileri araciligryla olusur. Bu olusum genellikle "kalsiyum jeli"
olarak adlandirilan kalsiyum iyonlarmin varhiginda olusturulabilir.  Jellesme
mekanizmasinin  aljinatinkine benzer oldugu bilinmektedir. Aljinat i¢indeki
poliguluronat bloklari, pektin igindeki poligalakturonat zincirleriyle benzer bir
stereokimyaya sahiptir. Aljinat ve pektin {izerine yapilan ¢aligmalar, bu polimerlerin
kalsiyum iyon baglanmasiyla jellesmesinin basit bir elektrostatik etkilesim olmadigini
gostermistir. Aljinat jellerinde baglanti bolgesi olusumunu "yumurta kutusu" modeli
araciligiyla tanimlanmistir. Pektin kalsiyum jelinde ise en uygun iliskinin, zincirlerden
birinin digerine gore hafif¢e kaymis olmasi nedeniyle, "kaymis" yumurta kutusu olarak
tanimlanmasimin daha iyi oldugu belirtilmistir. 1ki komsu zincir arasinda olusan
yumurta kutulari, elektrostatik etkilesimlere ek olarak van der Waals etkilesimleri ve

hidrojen baglari ile stabilize edilir (Fraeye et al. 2010).

Ksantan gam (XG), 2:2:1 mol oraninda d-glukozil, d-mannosil ve d-glukuronil asit
tinitelerinden ve degisken oranlarda O-asetil ve piriivil lnitelerinden olusan yiiksek

molekiiler agirlikli bir negatif yiiklii dogal bir heteropolisakkarittir. Coziinme
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sicakligina ve iyonik gilice bagl olarak, siispansiyonlari yiiksek viskoziteye sahip olan
XG, heliks veya rastgele sarmal konformasyonlarinda bulunabilir. Bu o6zellikleri
nedeniyle, XG bir¢ok endiistriyel uygulamada kalinlastirici ajan ve kivam verici ve
dengeleyici madde olarak kullanilir. Cozeltinin  viskozitesi, molekiiller arasi
elektrostatik kuvvetleri artirabilen veya azaltabilen bir tuz eklenmesiyle etkilenebilir

(Baumgartner et al. 2008).

An Siitiiniin Enkapsiilasyonu ile ilgili Yapilan Literatiir Cahismalar

He vd. (2020) duvar malzemesi olarak Arabik gam ve jelatin kullanarak
mikrokapsiilleme teknolojisi ile ar1 siitliniin lezzetinin iyilestirilmesini amaglamislardir.
Mikrokapsiillerin bozulmamis yapilarin1 optik ve taramali elektron mikroskoplari
kullanarak gozlemlemislerdir. Simiile edilmis gastrointestinal sindirimin sonuglari,
mikrokapsiillerin ~ gastrik ~ ortamda  iyi  tolere  edildigini = kanitlamistir.
Mikrokapsiillemeden sonra ari siitiiniin aciligi ve rahatsiz eden kokusunun azaldigi
gbzlenmistir. Ayn1 zamanda bagirsaktaki yiiksek salim orani ile mikrokapsiillemenin

insan viicudunun ar siitliinii emmesini engellemeyecegi de belirlenmistir.

Dundar vd. (2022) duvar materyali olarak sodyum aljinat ve gam arabik ile ar1 siitiiniin
mikroenkapsiilasyonunu  gerceklestirmislerdir.  Oda  sicaklifinda  depolanan
mikrokapsiillenmis ari siitliniin, liyofilize ar siitii ve 4 °C’de depolanan taze ar1 siitiine
kiyasla, 6 ay boyunca 6nemli bir biyoaktif bilesik olan 10-HDA igerigini korumay1
basardigin1 gostermislerdir. Art siitii, liyofilize ar1 siiti ve mikrokapsiillenmis ar1
siitlinlin bagslangigtaki 10-HDA igerikleri sirastyla %1,90, %5,26 ve %?2,75 olarak
belirlenmistir. Ayrica, toplam fenolik igerik, antioksidan kapasite ve antimikrobiyal
aktivite depolama siiresi boyunca ¢ogunlukla sabit kalmistir (p > 0,05). Antimikrobiyal
aktivite Acinetobacter baumannii AYE, Bacillus cereus DSM 4312, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli O157:H7 NTCC 12900, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas aeruginosa ATCC
35032, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Staphylococcus aureus ATCC 29213’e kars1 degerlendirilmis ve gram pozitif suslarin

genellikle Gram negatif suslardan daha hassas oldugu tespit edilmistir. Yapilan
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calismada, in vitro simiile edilmis sindirim analizi, mikrokapsiillenmis ar1 siitiiniin

sindirim siirecini tolere edebildigini de gostermistir.

