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Bu c¢alismanin amaci, farkli yontemlerle (lipozom ve siklodekstrin
inkllizyon yontemleri) D-Limonenin enkapsiile edilmesi, aktif 6zellik kazandirilan
hutpak ve filtre kagitlarin karakterizasyonu ve antimikrobiyal etkinliginin
Ol¢iilmesidir. Kagit 6rnekleri %75 konsantrasyonda hazirlanan limonen ¢6zeltisi,
kapsiillenmis limonen igerikli lipozom ¢dzeltisi, %25°lik HPBSD (2-hidroksipropil-
beta-siklodekstrin) ve BSD (beta-siklodekstrin) inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle
daldirma yontemi kullanilarak birlestirilmistir. Hazirlanan kagit érnekleri 4°C ve
25°C*de depolanarak 1. 3. 5. 15. ve 30. giinlerde kagitta kalan D-Limonen miktar
ve kagitlarin Penicillium expansum ve Penicillium digitatum’a kars1 antifungal
ozelligi belirlenmistir. Uretim yontemlerinin kagitlarin fiziksel dzellikleri {izerine
etkisi germe testi ve renk analizleri yapilarak belirlenmistir. Kagitlarda zaman
icinde kalan limonen miktar1, BSD ile kapl kagitlarda daha yiiksek bulunmustur.
BSD ile kapli hutpak 6rneklerinde 30.giin sonunda kagitlarda kalan limonen igerigi
22,08 pg/cm? iken, filtre kagidi orneklerinde 47,31 pg/cm? olarak belirlenmistir.
Disk diflizyon yontemine gore yapilan analizlerle, ilk 5 giinliik depolama sirasinda
yalmzca HPBSD kaplamali kagitlar i¢in antimikrobiyal etki goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: D-Limonen, Enkapsiilasyon, Lipozom, B -siklodekstrin, 2-
hidroksipropil-beta-siklodekstrin
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ABSTRACT

MSc THESIS

ACTIVE PAPER PRODUCTION WITH ENCAPSULATED
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The aims of this study are to encapsulate D-Limonene with liposome and
cyclodextrin inclusion methods, to characterize active feature of their enriched
hutpak and filter papers, and to measure their antimicrobial activity. In the assay
enriched papers were coated according the dipping method. They are dipped in free
limonene solution (75% v/v), in liposome solution of encapsulated limonene, and
in 25% HPBSD (2-hydroxypropyl-beta-cyclodextrin) or BSD (beta-cyclodextrin)
inclusion complex solutions. The paper samples were stored at 4 °C and 25 °C, and
the amount of D-Limonene remaining in the papers on the 1st, 3rd, 5th, 15th and
30th days and the antifungal properties of the papers against Penicillium expansum
and Penicillium digitatum were determined. The effects of the production methods
on the physical properties of the papers were determined by tensile test and color
analysis. The remaining limonene amount in the papers with time was found higher
in the papers coated with BSD. The limonene content in the papers coated with
BSD were found 22.08 pg/cm? and 47.31 pg/cm? for hutpak and filter paper sample
respectively at the end of the 30th day. According to the disk diffusion analysis, an
antimicrobial effect was seen only during the first 5 days of storage for the HPBSD
coated papers

Keywords: D-Limonene, Encapsulation, Liposome, p-cyclodextrin, 2-
hydroxypropyl-beta-cyclodextin
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GENISLETILMIS OZET

Bu c¢alismada; Ozellikle bolgemizde yogun iiretimi olan turuncgil
meyvelerinin hasat ile kullanim arasindaki gecen donemde ugradiklar kayiplarin
minimize edilmesi amaciyla, kiif ¢iiriikliigiine neden olan Penicillium expansum ve
Penicillum digitatum kiiflerine kars1 dogal antimikrobiyal D-limonenin enkapsiile
edilerek kagit ambalaj materyaline uygulanmasi ve antifungal etkisinin
arastirilmasi amaglanmistir.

D-Limonen; lipozom yontemi ve siklodekstrinler ile enkapsiile edilmis ve
enkapsiilasyon verimliligi belirlenmistir. Daha sonra limonen hutpak ve filtre
kagitlarla birlestirilerek aktif 6zellik kazandirilmaya calisilmis ve kagitlarin fiziksel
Ozelliklerindeki degisim germe testi, agirlik 6l¢limii ve renk analizleri yapilarak
belirlenmistir. Kagit 6rneklerinde kalan D-Limonen miktar1 ve kagidin zamana
bagl antifungal 6zelligindeki degisim belirlenmistir.

Caligma kapsaminda oncelikle limonenin hedef mikroorganizmalara karsi
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu bulunmustur. Limonenin MiK degeri her iki
kiif tiirli i¢inde (Penicillium expansum ve Penicillum digitatum) 842 pug/mL olarak
belirlenmistir.

Limonen lipozom yontemi ve siklodekstrin inkliizyon kompleksi
olusturularak enkapsiile edilmis, lipozom ydnteminde soya lesitini kullanilarak ince
film hidrasyon yontemi kullanilmis, siklodekstrin inkliizyon kompkleksinde ise; B -
siklodekstrin ve 2-hidroksipropil-p-siklodekstrin kullanilarak yogurma yontemi ile
inkliizyon kompleksi olusturulmustur.

Uretilen kapsiillerde tutulmus olan limonen miktariyla enkapsiilasyon
etkinligi ve mikrokapsiillerin yiikleme kapasitesi sonuglar1 belirlenmistir.
Limonenin beta siklodekstrin (BSD) ile olusturdugu inkliizyon komplekslerinin
enkapsiiplasyon etkinligi ortalamas1 %82,1, yiikleme kapasitesi ise %36,6 olarak

hesaplanmistir. 2-Hidroksipropil-beta-siklodekstrin (HPBSD) ile olusturdugu
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inkliizyon komplekslerinin enkapsiiplasyon etkinligi %99,03, yiikleme kapasitesi
ise %29,2 olarak hesaplanmistir. Sonuglar incelendiginde; HPBSD ile olusturulan
inkliizyon kompleksinde enkapsiilasyon etkinligi degerinin yiiksek ¢iktigi, ancak
yiikleme kapasitesi degerinin ise, BSD ile olusturulanlarda daha yiiksek bir degere
sahip oldugu belirlenmistir. Limonenin, lipozom ile enkapsiile edilmesinde
enkapsiiplasyon etkinligi degeri %33,0 yiikleme kapasitesi degeri ise %22,6 olarak
olarak belirlenmistir.

Daldirma yontemiyle hutpak ve filtre kagitlart limonen (serbest veya
enkapsiile halde) ile birlestirilmis elde edilen kagitlarin renk ozelliklerindeki
degisim incelenmistir. AE* degeri; hi¢c kaplama yapilmamis hutpak ve filtre
kagitlara gore degerlendirildiginde; kaplama ile oldukga belirgin renk farkliliginin
olugabilecegi belirlenmistir.

Hutpak esaslhi kagit orneklerinin limonen ile birlestirilmesinden sonra
mekanik Ozelliklerindeki degisim, hi¢ kaplama yapilmamig kagitlara gore
degerlendirildiginde; BSD ve HPPSD ile kaplanmig Orneklerinin  kalinlik
degerlerinde artis oldugu belirlenmistir. Orneklerin gerilme mukavemeti (GM)
incelendiginde lipozom ¢ozeltisi ile kaplanmis kagit 6rneginin GM degeri (7,40
MPa), kontrol 6rnegine gore (22,95 MPpa) istatistiksel olarak Snemli Olglide
azalmigtir. HPBSD 6rneginin GM degeri (23,75) ile kontrol 6rneginin GM degeri
arasinda istatsitiksel olarak oOnemli bir fark olugmadigi belirlenmistir. Farkh
sekillerde limonen ile birlestirilen hutpak kagitlarm uzama miktar1 (UM) degerleri
incelendiginde, drnekler arasinda istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar (p>0.05)
olustugu belirlenmistir. Filtre esaslt kagit 6rneklerinin gerilme mukavemeti (GM)
incelendiginde lipozom c¢ozeltisi ile kapli kagit 6rneginin GM degeri (3,27 Mpa),
kontrol 6rnegine gore (11,64 Mpa) istatistiksel olarak 6nemli Olgiide azalmistir.
Serbest limonen ile kapli kagit 6rneginin GM degeri (10,22) ile kontrol 6rneginin
GM degerleri (11,64) arasinda istatiksel olarak énemli bir fark (p>0.05) olmadig1
belirlenmistir. Farkli sekillerde limonen ile birlestirilen filtre kagidi esash

orneklerin uzama miktar1 (UM) degerleri arasinda da istatistiksel a¢idan 6nemli
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farkliliklar (p<0.05) olustugu belirlenmistir. Tim O6rneklerin UM degerinde,
kaplama yapilmayan filtre kagitlara gore azalis tespit edilmistir.