Spanidi vd. (2022) yaptiklar1 calismada, ar siitii igeren lipozom ve siklodekstrinlerden
olusan yeni bir kapsiilleme ve tagima sistemi gelistirmislerdir. Art siiti
lipozomu/siklodekstrin siispansiyonunun, ar1 siitii stabilite dezavantajlarin1 ortadan
kaldirdigini ve fizikokimyasal 6zellikler, polifenoller ve 10-HDA tutulumu agisindan 6
ay (24 hafta) boyunca stabil kaldigim1 gozlemislerdir. Ayrica, ar1 siitiiniin
siklodekstrin/lipozomlarda ¢ift kapsiillenmesi, 10-HDA’ ’nin zaman kontrollii salinimina
olanak tanimig ve bu da hiicre i¢i deneylerde gosterildigi gibi, cilt uygulamalar i¢in

yararli olabilecegini ortaya koymustur.

Ulubayram ve Cinar (2023) mikrokapsiillenmis ar1 siitini 450 mbar altinda
kapsiilatorde (Buchi B-390, Flawil, Isvigre) aljinat capraz baglama teknigi kullanarak
olusturmuglardir. Taze ve mikrokapsiillenmis ar1 siitiiniin antibakteriyel ve antifungal
aktivitesini karsilastirmali olarak incelemiglerdir. 1., 3. ve 6. aylardaki antimikrobiyal
aktivitedeki olas1 degisiklikler, 10-HDA seviyelerindeki degisiklikler dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Ar siitiiniin test bakterileri (Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermis, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli) ve maya (Candida albicans,
Candida parapsilosis) tizerindeki antimikrobiyal etkinliginin depolama siiresi boyunca
korundugu gozlenmistir. Ote yandan, test kiifleri (Penicillium digitatum, Aspergillus
flavus) tizerindeki antifungal aktivitenin 3. aydan itibaren hafif¢e azaldigi rapor
edilmistir. Depolamanin sonuna kadar 10-HDA igerikleri arasinda onemli bir fark
gozlenmemistir (p > 0,05). Elde edilen sonuglar, mikrokapsiillemenin ar1 siitiiniin 10-
HDA igerigini alt1 ay boyunca korudugunu ve oda sicakliginda depolamay1 saglayan

umut verici bir yontem oldugunu gdstermistir.

Azhar vd. (2023) aljinat-pektin enkapsiile taneciklerinin ar1 siitiiniin stabilitesini
saglamak icin depolama siiresi ve kosullarinin belirlenmesini incelemislerdir. Sonug
olarak, calisma enkapsiile taneciklerin diisiik sicaklikta saklandiginda 3 ay boyunca ikna
edici bir stabilite sergiledigini gostermistir. Kapsiillenmis ar1 siitiiniin  10-HDA

iceriginin analizi ve fiziksel goriiniim, parcacik boyutu, kiiresellik katsayisi,
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mikroskobik morfoloji ve sikistirma testi gibi fizikokimyasal &zelliklerinin
gozlemlenmesi ile sonuglarin tiim stabilite zaman noktalarinda oldukga tutarli oldugu
belirlenmistir. Formiilasyonun stabilitesini korumak ve daha uzun bir raf Omrii
saglamak icin taneciklerin diisiik sicaklikta (buzdolab1) saklanmas1 6nerilmistir. Ayrica,
calisma kapsiillenmis ar1 siitii taneciklerinin renk degisimlerinin 10-HDA bilesiginin

bozunmasiyla iligkili oldugunu da gdstermistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Kullamlan Kimyasallar

Hazirlanan ¢alismada enkapsiilasyon isleminde kullanilmak iizere Cankir1 yerel piyasasi
aricilarindan temin edilen ar1 siitii kullanilmistir. Taze olarak alinip derin dondurucuda
isleninceye kadar depolanmistir. Sunulan ¢aligmada kullanilan Na-Alg, XG ve pektin
Sigma-Aldrich {iriiniidiir. Kalsiyum kloriir (CaClz) ise Isolab iiriiniidiir. Uriinlerin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan ABTS metodu ve antibakteriyel

aktivite testlerinde kullanilan tiim Kimyasallar da Sigma-Aldrich tirtintidiir.