Aktif kagitlarin 1. 3. 5. 7. 15. ve 30. giinlerde kagitta kalan D-Limonen
miktari incelendiginde; hem 4 °C hemde 25 °C’de depolanan kagitlarda en yiiksek
degerler, BSD ile kaplanmis olanlarda belirlenmistir. Depolama sicakliklar1 goz
oniinde bulunduruldugunda 4°C’de depolanan kagitlarda kalan limonen miktarmin
259C’deki depolamadaki kagitlara gore genel olarak daha yiiksek degerlerde
oldugu belirlenmistir. 4°C’de depolanan hutpak kagitlarin 1.giin ve 30.giin limonen
icerikleri; serbest limonenle kaplanan orneklerde 4,64-2,09 pg/cm?, BSD ile
kaplanmis hutpak kagit érneklerinde; 90,77-22,08 ug/cm? HPBSD ile kaplanmis
hutpak kagit orneklerinde;16,74-2,96 pg/cm?, lipozom ile kaplanmis kagit
orneklerinde ise; 4,78-1,30 pg/cm? olarak belirlenmistir. 4 °C’de depolanan filtre
kagitlarda ise; 1.glin ve 30. glin limonen igerikleri, serbest limonenle kaplanan
ornek kagitlarda; 6,38-1,45 pg/cm?, BSD ile kaplanmig filtre kagit 6rneklerinde
orneklerinde; 132,73-69,53 ug/cm?, HPBSD ile kaplanmis filtre orneklerinde;
16,42-6,26 ug/cm?, lipozom ile kaplanmig orneklerinde ise; 4,26-1,31 pg/cm?
olarak belirlenmistir. Filtre kagitlarda ve hutpak kagitlarda bulunan limonen igerigi
kendi i¢inde mukayese edildiginde ise; 1. giinden 30. giine kadar yapilan
analizlerde filtre kagitlarda tutunumun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Hem 4 °C
hemde 25 °C de depolama yapilan hutpak ve filtre kagitlarin her ikisinde de 30 giin
boyunca yapilan analizlerin her birinde en yiiksek degerler BSD ile kaplanmig
kagitlarda gozlenmistir.

D-limonen igerikli aktif filtre ve hutpak esasli kagitlarin Penicillium
expansum ve Penicillium digitatum’a karst olusturduklar: antimikrobiyal aktivite 1.
3. 5. 15. ve 30. giinlerde kontrol edilmistir. Disk difiizyon yontemine gore yapilan
analizlerde; zon ¢ap1 sadece HPBSD ile kaplanan kagitlarda olusmus, 15. ve 30.

giinlerde herhangi bir zon ¢ap1 olugsmadig1 belirlenmistir.
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1.GIRiS

Ozellikle son yillarda sentetik katki maddelerinin potansiyel tehlikeleri
nedeniyle tiiketicilerin dogal bilesenlere olan artan talebi dogrultusunda; ugucu
yaglarin iyi antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikleri, gidaya aroma ve renk
vermeleri sebebiyle, gida sektoriinde kullanimlarinda artis goriilmektedir.
Icerdikleri ugucu bilesenlerin kolayca cevre kosullarindan etkilenerek kaybolmasi
ve etkisini uzun siire koruyamamasi enkapsiilasyon teknolojisinin gelismesine
olanak sunmustur.

Enkapsiilasyon teknolojisi ile ¢evresel sartlara ve isleme kosullarina karsi
hassas gida materyallerinin korunmasim saglayarak raf Oomriinii uzatmak, gida
bilegenlerinin sindirim sisteminin uygun noktasinda salinimini saglamak, gida
bilesenlerinin biyoyararliligini arttirmak, az miktarlarda kullanim gerektiginde
homojen karigimlarin  olusturulmasin1  saglamak, maddenin taginmasi ve
depolanmasini  kolaylagtirmak, istenmeyen tat ve kokuyu maskelemek ve
kaplanacak materyalin diger bilesenlerle reaksiyona girmesini engellemek gibi
faydalar saglanmaktadir (Re, 1998; Shahidi ve Han 1993).

Gida bilesenlerinin enkapsiilasyonu i¢in birgok ydntem mevcut olmakla
birlikte; puskiirterek kurutma, piiskiirtmeli dondurma ekstriizyon, koaservasyon,
dondurarak kurutma bunlardan bazilaridir. Enkapsiilasyon tekniklerinden lipozom
ve siklodekstrin uygulamalarinda komplekslerin ugucu ve hassas aroma
bilesenlerinin korunmasinda etkin olmasi, hidrofobik ve hidrofilik yapilart ve
uygulanabilirligi bakimindan kolay gelistirilebilir olmalar1 ve bu tekniklerin aktif
kagit ambalaj uygulamalarinda sinirli olmasi tercih sebebi olmustur.

Tezde kullanilan, D-limonen; turunggil kabuk yaginda bulunan ugucu
yaglarin biiyiik cogunlugu olan monoterpenlerin ana bilesenidir. Monoterpenler
tiim turunggil kabuk yaglarinda yiiksek oranda bulunmasina ragmen, hammaddeye

bagl olarak miktar1 degisebilmektedir. Limonen’in aktif formu D-Limonendir ve
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tat vermek amaciyla yiyeceklere giivenle katilabilecek maddelerin listesinde
bulunmaktadir (Sun, 2007).

Lipozomlar; hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesiklerin kapsiile edilmesi
amagch farmasotik, kisisel bakim, kimya ve gida endiistrisinde kullanilan; yag gibi
non-polar fazlarin saklanmasi icin ideal olan polar lipitlerden olusan iki tabakali
kiiresel lipit kesecikleridir ve bu polar lipitlerin dogadaki baslica kaynaklari;
yumurta, soya ve aycicek lesitinidir. Gida ve Ilag Dairesi'ne (FDA) gore;
Genellikle Giivenli Kabul Edilen (GRAS) kategorisinde yer almaktadir (Laye ve
ark., 2008). Lipozomlarin gidalarda kullanimi1 sonucunda kapsiillenmis maddenin
stabilitesini arttirmasi ve bu maddenin bulundugu ortamdaki diger maddelerle
etkilesimi niminimize etmesi gibi faydalar1 bulunmaktadir. Diger kapsiilasyon
maddelerine kiyasla olusturulma metotlariin basitligi, tamamen dogal
bilesiklerden olusturulmasi gibi 06zellikleri, lipozomlari bir¢ok enkapsiilasyon
sisteminden ayiran belirgin 6zelliklerdir.

Siklodekstrinler; GRAS listesinde yer alan nisasta tiirevleridir ve toksik
degillerdir. Molekiiler diizeyde enkapsiilasyonun saglanabilmesi, siklodekstrinlerle
kompleks olusturmanin en énemli avantajidir. Boylece aroma konsantreleri, ugucu
yaglar, oleorezinler gibi dogal veya sentetik birlesik (kompozit) sistemlerde
molekiiller arasi etkilesim de engellenebilmekte ¢ok bilesenli gida sistemlerindeki
her bir aroma bileseni ¢ok etkili bir sekilde korunabilmektedir (Szente ve Szejtli,
2004).

Kagit ambalajlar; ucuz, bol ve siirdiilebilir hammaddelerden yapilmis
olmasi, degisik 6zellikte ve kalitede iiretilebilir ve bir¢cok sekle sokulabilir olmas,
diger malzemelerle kaplanabilir ya da c¢ok katli malzeme yapilarina girebilir
olmasi, hafif, genis bir sicaklik araliginda kullanilabilir olmasi, inert 6zellige sahip
olmasi, yaygin tasima ambalajlart olan karton kutu ve kolilere doniistiiriilebilir
olmas1 c¢ok oOnemli artt oOzelliklerindendir. Ayrica; geriye kazanilmaya
elverislidogada kolayca yok edilebildiginden ¢evre dostu olmasi endiistride yaygin

kullanim alan1 bulmasini saglamistir (Soroka, 1999).
2
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Tez calismasinda; kullamlan Hutpak KAagidi, 17-18 gr/m? agirhiginda,
%100 selillozdan mamul, bir yiizii parlak, meyvelerin sarilip muhafazasinda
kullanilmakta olup, 6zellikle narenciye lriinlerinde tercih edilmektedir. Hutpak
kagida alternatif olarak ¢alisilmis olan filtre kagidi ise genellikle seliilozdan
yapilan yar1 gecirgen bir kagittir ve laboratuarlarda vazgegilmezdir. Kullanilan
kagit tlirline gore hizli, orta veya diisiik hizda olabilen filtrasyon yontemi ile kati
veya yar1 kati maddelerin ayrigtirilmas1 amactyla laboratuvarlarda fiziksel bariyer
olarak kullanilir. Ozellikle; bélgemizde narenciye iiretimi son derece énemli bir
tarimsal faaliyet oldugu ve yiiksek ihracat kalemini olusturdugu disiiniildiigtinde
depolama ve pazarlama asamalarinda kalitenin korunmasi ve raf Omriiniin
artirllmasi bolge {ireticileri agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Hasat edilen
irinlerin  biiyilk bir boliimii {ireticiler ve araci-depocular tarafindan c¢esitli
kimyasallar (difenil vb.) uygulanarak depolanmaktaydi. Ancak, yapilan
diizenlemelerle kanserojen oldugu belirlenmis olan difenilli kagit, Avrupa
Birligi’'nde kullanimi yasaklanmig dolayisiyla iilkemizde de Avrupa Birligi
direktiflerine uyum kapsaminda yasaklanmistir. Kullanimi yasak ve kanserojen
olan difenilli kagittin uygulamadan kaldirilmasi, sektorde faaliyet gosteren firmalar
icin kaplama materyali kullanimi konusunda bosluk olusturmakta alternatif
triinlerin  gelistirilmesi  gerekmektedir. Tez c¢alismasi kapsaminda; kagit
ambalajlarda yasak olan kimyasallara alternatif olarak uygulanabilecek aktif kagit
iretimi lizerinde ¢aligilmugtir.

Tiirkiye’de 2019 yilinda 4.301.415 ton turunggil iiretimi gerceklesmis olup,
tiretimin %90’1 Akdeniz, %9’u Ege Bolgesi’nden karsilanmaktadir. (TUIK, 2020).
Turunggiller de diger meyvelerde oldugu gibi bahcede, hasat sirasinda ve hasat
sonrasinda pek c¢ok fungal etmenin neden oldugu hastaliklara maruz kalmaktadir.
Turunggil meyvelerinin dahil oldugu taze meyve ve sebzeler gibi dayaniksiz
diriinlerin hasat ile kullanim arasindaki gecen donemde ugradiklar1 kayiplarin
%50’lere ulastign bildirilmistir (Waller ve ark. 2001). Hedef mikroorganizma

olarak secilen Penicillium expansum ve Penicillum digitatum kiifleri; kif
3
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curiikliigiine neden olmakta, basta turunggil meyveleri olmak lizere elma ve
benzeri iirlinlerde de kaliteyi ve depo omriinii sinirlayan en énemli faktér oldugu
literatiirde de vurgulanmaktadir (Whiteside ve ark., 1989; Ozbek ve Delen, 1995).

Mevcut literatiir ¢caligmalarinda; ¢evre kosullarina karsi kimyasal olarak
stabil olmayan, D-Limonenin uguculugunun geciktirilmesi ile yapisinin korunmasi
amaciyla lipozom ve siklodekstrinin enkapsiilasyon teknikleri ile uygulanabilirligi
tizerine caligmalar yapilmistir. Ancak, D-Limonenin lipozom ve siklodektrin
yontemleriyle kapsiile edilmesiyle limonenin uguculugu geciktirilecek ve
gerceklesebilecek yavas salinim ile birlikte limonenin antifungal etkisinden uzun
stire faydalanabilinecektir. Ayrica; her iki yoOntemin aktif kagit iiretiminde
kullanimiyla ilgili ¢alismalarinin sinirli olmasi, iki yeni enkapsiilasyon tekniginin
kiyaslanacak olmasi tez ¢alismasinin 6zgiinliigiinii olusturmaktadir.

Tez c¢alismasi; antimikrobiyal etkiye sahip limonenin uguculugunun
azaltilarak, c¢evre faktorlerine karsi stabilitesini korumak, istenilen oranlarda
kontrollii sekilde salimini gergeklestirmek i¢in daha verimli yararlanabilmek igin,
lipozom ve siklodekstrin yontemleri ile enkapsiile edilmesi, kagit ambalajlarda
uygulanmasi yoniinde kurulmustur.

Tezin amaci; gida ambalajlanmasinda kullaninan kagit ambalajlarin
kaplanmasinda kullanilan kimyasallara alternatif olarak, dogal D-Limonenin
kapsiile edilmesi, verimlilik ve salimim konusunda en uygun enkapsiilasyon
yonteminin  kiyaslarak belirlenmesi ve kagitta antimikrobiyal etkisinin

arasgtirilmasidir. Bu amacla;

e D-Limonenin lipozom ve siklodekstrin yontemleri ile enkapsiile
edilmis ve enkapsiilasyon verimliligi belirlenmistir.
e Hutpak kagitlart ve filtre kagitlar1 D-Limonen igerikli ¢ozeltiler ile

daldirma yontemi ile birlestirilmistir.
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e Kagidin fiziksel 6zelliklerinde olusabilecek degisimler belirlenmistir.
(Germe testi, Renk analizi)

e Kagit 6rneklerinin depolama siiresince aktif 6zelliklerindeki degisim;

e Kagit 6rneklerinde kalan D-Limonen miktari

e Kagidin zamana bagl antifungal 6zelligindeki degisim belirlenmistir.
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2.ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Gida Ambalajlamada Kagit Kullanim

Gida sanayisinde yaygin Olclide kullanmilan kagit esasli ambalaj
malzemelerinin ana hammaddesi, birincil odun selillozu ve ikincil atik kagit
elyaflardir. Kagit tiretim teknolojisi genel olarak; odun, yillik bitki, atik kagit gibi
hammaddelerden kimyasal, yar1 kimyasal ve mekaniksel yollarla olmakta ve bu
sayede fiziksel Ozellikleri gelistirilmektedir. Kagidin malzeme niteliklerinin
tanimlanmasinda kullanilan Olgilebilir &zellikler; kagidin cinsi, kalmlik veya
gramajdir. Gramaj, standart ¢evre kosullarinda (20°C sicaklik ve %65 bagil nem)
kagidin birim alaninin agirhgidir ve genellikle g/m? birimi ile belirtilir.

Kagitlarin kriterlerinin belirlenmesinde; optik ozellikler (renk, parlaklik,
matlik), dayanim ozellikleri (gerilme giicti, ¢cekme dayanimi, baslangi¢c yirtilma
dayanimi, patlama dayanimi), gegirgenlik 6zellikleri (nem ve gaz) gibi 6zellikler
etkili olmaktadir. Kagit ¢esitleri ve kagit esasli ambalajlar; Sargilik kagitlar ( Kraft,
siilfit, parsomen, hutpak vb.), karton kutular, oluklu mukavva kutular, viol,
polistirenli kutular olarak simiflandiriimaktadir (Ugiincii, 2007).

Kagit ve karton malzemeler oOzellikle; restaurantlarda sicak icecek ve
yiyeceklerin ambalajlanmasinda, sallama c¢ay posetlerinde kullamlan filtre
kagitlarinda, firin/pastane iiriinlerinin ve kuru gidalarin ambalajlanmasindaki gibi
cok farkli amagclar icin kullanilmaktadir. Ayrica; un, seker ve makarna gibi
gidalarim ambalajinda sebze, meyve ve yumurtalarin taginmasimda da siklikla
karsimiza ¢ikmaktadir.

Ozellikle narenciye fiiriinlerinde sargi kagit olarak kullanilan Hutbak
(Foodpack) kagitlari; 18-32 gr/m? arasinda beyaz ve renkli olarak {iretimi yapilan,
%100 seliilozdan mamul ve geri doniistiiriilebilir, bir ylizii parlak olup tam tutkall
kagit c¢esididir. Tiiketime hazir gidalarda, laminasyon {riinlerinde, hediyelik
esyalarda, tekstil sanayisinin farkli alanlarinda da kullanilmaktadir. Literatiir

incelendiginde; hutpak kagit ile yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamustir.
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Sekil 2.1. Hutpak kglt ornekleri

Filtre kagidi; genellikle selillozdan yapilan yar1 gecirgen bir kagittir.
Kantitatif ve kantitatif rutin analizler i¢in idealdirler ve laboratuvarlarda
vazgegilmezdir. Kullanilan kagit tiiriine gore hizli, orta veya diisiik hizda olabilen
filtrasyon yontemi ile kati veya yar1 katt maddelerin ayristirilmasi amaciyla

laboratuvarlarda fiziksel bariyer olarak kullanilir.