3.2 Invers Jellesme Yontemi ile An Siitii Cekirdekli Mikrokapsiil Uretimi

Sunulan arastirmanin ilk asamasinda, enkapsiilasyon kosullari 6n denemeler ile
belirlenerek Na-Alg, pektin ve XG kapli tanecikler “invers jelasyon (damlatma)
metodu” ile enkapsiile edilmistir. Na-Alg ¢ozeltisinden Kalsiyum tuzlar1 varliginda
mikro veya makro boyutta Kapsiillerin hazirlanmasi siklikla kullanilan bir yontemdir.
Kalsiyum iyonu ile Na-Alg arasinda goriilen ¢apraz bag pihtilagsmaya ve kapsiil yapinin
olusumuna sebep olur (Aghel et al. 2011). Bir polisakkarit olan pektin de yine Ca*
iyonu ile ¢apraz bag olusturmaktadir. XG ise olusturulan kapsiiliin stabilitesine etkisi

arastirilmak amaciyla formiilasyona dahil edilmistir.

Mikrokapsiillerin ~ hazirlanmast  igin  literatiir incelemeleri sonucu optimum
enkapsiilasyon sartlarinin belirlenmesi amaciyla farkli kosullarda ¢alisilmaktadir.
Enkapsiile edilmek istenen hedef bilesenin ne kadarinin yapi i¢inde tutulabildigini ifade
eden enkapsiilasyon etkinligi, kapsiillerin boyutlar1 ve hedef bilesenin iriinlerdeki
stabiliteleri enkapsiilasyon i¢in 6nemli olan parametrelerdir. Na-Alg konsantrasyonu,
pektin konsantrasyonu ve ksanthan gam konsantrasyonu olarak 3 parametre
farklandirilmistir (Cizelge 3.1). Bu parametrelerle hazirlanan tiriinlerin enkapsiilasyon

etkinligi, ortalama kapsiil ¢cap1 ve enkapsiilasyon verimi belirlenmistir.
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Cizelge 3.1 Enkapsiilasyon i¢in kullanilan kaplama materyalleri ve CaClz miktarlar

Kaplama Materyalleri

Kapsiiller .
Na-Alg Orani Pektin Oram XG Oram CaCl,
(%) (%) (%) Oram (%)
Na-K 1,5 0 0 10
NaP-K 1 0,5 0 10
NaPX-K 1 0,25 0,25 10

Na-K: Sodyum aljinat ar1 siitii kapsiil
NaP-K: Sodyum aljinat - Pektin ar1 siitii kapsiil
NaPX-K: Sodyum aljinat - Pektin - Ksanthan gam art siiti kapsiil

Cizelge 3.1°de verilen oranlarda ¢ozelti hazirlamak igin baslangi¢ kimyasallart 60°C’de
saf suda 600 rpm’de 4 sa karistirilarak ¢oziilmistiir. Bu ¢ozeltiler +4°C’de 12 sa
dinlendirildikten sonra kullanilmistir. Cizelge 3.1°de verilen oranlarda karistirilan
cozeltilere aktif madde olarak % 0,35’1ik konsantrasyonda ari siitii ilave edilmistir.
Olusan emiilsiyonun stabil bir yap1 sergileyebilmesi igin ¢ozelti 5000 rpm’de mekanik
bir karistirict yardimi ile (ultraturrax) yaklasik 4 dak karistirilmistir. Kapsiillerin
olugsmasi i¢in kullanilan g¢apraz baglayici olan CaClz konsantrasyonu % 10 olarak

belirlenmistir.

Enkapsiilasyon Islemi

Hazirlanan jellesme ¢ozeltileri enjektor kullanilarak capraz baglayici ¢ozeltisi igerisine
damlatilmigtir. Damlatma islemi ile olusan kapsiiller, capraz baglanma reaksiyonunun
tamamlanmas1 ve dolayisiyla olusan yapiin dagilmamas: i¢in belirli bir siire gapraz
baglayici ¢ozeltisinde bekletilmistir. Siire sonunda kapsiiller saf su ile yikandiktan sonra

oda sicakliginda kurutulmustur.