Sekil 2.2. Filtre kagit drnekleri

2.2. Kagit Esash Aktif Ambalaj Uygulamalar

Gida ambalajlari, gida giivenligini artirmaya ve raf Omriini uzatmaya
yardimc1 olarak, gida {irlinlerinin UV 15181, oksijen, su buhari, basing, 1s1 gibi
cevresel faktorlerden korunmasinda hayati bir rol oynamaktadir. Aktif paketleme
teknolojileri ile ekolojik sorunlarin ¢éziimiinde ve tiiketici kabul edilebilirligini
artirmada olumlu etkileri nedeniyle daha yenilik¢i yaklagimlar iizerinde

calisilmaktadir.
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Aktif ambalajlama sentetik katki maddeleri i¢erebilmesine ragmen, aktif
gida paketleme i¢in biyolojik olarak parcalanabilen malzemelerde ugucu yaglar
gibi biyoaktif bilesiklerin kullanimina artan bir ilgi vardir. Kagit ambalaj
uygulamalar1 biyolojik olarak pargalanabilir ve yenilenebilir oldugundan ¢evresel
acidan giivenlidir (Khwaldia ve ark., 2010; Singh ve ark., 2017).

Literatiirde aktif kagit ambalaj {iretimi iizerine yapilmis smirlt sayida
calisma mevcuttur (Lopez-Gomez ve ark., 2020; Akbas, 2017). Bu c¢aligmalarda
daha ¢ok tar¢in, kekik ugucu yaglar1 kullamilmistir. Literatiirde aktif kagitlarin
depolama stabilitesini belirlemeye yonelik ve D-Limonen igerikli aktif kagit
iiretimi {izerine bir calismaya rastlanilmamistir. Akbag (2017), tar¢in yagiyla
kaplanmis aktif kagit tabakalarin tasarimi isimli ¢alismada; Ug kaplama teknigi,
daldirarak, ultrasonik (80 kHz and 100% giigte) ve vakum altinda (50 kPa)
kaplama ile tar¢in yagim kagitlarla birlestirmislerdir. Ug farkli konsantrasyonda
(2%, 4% ve 6% (v:v)) hazirlanan targin yagi-etanol soliisyonu, kaplama ortami
olarak kullamlmistir. Farkli metod ve tar¢in yagi konsantrasyonu kullanilarak
hazilanan kagitlarda, sinamaldehit icerigini belirlemek igin, GC-MS analizleri
yapilmistir. Buna ek olarak, iiretilen aktif tabakalar1 degerlendirmek i¢in toplam
fenolik madde miktari, antioksidan aktivite, Aspergillus niger ve Penicillium
expansum a kars1 olan antimikrobiyel aktivite analizleri yapilmistir. Bu ¢alismada,
sinamaldehit miktar1 ile Aspergillus niger ve Penicillium expansum’ a karsi olan
antimikrobiyel etki arasinda yliksek sekilde korelasyon oldugu bulunmustur. Tim
kaplama teknikleri, kagit matrikse tarcin yagi gecisi agisindan basarili olmustur
fakat yapilan ¢ogu analizde ultrasonik kaplamanin diger tekniklerden 6nde oldugu
belirlenmistir.

Rodriguez ve ark. (2007), gidalarla temas etmesi amaclanan kagit ambalaj
malzemeleri i¢in parafin bazli "aktif kaplamalarda"; karanfil, tar¢in, kekik,
sinnamaldehit ile zenginlestirilmis dogal ucucu yaglarin antimikrobiyal etkisini
degerlendirmislerdir. Yapilan analizlerde; tar¢inli parafin kaplamasi, Candida

albicans, Aspergillus flavus mikroorganizmalarini tamamen inhibe ettigi ve hem
9
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Penicillium nalgiovense hem de Penicillium roqueforti'ye karst énemli etkinlik
sagladigi gorilmiistir. Buna Kkarsilik, test edilen gram-pozitif bakteriler de
(Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis ve Staphylococcus
aureus) hicbir inhibisyon gézlenmezken gram-negatif bakterilere kars1 inhibe edici
aktivite gosteren tek aktif kaplamanin, zenginlestirilmis tar¢in esansiyel yagi
oldugunu bildirmislerdir.

Rodriguez ve ark. (2008), tar¢in ugucu yagimin kat1 balmumu parafin ile bir
aktif kaplama olarak birlestirilmesine dayanan calismada yeni bir aktif kagit
ambalaj gelistirmislerdir. Aktif kagidin antifungal aktivitesi in vitro kosullarda
Rhizopusstolonifer'e  karst  test edilmis  sonuclarin, aktif  kaplama
formiilasyonundaki ugucu yag miktar1 agirlikca % 6 oldugu zaman R. stolonifer'in
biliylimesini tamamen engelledigini gostermistir. Daha sonra aktif kagit, farkh
saklama siireleri kullanilarak dilimlenmis ekmek iizerinde denenmis, 3 giinlik
depolamadan sonra tar¢in esansiyel yagi ile neredeyse tam inhibisyon elde
edilmistir. Kat1 faz mikro ekstraksiyonu ile kalitatif analiz ve dilimlenmis ekmekte
sinnamaldehit tayini de gerceklestirilmis ve kiifiin engellenmesi ile ekmegin

icindeki sinnamaldehit miktar1 arasindaki giiglii uyusmay1 dogrulamistir.

2.3. Esansiyel Yaglar

Orta g¢aglardan beri ugucu yaglar; ilag, sithhi, kozmetik, tarim ve gida
endistrilerinde bakterisidal, viriisidal, fungisidal, antiparazitik, insektisidal, tibbi ve
kozmetik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ucucu yaglar;,
cogunlukla aromatik bitkilerden damutilarak, terpenler ve terpenoidler, fenolden
tiiretilmis aromatik bilesenler ve alifatik bilesenler gibi cesitli ucucu molekiiller
igerirler (Bakkal1 ve ark., 2008).

Ugucu yaglar; sivi, ugucu, berrak ve nadiren renkli, yagda ve genellikle
sudan daha diisitk yogunlukta organik coziiciilerde c¢oziiniir. Ucucu yaglart elde
etmek ic¢in; distilasyon ve ekstraksiyon yoOntemleri uygulanmakta olup; su

distilasyonu (HD), siiperkritik sivi ekstraksiyonu (SFE), mikrodalga ekstraksiyonu
10
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(MWE) ve kati-faz mikroekstraksiyonu (SPME) gibi yontemler son yillarda
uygulanan yontemlerdir. Ugucu yaglarin bakterisidal ve fungisidal 6zelliklerinden
dolayi, ekolojik dengeyi korumak i¢in sentetik kimyasal tiriinlere alternatif olarak
farmasotik ve gida kullanimlan giderek daha yaygin hale gelmektedir (Attokaran,
2017; Burt, 2004; Zhao ve ark., 2019).

Ugucu yaglar, dogada halihazirda gozlemlenen ozellikleri nedeniyle,
parfiimlerde ve makyaj frlinlerinde, sihhi triinlerde, discilikte, tarimda, gida
koruyucu ve katki maddesi olarak ve dogal ilaglar olarak kullanilmaktadir.
Omegin, D-Limonen, geranil asetat veya d-karvon, parfiimlerde, kremlerde,
sabunlarda, yiyecekler icin aroma katki maddeleri olarak, ev temizlik iiriinleri i¢in
koku olarak ve endiistriyel ¢oziiciiler olarak kullanilir (Silva ve ark., 2003).

Ugucu yaglar, aromatik bitkilerin cesitli kisimlarindan elde edilen ucucu
stvilardir ve aroma bilesiklerine gore tanimlanabilirler. Bu biyoaktif bilesikler, gida
kaynakli patojenlerin bilylimesini onleme ve gida triinlerini koruma yetenekleri
nedeniyle aktif paketleme i¢in uygundur. Ugucu yaglarin aktif gida ambalajlarina
yonelik mevcut uygulamalart meyve, sebze, balik iirlinleri, et tiriinleri, siit ve siit
tiriinleri, ekmek ve unlu mamuller gibi farkli gida gruplarina uygulanan film ve
kaplama formundaki kullanimlarini igerir. Ugucu yag bilesenlerinin yapisal
diizenlemesi, nihai ambalaj malzemesi mikro yapisi {izerinde bir etkiye sahiptir

(Sharma ve ark. 2021). Ugucu yaglar;

» Tiirline ve konsantrasyonuna bagli olarak malzemelerin ¢ekme, bariyer
ve optik (renk, parlaklik ve seffaflik) 6zelliklerini artirabilir.

» Oksijen tutucu olarak hareket etme yeteneklerinden dolayr ambalaj
malzemelerinin antioksidan aktivitesini arttirir ve aktif maddelerin
kaplanmis gida tiriinlerine difiizyonuna izin verir.

» Yiiksek miktarda biyoaktif bilesik icerdiginden, ambalaj malzemesinin
antibakteriyel oOzelliklerini iyilestirir ve bu da gidalar1 patojenik

bakterilerden korur.
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Ugucu yaglarin biyolojik olarak parcalanabilen malzemelerde katki maddesi olarak
kullanilabilmesi i¢in Avrupa Komisyonu tarafindan tescil ettirilmesi gerekmektedir
(Sharma ve ark. 2021). Ugucu yaglar kullanilarak yapilan aktif 6zellikteki yenebilir
film caligmalarina iliskin veriler Cizelge 2.1°de verilmistir. Cizelge incelediginde;
ucucu yaglarin farkli biyopolimerlerde kullanimlar1 sonucunda elde edilen
kazanmimlar verilmistir. Ayrica antimikrobiyal ve antioksidan etkilerin ugucu yag

o

tiirline gore degistigi goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Ugucu yag igerikli biyopolimer esasli film ¢alismalar1 (Sharma ve ark.,

2021)
U}g;';lgu Biyopolimer Onemli Bulgular Referans
o En gigli antimikrobiyal
aktivite gosteren yagin
Kekik kekik  yagi  oldugu
ad! belirlenmigtir.
}L/in%n e FEsansiyel yaglar ve | Acevedo-
< ” polisakkaritler  igeren | Fani ve ark.
32” Y& Sodglgpinat nano emiilsiyonlarin | (2015)
adacayi yenilebilir film
adil olusturmak igin
yag kullanilabilecegi
belirlenmigtir.
e Filmin fonksiyonel
ozelliklerini,
. . antimikrobiyal ve | Zheng ve
Ojenol | Kitosan — pektin antioksidan 6zelliklerini | ark. (2019)
nigastasi e e
gelistirildigi
belirlenmigtir..
o Filmlerin su bariyeri
6zelliklerini
Tarcin Kitosan sakizi gelistirilmistir. Xu ve ark.
av‘f arap  yenilebilir o  Blyik slciide | (2019)
yag film geligtiriimis antioksidan
etkinligi saglanmigtir.
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E. coli ve S. aureus'a

karsi gliglii
antibakteriyel  aktivite Dos Santos
. gorilmagtiir. .
}}/(aegllk Soya proteini Daha iyi  mekanik Z:;glgg;g) ve
Ozellikler gdsterdigi ve
su  buhari  bariyeri
oldugu géralmustiir.
Azaltilmis cekme
mukavemeti ve  su
bariyeri ozellikleri
Biberiye gasteraigi gorulmustir. %Zfae:di
yagdi, Kitosan pektin ve Sae{'/itgg;?'gr esneldll Wani ve
nane nigasta polimeri g § ' . Aksine
yagi B. subtilis, E. coli ve (2019)
L.monocytogenes’e
karsi inhibisyon bélgesi
en az %40 artmistir.
Gelistirilmig ISI
stabilitesi saglanmistir.
Karanfil | Narenciye pektini S. aureus , ve I\gg% ve ark.
Yagi L.monocytogenes’e (2018)
kargi antimikrobiyal
etkinlik gérilmdastiir.
Alexandre,
Zencefil e C Lourenco,
esansiyel Gelfg}‘/r//mlg qnt/oks@a_n Bittante,
yagi Jelatin bazli film aktivite g o_z/enm/§t/r, Moraes ve
ancak antibakteriyel Amaral
aktivite gbzlenmemigtir. Sobral (2016)
. . ) Tavuk lzerinde C. jejuni
Kekik B SIhodek.s?r/.n (s karsi mikemmel | Lin ve ark.
. CD) e-polilisin > . .
esansiyel nanopartikiller antimikrobiyal  aktivite | (2018)
yagi jelatin ’ sergilemigtir.

13




2.ONCEKI CALISMALAR

Hatice Cagla PAN

Karanfil yagi %80 UV
engelleme ozelligi
sergilemigtir.

Karanfil | Polilaktik asit ve S. aureus'un 6,5 log | Sharma ve
esansiyel | poli(biitilen)adipat- CFUMI ‘dan 0 log | ark.(2020a)
yagi ko-tereftalat) CFU/mL’a  azaltilarak
tamamen  6ldliriilmesi
g6zlenmigtir.
S. aureus'a karsi
L inhibitér etkiler artti .
Biberiye . : .. ’ | Mohsenabadi
esansiyel N/§e?sta-l§arbok31 dahg yukigk su buhari ve ark. (2018)
< metil seliiloz gecirgenligi
yagi .. oy
gbzlenmisgtir.
Agirlikca %10 targin
yagi - PLA-PBAT film
uv engelleme
ozelliginde %80 artig
Targin Polilaktik asit ve gézlenmistir. Sharma ve
. poli(bditilen) E. coli biyofilmini
e:§731y el adipat-ko- %89,82 oraninda 2029
yag tereftalat) inhibe etmistir.
S. aureus bliyiimesini
4,26  log CFU/mli
azaltmigtir.
0 %1,5 ticari kekik yagi ve
5;%?”}/ © %5 dogal mersin yagi
Mersin Polilaktik asit Aspergillus niger  sp. Yahyaoui ve
< karsi antifungal | ark. (2016)
yagr ve | (PLA) . .
, aktiviteyi 6nemli 6lgtide
Kekik
. arttirmigtir.
yagi

Aromatik bitkiler ve bunlardan elde edilen esansiyel yaglar, tiim diinyada

oldugu gibi iilkemizde de yiizyillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi

amaciyla ve gida iirlinlerinde koruyucu ve lezzet verici olarak kullanilmaktadir.

Gelisen teknolojiye paralel olarak kullanimi gittikge artmis bulunan sentetik katki

maddelerinin saglik {lizerinde bircok yan etkilerinin ortaya konmus olmasi ve

14




2.ONCEKI CALISMALAR Hatice Cagla PAN

mikroorganizmalarin sentetik antimikrobiyallere karsi direng olusturmasi gibi
nedenler, tibbi ve aromatik bitkilerin ve bunlardan elde edilen esansiyel yaglarin ve
ekstraktlarin kullanimin1 tekrar 6n plana ¢ikarmis ve bu firiinlerin gidalarda,
hayvan yemlerinde ve organik taritm uygulamalarinda  kullaniminin
gelistirilmesiyle ilgili ¢aligmalar1 hizlandirmistir.

Bitki esansiyel yaglarinin antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidatif
ve antimutajenik etkilerine yonelik elde edilen arastirma sonuglari genel olarak
pozitif yondedir. Bu nedenle bitkisel ugucu yag ve ekstrakt kullaniminin etkili
¢ozlim yollarindan biri olabilecegi kabul edilmektedir. Bitki esansiyel yaglarinin
cogunda mutajenik etkinin goériilmemesi, bu yaglarin bircok sentetik gida katki
maddesinin yerine kullanilabilecek potansiyel bir kaynak oldugunu gdstermektedir
(Germinara ve ark, 2017; Hassoun ve Emir,. 2017; Kalagatur ve ark, 2018; Pateiro
ve ark., 2018).

Son yillarda ugucu yaglar, diger sektorlerde artan kullanimiyla birlikte gida
sektoriinde de aroma vermek, gidanin kalitesini arttirmak, oksidasyon ve
mikrobiyel aktivite sonucunda olusabilecek bozulmalari minimize etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Hava, 151k, nem ve yiiksek sicaklikta kimyasal olarak stabil
olmayan ugucu yaglar, olduk¢a hizli bozulmaya ugrarlar. Esansiyel yaglar, gida
ambalajma dahil edildiginde antioksidan ve antimikrobiyal oOzelliginde artig
saglama, UV bariyeri 6zelligi olusturma gibi sayisiz 6éneme sahiptir. Ancak, ayni
zamanda birka¢ smirlamasi vardir. Ugucu yagin aktif ajan olarak kullanmilmasinin
dezavantajlari, diisiik ¢oziiniirligi, yiiksek uguculugu, giiclii aromas: ve gidalarin
organoleptik 6zelliklerini olumsuz etkileme olasiligidir. Ayrica ugucu yaglar zayif
cOziiniirlige, 1s1 ve 1sik hassasiyetine ve yiiksek ucuculuga sahiptir. Bunlar
nedeniyle, ugucu yagin ambalajdan malzemesinden kaybi hizli olabilmektedir.
Ugucu yaglarin uguculugunu azaltmak i¢in nano emiilsifikasyon ve enkapsiilasyon
teknolojisinden faydalanilmaktadir (Sharma ve ark. 2021).