3.3 Hazrlanan Kapsiillerin Karakterizasyonu

Kapsiillerin yapisi azaltilmis toplam yansima (ATR) tinitesi bulunan Fourier doniisimlii
infrared (FTIR) spektroskopisi (Bruker-Tensor 1) ile incelenmistir. Kapsiillerin yiizey
karakteristikleri ince bir altin tabakasiyla kaplandiktan sonra Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) (Carl Zeiss-Sigma 300 VP) ile 5 kV potansiyel altinda
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incelenmistir. Kapsiillerin optik goriintiileri ise Nikon marka stereo mikroskop (SMZ
800N, Japonya) kullanilarak ¢ekilmis, kapsiil caplar1 goriintiiler 6l¢eklendirilerek

Olgiilmiistiir.
3.4  Enkapsiilasyon Verimi

Hazirlanan kapsiillerin % enkapsiilasyon verimi gravimetrik yontemden yararlanarak
bulunmustur. Jellesme ¢ozeltisindeki kuru maddenin agirligi ile gapraz baglanma
sonrast elde edilen kuru kapsiillerin agirlik farki % enkapsiilasyon verimi olarak

belirlenmistir.
3.5 Enkapsiilasyon Etkinligi

Enkapstilasyon etkinligi kapstillerdeki etken maddenin geri kazanilarak elde edilmesiyle
ve bu ekstraktlardaki antioksidan aktivite analizi ile gézlenmistir. Yaklasik 1 g kapsiil
metanol ile ekstrakte edilmis ve sonrasinda -18°C’de analiz anmna kadar muhafaza

edilmistir.

Almajano vd. (2007) ile Wang ve Xiong (2005) tarafindan sunulan ABTS Yok Etme
metodunda 7 mM ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenztiyoazolin-6- siilfonik asit))
cozeltisine 1/1 oraninda 2,45 mM K>S>0Os ilave edilerek oda sicakliginda ve karanlikta
16 sa inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda ABTS radikal ¢ozeltisinin 734 nm’de
absorbans1 alinmistir (Agilent, Carry 60 UV-Visible, Amerika). Ardindan absorbansi
734 nm’de 1,850+0,05 (kontrol absorbansi degeri) olana kadar etil alkolle
seyreltilmistir. Elde edilen radikal ¢ozeltisinden 4 mL alinarak tizerine 100 uL ekstrakt
eklenmis ve oda sicakliginda 2 sa karanlikta inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda
734 nm’de pH=7,4’liik fosfat tamponundan (PBS) olusan kore karsi 6rnek absorbansi
izlenmistir. Azalan absorbans ortamdan yok edilen ABTS radikallerinin miktaridir ve

asagidaki formiille (Denklem 3.1) hesaplanmistir:

% ABTS Siipiirme Aktivitesi = (%) x 100 (3.1)

0
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Burada, A1: ornek absorbansi ve Ag: kontrol absorbansidir.

3.6 10-HDA Miktar Tayini

10-HDA igerigi Kolayli vd. (2016) tarafindan uygulanan prosediirde modifikasyonlar
yapilarak belirlenmistir. Igerik diyot dizinli dedektorlii yiiksek performansli sivi
kromotografi (HPLC-DAD, VWR Hitachi Chromaster HPLC-UV) cihaz1 ile
belirlenmistir. Calismada C-18 kolon (150 x 4,6 mm) kullanilmis ve mobil faz
metanol/sudan (55:45 v/v) olusurken, pH fosforik asitle 2,2’e ayarlanmistir. 215 nm’de
caligilmistir. Akis hizi 1,0 mL/dak ve enjeksiyon hacmi 15 pL’dir. Ar siitii metanol/su
(50:50 v/v) iginde ¢oziilmiis ve kapsiil orneklerine 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,4)
cozeltisi eklenerek kapsiiller dagilana kadar karistirilmis ve 10000 rpm’de santrifiij

edilerek 0,45 um'lik bir enjektor filtreden siiziilmiistiir.