Ugucu yagin gida ambalajindaki bir diger énemli dezavantaji, gidalarin

organoleptik &zelliklerini olumsuz etkileme olasiigidir. Uriindeki ucucu yag
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seviyesi yiiksekse, kabul edilebilir organoleptik seviyesini asabilir ve bu da gida
Uriiniiniin dogal tadinin degismesine neden olabilmektedir (Ribeiro ve ark., 2017).

Bu sorunlara ¢6ziim olarak gelistirilen mikroenkapsiilasyon teknolojisi ile
ucucu yaglarim uygun dzellikteki katmanlar araciligiyla kaplanarak uguculuklarinin
geciktirilmesi saglanmakta ve bu sayede igerdigi bilesenlerin korunmasi, sivi gida
formunun kuru toz formlara doniistiiriilmesi, raf omriiniin uzatilmasi, isleme,
depolama ve tagima siireclerinde karsilasilabilecek olasi problemlerin azaltilmasi
saglanmaktadir (Jackson ve ark., 1991).

Depolama siireleri boyunca, bozulmaya neden olan mikroorganizmalara ve
lipid oksidasyonuna kars1 ¢ok hassas olan ¢esitli gidalarin olmasi piyasada yiiksek
kayiplara yol agmaktadir. Ayrica, saglikli ve giivenli gida firlinlerine yonelik
stirekli artan tiiketici talebi, arastirmacilari, gidalarin kalite ve giivenligini birlikte
besin degerlerini ve duyusal ozelliklerini koruyarak gelistirmek ig¢in daha dogal
alternatif yaklagimlar bulmaya yoneltmistir. Ugucu yaglarin, Avrupa Komisyonu
(EC) ve FDA tarafindan katki maddesi olarak onaylandigindan, artik sentetik
koruyucular yerine gida iriinlerinin iizerinde kullanilmalari igin ¢alismalar
artmaktadir. Ayrica, biyoaktif 0Ozellikleri nedeniyle aktif ambalajlarda katki
maddesi olarak kullanilan ugucu yaglara artan bir ilgi vardir. Bu g¢aligmalarda
esansiyel yaglarinin ambalaj malzemeleriyle bilesmesi saglanarak taze iirlinlerde
biyojenik aminlerin gelisiminin kontrol altina alinmasi ve antimikrobiyal 6zellikte
ambalaj malzemesigelistirilmesi {izerine patent basvurulart yapilmaktadir (Ribeiro

ve ark., 2017).

2.4. Limonen
2.4.1. Limonenin Kimyasal Yapisi

Turunggil kabuk yaginda bulunan ugucu yaglarin biiyliik cogunlugu
terpenlerden (monoterpen, sesquiterpen) olusmakta olup, bu monoterpenler,
turuncggil yaglarinin ana bilesenlerini olustururlar. Bu monoterpenlerin ana bileseni

ise [limonen olmasma ragmen i¢inde bulunan oksitlenmis terpen tiirevi ve
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miktarindaki farkliliktan dolay1 her turunggil yaginin kokusu ve aromasi farklidir.
Ornegin portakal kabuk yaginda limonen igerigi %90’dan fazla iken, limon kabuk
yaginda limonen igeriginin % 65 civarinda oldugu bildirilmektedir (Ruberto, 2002).
Limonen (p-menta-1,8-dien) portakal, mandalina, limon ve greyfurt gibi narenciye
meyvelerinden elde edilen yagin ana maddesidir. Limonen’in aktif formu D-
Limonendir (Bacanl ve ark., 2017).

Limonen (CAS-No. 138-86-3), D- veya L-enantiyomerlerin bir karigimi
olarak dogal olarak olusan siklik bir monoterpendir. D-Limonen (CAS-No. 5989-
27-5) hos portakal veya turunggil benzeri kokusuyla bilinirken, L-limonen (CAS-
No. 5989-54-8) genellikle hos olmayan terebentin benzeri bir kokuya sahip oldugu
belirtilmistir. Oda sicakliginda limonen renksiz bir sivi olusturur. Limonen; 136,24
g / mol molekiiler agirliga sahiptir, yliksek derecede lipofiliktir (logPOW = 4,57)
ve sonug olarak suda ¢ok az ¢oziiniir (25 © C'de 13,8 mg / L).Limonenin kimyasal
yapist Sekil 2.3’te verilmistir. FDA’a gore; GRAS kategorisinde yer almaktadir
(FDA, 2017).

In vivo ve in vitro ¢alismalarda D-Limonen’in antimikrobiyal, antioksidan,
antienflamatuar, anti-stres ve muhtemel hastalik onleyici 6zelliklere sahip oldugu
belirtilmistir (Roberto ve ark. 2010).

Feng ve ark., (2017), calismasinda; ugucu yaglarin ¢esitli gida kaynakli
patojenlere karsi etkili antimikrobiyal ajan olduklarin1 ancak, kendine 6zgii tat ve
kokularindan dolay1 gida muhafaza alanindaki uygulamalarinin smirli kaldigini
belirtmiglerdir. Nitekim D-Limonenin ugucu yag olmasi ve ugucu bilesenlerin
kolayca c¢evre kosullarindan etkilenerek buharlasmasinin geciktirmek igin
mikroenkapsiilasyon teknolojisinden yararlanilmaktadir. Mikroenkapsiilasyon
ucucu yaglara bir kalkan olusturarak stabilitesinin korunmast, raf mriiniin artmasi,
kontrollii salimiminin saglanmasi, tat ve kokunun maskelenmesi, tasinma kolayligi,

besinsel kaybinin azaltilmas1 gibi bir¢ok avantaj saglayabilmektedir.
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Sekil 2.3. Limonenin kimyasal yapist

2.4.2. Limonenin Antimikrobiyal ve Antioksidan Aktivitesi

Limonenin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili en eski arastirmalar 1950
'lerin baslarina kadar uzanmaktadir ve o zamandan beri tartisilmaktadir. Dabbah ve
ark.,(1970) yapmis oldugu c¢alismada; portakal, limon, greyfurt ve mandalina
meyvelerinden D-Limonen ile ugucu yaglarinin inhibitor etkisini kiyaslayarak,
limonenin antimikrobiyal ozelliklerini arastirmis; saf limonenin bu meyvelerde
bulunan diger ugucu yaglara kiyasla antimikrobiyal etkisinin oldukg¢a etkili
oldugunu bulmustur. Winniczuk ve Parish (1997), calismalarinda; diisiik saflikta
D-Limonenin (% 66) tiim mayalarin ve gram-pozitif bakteri biiyiimesini inhibe
ederken, gram-negatif bakteri tiirlerine karst etkinlikten yoksun oldugunu
gbzlemlemistir.

Dorman ve Deans (2000), calismalarinda; limonenin antimikrobiyal
aktivitesini taramislar ve genis bir mikroorganizma yelpazesine karsi orta diizeyde
aktivite gosterdigini bulmuslardir. Bugiine kadarki c¢aligmalar g6z Oniinde
bulunduruldugunda; 6nemli miktarda antimikrobiyal elde etmek igin nispeten
yliksek D-Limonen konsantrasyonlarina gereksinim duyuldugunu belirlemislerdir.

Literatiir incelendiginde; Limonenin maya ve kiifler iizerine antimikrobiyel
etkisini belirlemeye yonelik yapilan c¢alismalarda, etkinin mikroorganizma tiiriine
bagh olarak degisebilecegi vurgulanmigtir (Zahi ve ark, 2015; Marianna ve ark,
2011; Umagiliyagea ve ark. 2016).

D-Limonenin gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahip oldugu ve organizmalari

oksidatif hasardan korudugu ve serbest radikalleri bertaraf ettigi tespit edilmistir
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(Maréstica ve ark., 2009; Martinez ve ark., 2017; Sarjono ve ark., 2019). Ayrica D-
Limonenin lipit peroksidasyonu azalttig1, antioksidan enzim aktivitelerini (SOD,
CAT, GPx, GST) arttirdig1 belirlenmistir (Tang ve ark, 2019).

Ozellikle son yillarda sentetik katki maddelerinin potansiyel tehlikeleri
nedeniyle tiiketicilerin dogal bilesenlere olan artan talebi dogrultusunda gidalarda
koruyucu olarak kullanilan kimyasallara karsi bir alternatif olabilecegi
belirtilmistir. Limonen esansiyel yaginin antimikrobiyal ve antioksidatif etkilerine
yonelik elde edilen arastirma sonuglar1 genel olarak pozitif yonde olup, bircok
sentetik gida katki maddesinin yerine kullanilabilecek potansiyel bir kaynak

oldugunu gostermektedir.

2.4.3. Limonenin Antikanser ve Insektisit Aktivitesi

Limonen, gesitli kanser tiirlerine kars1 kemopreventif 6zellikleri nedeniyle
aragtirilmig olup; limonenin saf formda veya portakal kabugu yagmin (>% 90 D-
Limonen) bir bileseni olarak uygulanmasi, meme, deri, akciger ve on mide
kanserlerinin gelisimini inhibe ettigi goriilmiistiir (Elson ve ark., 1998; Haag ve
ark., 1992). Ucucu yaglar ve bilesenleri, zengin bir biyoaktif kimyasal kaynag:
olduklar i¢in depolanmis {iriinlerin korunmasi agisindan; tarim ilaglar1 olan sert
pestisitlere karsi gekici bir alternatif olarak giderek daha fazla kabul edilmektedir
(Shaaya, 1997). Limonen, bdcek oldiiriicli 6zellikleri oldugu bilinen birgok siklik
monoterpen arasindadir. Daldirma yontemini kullanarak, ortama % 50 limonen ile
miidahale edildiginde su stimbiilii bitinde % 73'liik bir 6lim orani oldugunu
belirlemistir (Haag, 1986).

Yapilan bir calismada; fiimigasyon yoluyla limonene maruz birakilan
piring bitlerinde 19 ppm'lik bir LCso degerine sahip oldugunu belirtmislerdir.
Ancak, bu bilesigin bir sindirim testi kullanilarak hamambdcekleri tizerinde ¢ok az
etkiye sahip oldugu veya hi¢ olmadigi bulunmustur (Karr ve Coats, 1992). Sonraki
caligmalarda limonenin hem Rhyzopertha dominica hem de Tribolium castaneum

i¢in Oldiiriicli oldugu bulunmustur (Prates ve ark., 1998).
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2.4.4. Limonen Ugucu Yaginin Gida Endiistrisinde Kullanim

D-Limonen igeren aktif ambalaj uygulamalar1 mevcut olup; gerek yenilebilir
kaplamalara ilave edilerek gidalara uygulanabilmekte gerekse polimerlere (sentetik
veya biyopolimerelere) ilave edilerek aktif 6zellik kazandirilmaktadir.

Dhitala ve ark. (2018), calismasinda; ¢ileklerinin raf Omriiniin
uzatilmasinda ve kalite parametrelerinin korunmasinda etkinligini belirlemek igin
yenebilir kaplama malzemesi olarak limonen lipozomlarini ince film dehidrasyon
yontemi kullanilarak hazirlamistir. Toplam maya ve kiif sayimlari, tepe boslugu
atmosfer analizi, pH, titrasyon asitlikgi, toplam antosiyanin icerigi ve toplam
fenolik madde analizleri yapilmistir. 4°C depolamada 14 giin boyunca meyve
kalitesinin korundugu goriilmiis olup, ¢ileklerin daha diisiik solunum hizina sahip
oldugu ve depolama boyunca daha yiiksek toplam antosiyanin igerigine sahip
oldugu belirlenmistir. Bdylece enkapsiille limonen lipozomlarinin, g¢ilek
meyvelerinin raf omriini uzatmak ve kalitesini korumak igin faydali oldugu
bulunmus, lipozomlarmin ¢ileklerin hasat sonrasi kalitesini korumada etkili
olabilecegi kanitlanmustir.

Arrieta ve ark. (2013), gida ambalaji uygulamalarinda PLA-limonen
karigimin karakterizasyonu adli c¢alismasinda; limonenin PLA(Polilaktik asit)’e
ilavesi, ile PLA filmlerinin mekanik 0&zellikleri iizerindeki etkisi kopma
uzamasinda bir artig ve elastik modiilde bir azalma seklinde belirlenmistir.
Filmlerin plastiklesme 6zelliginde gelisme gdzlemlenmis, oksijene karsi bariyer
ozelliklerinin ise azaldigi berlirlenmistir. Bu sonuclar, gida ile temas eden
malzemeler i¢in esnek filmler elde etmek i¢in dogal bir PLA plastiklestirici olarak
limonenin kullanilmasinin ve hatta aktif paketleme sistemlerinde aktif bilesik
olarak test edilmesinin fizibilitesini gostermistir. Petro-polimerlere umut verici
alternatif olarak gelistirilen biyobozunur filmlere limonen ilavesiyle; filmlerde
dogal plastiklestici gorevi gorerek esneklik kazandirmis, mekanik ozelliklerini

tyilestirmistir.
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Maleki ve ark. (2018), yapmis oldugu calisma sonucunda; MAP (Modifiye
Atmosferde Paketleme) ile kombinasyon halinde kitosan-limonen kaplamanin,
salatalikta agirlik kaybi, sertlik, renk, pH, organoleptik o6zellikler gibi meyve
kalitesi ozelliklerini koruyarak {iriiniin hasat sonras1 Omriinii uzatabilecegini ve
mantar biiylimesinin baskilanmasiyla ciiriimeyi azaltabilecegini belirlemislerdir.
Yapilan kaplamayla yar1 gecirgen bariyer dzellik saglanmis ve bu sayede daha

diistik agirlik kaybina neden olan solunum hizi ve su kaybi oldugu tespit edilmistir.

2.5. Enkapsiilasyon Teknolojisi

Enkapsulasyon; bir maddenin veya karigimin baska bir madde veya sistem
ile kaplanmasi1 veya hapsedilmesi olarak tanimlanmaktadir Enkapsiilasyon 3 farkl
boyutta yapilabilir; nanoenkapsiilasyon (200 nm=0.2 pm‘den kiiciik),
mikroenkapsiilasyon (0.2-5000 um) ve makroenkaspsiilasyon (5000 pum‘den
biiyiik) olarak siniflandirilabilir. Enkapsiilasyon teknolojisiyle; gida sektorunde
genellikle, sivi damlaciklarin, kati partikullerin veya gaz bilesenlerinin gida
safliginda kaplama materyalleri ile kaplanmasi ile; gidalarin raf 6mriinii artirilmasi
besin degerinin artirilmasi, olgunlagma siiresinin kisaltilmasi, gidalarin dogalliginin
korunmasi ve fonksiyonel ozelliklerinin gelistirilmesi ile hedef bolgede etki
gostermesi gibi faydalar saglanmaktadir (Madene ve ark., 2006).

Enkapsiilasyonla gida maddesinin stabilizasyonu saglanirken, enkapsiile
edilen maddenin yavas salimi da gergeklestirilebilir (Gokmen ve ark, 2012). Gida
iiriinleri icerisinde cogunlukla kati ve sivi yaglar, aroma bilesenleri, vitaminler,
mineraller, renk bilesenleri ve enzimler mikroenkapsule edilmektedir. Bitki 6zii
bilesiklerinin cesitli endiistriyel uygulamalarinda bazi smirlamalarin  olmast,
driinlerin  fizikokimyasal oOzelliklerini, biyolojik aktivitelerini, raf Omriinii
iyilestirmesi, ve etkinligini optimize edilmesi acgisindan enkapsiilasyon teknolojisi
son yillarda gelismektedir (Cristina ve ark., 2021).

Mikroenkapsiilasyon teknikleri ii¢ ana kategoride smiflandirilabilir:

ekstriizyon, emiilsiyon ve dehidrasyon (Cassani ve ark, 2020). Yontem se¢imi,
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nihai {irlin 6zelliklerinine gore belirlenmekte olup; genel kapsiil boyutu, kullanilan
kapsiilleme teknolojilerine gore degisir. Kapsiilleme islemi genellikle {i¢ asamada
gergeklestirilir. Mikrokapsiil liretmek i¢in ii¢ geleneksel adimin sematik gosterimi

Sekil 2.4’te verilmistir.

B salsdiE F s T PBakil-E

gkl el IeSIEin Lal

sivi (¢dziinme veya dagilma) kati matris {aglomerasyon veya
matrisine adsorpsiyon)

Piiskiirtme -Ekstriizyon -

Emiilsifikasyon Karigtirma ve toz haline getirme

buharlasma, katilasma ve

Koy aa polimerizasyon jellesme

Sekil 2.4. Mikrokapsiil {iretmek igin ti¢ geleneksel adimin sematik gosterimi (Sarao
ve Arora, 2017)

Ilk asamada, biyoaktif bilesenin bir kati (aglomerasyon veya
adsorpsiyon) veya sivi (¢Oziinme veya dagilma) matrisine dahil edilmesi
bulunurken, ikinci agsamada, katt matris ¢ozeltisi durumunda sivi matris dagitilir
veya piiskiirtiiliir. Uciincii asama, sistemin fiziksel (buharlasma, katilasma ve
kaynagma), kimyasal (polimerizasyon) veya fizikokimyasal (jellesme) siirec
yoluyla stabilizasyonuna karsilik gelir. Ayrica bu mikropartikiiller, lipozomlar,
molekiiler inkliizyon, koaservasyon veya birlikte kristalizasyon kullanilarak da elde

edilebilir (Sarao ve Arora, 2017). Genellikle gida endiistrisinde kullanilan
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gelencksel — mikrokapsiilleme  teknolojileri, sprey  kurutma, ekstriizyon,
koaservasyon ve emiilsiyonlar gibi belirli fiziksel-kimyasal islemlerle sinirhidir.
Calismamizda uygulamis oldugumuz iki enkapsiilasyon yoOntemi ayrintili

anlatilmistir.