3.7 Antibakteriyel Aktivite

Ar siitiiniin antibakteriyel aktivitesinin tayini agar kuyucuk difiizyon yontemi ile (Osés
et al. 2016) gram pozitif bakteri susu Staphylococcus aureus (S.aureus) (ATCC 43300)
ve gram negatif bakteri susu Escherichia coli (E.coli) (ATCC 11229) segilerek

incelenmistir.

Kiiltiirlerin baslangic mikroorganizma sayist Mc Farland 0,5 (1072 adet (koloni
olusturan birim/mL)’lik hiicre yogunlugu standardina gore yapilmistir. Ayarlanmisg
bakteri siispansiyonlarindan Mueller-Hinton agar (MHA) (Merck, Almanya) yiizeyine
yayma yapilmistir. Besiyerine bellirli gapta disk seklinde kuyucuklar agilmistir. Bu
kuyucuklara saf ari siitii ve kapsiillerden ekstrakte edilen ari siitii es miktarda
aktarilmigtir. Besiyerleri 37 °C’de 24 sa inkiibe edilmis ve aktif bilesiklerin
diftizyonundan sonra disklerin ¢evresinde olusan zon c¢aplar1 Gl¢iilmiistiir. Boylelikle

antibakteriyel potansiyeli belirlenmistir (Kavoosi et al. 2013).

23



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kapsiillerin Karakterizasyonu

Arn sitii igeren kapsiillerin hazirlanmasinda kullanilan farkli biyopolimerlerden elde
edilen kapsiillere ve saf ar1 siitiine ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.1-Sekil 4.4’te

sunulmaktadir.

Na-K kapsiillerinin FTIR spektrumunda (Sekil 4.1) 3354 cm™' ve 2927 cm " deki
tepeler sirasiyla O-H ve C-H baglarinin gerilme titresimlerine atfedilmektedir. 1607 ve
1437 cm "’ deki gii¢lii bantlar karboksilat grubunun asimetrik ve simetrik gerilme
titresimlerine atfedilmektedir. 1018 ve 1081 cm '’deki bantlar C-O baginin gerilme
titresimine atfedilmektedir. 821, 897 ve 942 cm !"deki tepeler polisakkarit yapisi igin
karakteristiktir, guluronik ve mannuronik asit {nitelerinin varligin1 dogrulamaktadir
(Bekin et al. 2014, Cathell and Schauer 2007). Yapiya pektinin girmesiyle bantlarda
kaymalar gozlenmistir (Sekil 4.2). NaP-K kapsiillerinin FTIR spektrumunda, asimetrik
COO- bagmin gerilme titresiminin daha yiiksek dalga sayismna (1607°den 1610 cm™’e)
kaydig1 goriilmektedir. Bu durum, polar gruplar iceren polimerlerin hidrojen bagi
olusumundan kaynaklanmaktadir (Ne$i¢ et al. 2017). NaPX-K kapsiillerinin FTIR
spektrumunda (Sekil 4.3) ise Na-Alg, pektin ve XG molekiilleri arasindaki elektrostatik
kuvvetler, hidrojen bagi ve van der Waals kuvvetleri agisindan etkilesimlerin olmast;
NaPX-K kapsiillerindeki hidroksil ve karboksil gruplarinin gerilme ve egilme

titresimlerinde ufak kaymalara neden olmustur (Fan et al. 2021).

Ar siitiiniin FTIR spektrumu (Sekil 4.4) incelendiginde 3272, 1637, 1549, 1409, 1345,
1244, 1104, 1061, 1039 ve 936 cm™’de titresim bantlar1 goriilmektedir. Bu bantlar ar1
siitiiniin icinde bulunan bilesenlerin kimyasal gruplartyla iliskilidir. 3275 cm™’de
gozlenen en genis ve en giiglii bant sudan kaynaklanan O-H gruplarimin gerilmesinden
ve aminlerden kaynaklanan N-H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. ikinci
onemli bolge 1500 ile 1800 cm™ arasinda olup, 1636 cm™’de tepe noktasi olan titresim
bandi Amid I’e karsilik gelmekte ve proteinlerin omurga konformasyonundan

kaynaklanan C=0 gerilme titresimleriyle iliskilendirilmektedir. 1547 cm™’de gozlenen
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tepe ise Amid II’nin N-H biikiilmesi ve C-N gerilme titresimlerine atfedilmektedir
(Tarantilis et al. 2012, Cebi et al. 2020).
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Sekil 4.1 Na-K kapsiiliine ait FTIR spektrumu

80

Transmittance [%]

70

60
1

28583
T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

Sekil 4.2 NaP-K kapsiiliine ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.4 Ar siitiine ait FTIR spektrumu

Sekil 4.5’de hazirlanan kapsiillere ait optik mikroskop goriintiileri bulunmaktadir. Na-
K, NaP-K ve NaPX-K kapsiillerinin morfolojileri SEM ile belirlenerek Sekil 4.6’da
sunulmustur. Na-K kapsiilii diizgiin ve kompakt bir yilizeye sahipken, yapiya pektin ve

XG eklenmesiyle kapsiillerin yapist degismistir. Kapsil kiireselligi kismen azalmistir.
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Sekil 4.5 Na-K (A), NaP-K (B) ve NaPX-K (C) kapsiillerine ait optik mikroskop
goriintiileri
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Sekil 4.6 Na-K (A), NaP-K (B) ve NaPX-K (C) kapsiillerine ait SEM goriintiileri
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4.2 Kapsiil Analiz Sonuclari

Hazirlanan kapsiillerin enkapsiilasyon verimi, partikiil ¢cap1 ve antioksidan aktivite

sonuglar1 Cizelge 4.1’de sunulmaktadir.

Cizelge 4.1 Kapsiillerin enkapsiilasyon verimi, partikiil ¢ap1 ve antioksidan aktivite

sonuglari
Kapsiil kodu Enkapsiilasyon Ortalama Antioksidan
verimi Partikiil Capr Aktivite
(%) (mm) (ABTS) %
Na-K 92,91+0,73 1,83+0,61 59,08+1,12
NaP-K 88,35+1,56 1,77+1,24 62,16+1,34
NaPX-K 86,21+2,95 1,94+2.42 61,59+1,14

4.3 10-HDA Analizi

A siitiinde temel yag asidi olarak kabul edilen 10-HDA f{irtin Kalitesi i¢in uluslararasi
bir standart olarak kabul edilmektedir. Tazelik ve orjinalligi degerlendirmek icin bir
marker olarak kullanilan 10-HDA, bugiine kadar an siitii hari¢ diger ar1 iriinlerinde
bildirilmemistir. % 1,8’den fazla 10-HDA igerigine sahip Ornekler taze ve orijinal
olarak kabul edilmektedir. Tez g¢alismasinin genel degerlendirilmesinde en Onemli
analiz olan ve Cizelge 4.2°de sunulan 10- HDA analizi sonuglar1 baz alinirsa Na-Alg ve

pektinin birlikte kullanildigr durumda en iyi sonucun elde edildigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.2 10- HDA analiz sonuglar1

URUN KODU 1. paralel 2. paralel 3.paralel  Ortalama (%) Std Sapma
(%0) (%0) (%)
Saf An Siitii 1,916599 1,911317 1,90847 1,91 0,00
Na-K 1,517659 1,515605 1,515364 1,52 0,00
NaP-K 1,604733 1,605179 1,606584 1,61 0,00
NaPX-K 1,18976 1,190149 1,191699 1,19 0,00

4.4  Antibakteriyel Aktivite Sonuclari

Ar siitiiniin antibakteriyel aktivitesinin tayini agar kuyucuk difiizyon yontemi ile gram-
pozitif bakteri susu S.aureus (ATCC 43300) ve gram-negatif bakteri susu E.coli (ATCC
11229) secilerek incelenmistir. Saf ar1 siitii ve kapsiillerden ekstrakte edilen ar1 siitiiniin
tamaminin antibakteriyel aktivite gosterdigi bulunmustur. Kapsiillerin ve ayni
miktardaki ar1 siitiiniin E. coli ve S. aureus’a karsi olusturdugu inhibisyon bolgesi zon
cap1 sirastyla 12 ve 12,5 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.7°de verilmistir. Tiim 6rneklerin belirgin bir inhibisyon etkisine sahip oldugu
gozlenmistir. Bu durum saf ari siitiiniin de kapsiillerden ektrakte edilen ar1 siitiiniinde
test edilen her iki bakteri susuna karst antibakteriyel oOzellik sergiledigini
gostermektedir. Ayrica tiim kapsiillerin ve tiim kaplama maddelerinin de ar1 siitiini

yuksek verimde kapsiilledigi yorumuna ulasilmaktadir.

Cizelge 4.3 Antibakteriyel aktivite testi sonuglar

INHIBISYON ZONU (mm)
URUN KODU GRAM (-) GRAM (+)
E. COLI S. AUREUS
Saf An Siitii 12 12,5
Na-K 12 12,5
NaP-K 12 12,5
NaPX-K 12 12
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Sekil 4.7 Saf an siitii (A), Na-K (B), NaP-K (C) ve NaPX-K (D) kapsiillerine ait
antibakteriyel aktivite test sonuglari
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kapsiilleme teknolojisi; aktif maddeleri bir tasiyict malzeme i¢inde hapsetme islemidir
ve biyoaktif molekiillerin ve canli hiicrelerin gidalara iletimini iyilestirmek i¢in yararl
bir aragtir. Kapsiillenmis malzemeler nemden, 1sidan veya gevrenin diger olumsuz
etkilerinden korunabildiginden ve bdylece stabiliteleri artirilip canliliklari muhafaza
edilebildiginden, bu teknigin gida endistrisindeki uygulamalari artmistir. Gidalarda

kapstilleme, kokular1 veya tatlar1 maskelemek i¢in de kullanilmaktadir.

Yapilan tez ¢alismasinda ar1 siitii ¢ekirdekli olan ve farkli oranlarda polisakkarit iceren
kapsiiller hazirlanmistir. Tiim malzemeler arasinda, gida uygulamalarinda kapsiilleme
icin en yaygm kullanilanlar malzemeler polisakkaritlerdir. Yapilan enkapsiilasyon
islemi ile kullanilabilecek polisakkarit tasiyici ve konsantrasyonu tespit edilerek
karakterizasyon c¢alisilmalar1 FTIR, optik mikroskop goriintiileri ve SEM analizleri ile

gerceklestirilmistir.

Elde edilen bulgulara gére duvar materyali olarak yiiksek Na-Alg oraninin kullanilmasi

sonucu tam kiire seklinde, piiriizsiiz ve homojen kapsiiller basar1 ile elde edilmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi, verimi ve biyoaktif 6zellikleri incelendiginde Na-Alg ve
pektinin birlikte kullanildigir durumda ¢ekirdek maddesi olan ari siitiiniin yiiksek oranda
hapsoldugu bulunmustur. Bu sonucu kalite i¢in uluslararasi bir standart olarak kabul
edilen 10-HDA miktar1 oncelikli olarak desteklemektedir. Saf ar1 siitiinde bulunan
%1,91 degerine en yakin sonug¢ Na-Alg ve pektin ile kaplanmis kapsiilde (NaP-K)
%1,61 olarak elde edilmistir. Yapilan biyoaktivite analizleri ile antioksidan aktivite

sonuclar1 da paralel bulunmustur.

Ug biyopolimerin duvar materyali olarak kullanildigi kapsiillerde (NaPX-K) ise;
kaplama Kkalitesinin zayif oldugu gozlenmistir. Ozellikle yiizey morfolojisinde

farklanmalar olmus, kapsiiller kiireselligini koruyamamagtir.
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Saf a1 siitiintin de kapsiil igerisinde bulunan ar siitiiniin de E. coli ve S. aureus’a karsi

antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, sunulan c¢aligmada, yapisinda ¢ok kiymetli bilesenler bulunduran siiper
gida ar siitiiniin olumsuz ¢evre kosullarindan ve uygulanabilecek ekstra proseslerden
etkilenmesini 6nlemek i¢in enkapsiile edilmesi Onerilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi,
enkapsiilasyon verimi ve kapsiillerin biyoaktif dzellikleri degerlendiginde Na-Alg ve
pektinin birlikte kullanildigi durumda ¢ok az farkla deneylerin iyi sonug¢ verdigi ve

cekirdek maddesiolan ar1 siitlinii en iy1 oranda hapsettigi goriilmiistiir.

Derin dondurucu kosullarinda muhafaza edilen ve soguk zincir ile ulastirilmasi gereken

bu krymetli {iriniin farkli bir yontem ile muhafaza edilebilecegi sonucuna varilmistir.
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