2.6. Lipozom Yontemi ile Enkapsiilasyon
2.6.1. Lipozomun Yapisi

Lipozomlar lipit tabaka ve sulu faz olmak iizere iki béliimden olusurlar ve
capt 20 nm’den 20 pm’ye kadar degisen boyutlarda olabilirler (Taylor ve Morris,
1995). Yunancada yag anlamina gelen “Lipos” ve viicut anlamina gelen “Soma”
kelimelerinden “Lipozom” kavrami tiiretilmistir. Lipozom, ilk defa Alec D.
Bangham tarafindan 1961 yilinda sentetik olarak yapilmistir (Maherani ve ark.,
2011). 1965 yilinda tanimlanan kapali lipit ¢ift tabakasi, 1967 yilinda lipozom
adin1 almugtir.

Fosfolipid molekiillerinin bir ucu suda ¢6ziiniir diger ucu suda ¢dziinmez
oldugundan su ile karistirildiginda kiire olusturdugu gézlemlenmistir. Lipozomlarin
temel yapilar1 hiicre membrani yapisina ¢ok benzediginden, in vitro arastirmalarda
uzun yillardir model membran olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica, lipozomlar ilag
tasiyict sistemi olarak da kullanilabilmeleri nedeniyle son yillarda iizerinde ¢ok
calisilan ve arastirmalarin ilgi odagi konumunda yer almaktadirlar. Lipozomlar
biyouygunluga sahip materyaller olmalari, suda ¢o6ziinebilen aktif bilesenleri
hidrofilik olan merkezinde tutundurabilmeleri, suda ¢o6ziinemeyen hidrofobik
bilesenleri ise membraninda tutundurabilmeleri, yan etkileri olmadan c¢evresel
etkilere dayanikli olmasi, biyoaktif bilesenlerin hiicre i¢ine ve hatta hiicredeki
bolmelere kadar ulagtirilmasim saglayan yegane segenek olmasi ve boyutlariin
cesitli islemlerle istenen hale getirilebilmeleri gibi kabul goren biyolojik
aktivitelere sahiptirler (Maja ve ark, 2020; Mozafari, ve ark, 2008; Torchilin,
2005).
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Sekil 2.5’te gorildigii gibi; lipozomlar hem hidrofilik polar hem de
hidrofobik apolar bosluklar igermekte ii¢ boyutlu dis goriinlisii bir topu
andirmaktadir. Bu sayede suda ¢oziinebilen maddeleri polar bosluklarinda, yagda
cozilinebilen maddeleri ise hidrofobik bosluklarinda kapsiilleyerek bunlar i¢in bir

tastyic1 vazifesi goriirler (Liu ve ark., 2020).
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Sekil 2.5. Lipozomlarin smiflandirilmast ve ylizey uyarlamasi. (Liu ve ark., 2020)
(a) tek katmanl kesecik, hidrofilik molekiiller su fazinda tutulur ve hidrofobik
molekiiller fosfolipid ¢ift katmanlarina dahil edilir; (b) ¢ok katmanli kesecik;
(c) multivezikiiler vezikiil; (d) ¢ok katmanli multivezikiiler vezikiil; (e) kafa
fosfolipidin modifikasyonu; (f) fosfolipidin yag asitleri modifikasyonu; (g)
iskele; (h) asilama; (i) sikistirma

Lipozomlar igerisinde enkapsiille edilen biyoaktif ajanlar midede
sindirimden korunabilmekte ve bagirsaklarda biyoaktivite ve biyoyararlilik
saglayabilecek sekilde gastrointestinal sistemde Onemli oranda absorbe
edilebilmektedir (Jafari ve ark., 2008). Enkapsiilasyonda kullanilan lipozomlar

tadin stabilize edilmesinde ve depolama stabilitesinin arttirilmasinda etkili
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olmaktadir. Lipozomlar sagliga olumlu etkileri olan bilesenleri sistem igine alarak
ve bunlar1 kapsiile ederek gidalarin biyolojik yararliliklarini1 ve dolayisiyla besinsel

ozelliklerini artirmaktadirlar (Kailasapathy, 2002; Kim ve ark., 2008).

2.6.2. Fosfolipit Cesitleri

Lipitler, yag ve vakslar gibi yasayan organizmalarda meydana gelen bir
grup kimyasal bilesiklerdir ve sudaki ¢ozilniirliikleri oldukca diisiiktiir.
Fosfolipitler ise, fosfat grubu iceren bir tiir 6zel lipit olarak tanimlanmaktadir.
Fosfolipitler lipozomlarm ve hiicre zarmin yapitaslaridir. Lipitler genellikle
hidrofob ve apolar bir yapiya sahiptirler. Bu nedenle su ile karigsmazlar. Fakat,
fosfolipitlerin fosfat grubu hidrofil ve polar yapiya sahip oldugundan, bunlar suyla
karigtirilabilmektedir. Lipozomlarin elde edilmesi i¢in en ¢ok kullanilan dogal
fosfolipitler; Fosfatidilkolin, Fosfatidilserin, Fosfatidiletanolamin, Kolesterol,
Stingomiyelin ve Fosfatidilinositol iken, sentetik fosfolipitler;
Distearoylfosfatidilkolin (DSPO), Dipalmitoylfosfatidilkolin (DPPO),
Dimyristoylfosfatidilkolin (DMPC), Dilaurylfosfatidilkolin (DLPC),
Distearoylfosfatidiletanolamin (DSPE) bunlardan bazilaridir. (Liu ve ark., 2020;
Maja ve ark., 2020) Fosfolipitlerden en ¢ok kullanilan1 fosfotidilkolindir (PC) ve
bu lipit lesitin olarak da bilinmektedir. Fosfatidilkolin’in kimyasal yapis1 Sekil

2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.6. Fosfatidilkolin’in kimyasal yapis1 (Kirtil ve Oztop, 2014)
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Fosfolipitler dogal yumurta ve soya lesitini de dahil olmak iizere genis bir
pH araliginda negatif yiiklii olmaktadirlar. Pozitif veya notr lipozomlar elde etmek
icin fosfatidiletanolamin gibi pozitif yikli lipitler kullanilmalidir veya negatif
yiiklii lipitler tercih edilip, elektrostatik depozisyon ile pozitif yiikli bir polimer
kaplamast yapilmalidir ve kitosan bu amacla yaygin kullanilir. Sentetik
fosfolipitlerden Dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) yiiksek gecis sicakligina sahip
oldugu i¢in stabilitesini yiliksek sicakliklarda daha ¢ok koruyabilir, bu agidan PC’ye
gore daha avantajlidir ve daha ¢ok tercih edilmektedir (Koynova ve ark., 1998).
Fosfodilkolin c¢esitlerinin, pH=7"deki net yiikleri ve kati1 halden sivi forma gegcis

sicakliklan Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Fosfatidilkolin ¢esitlerinin, pH=7"deki net yiikleri ve kat1 halden sivi
forma gegcis sicakliklari (Yurdakul,2007)

Lipit Adi Kisaltmasi Net Yiikii Te Degeri
Distearoilfosfatidilkolin (DSPC) 0 58
Dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) 0 41
Dimiristoilfosfatidilkolin (DMPC) 0 23
Dilaurilfosfatidilkolin (DLPC 0 0
Dimristoilfosfatidiletanolamin | (DMPE) 0 48

Yumurta Fosfatidilkolini Egg PC 0 -5'den -15'
Soya Fosfatidilkolini Soy PC 0 20'den -30'a

2.6.3. Lipozomlarin Siniflandirilmasi

Fosfolipitler suya eklendiklerinde, hidrofilik bolgeleri suya dogru
yonelirken, hidrofobik bolgeleri sudan uzaklasarak vezikiil seklini alirlar. Burada,
molekiiller arasi1 etkilesimler, hidrofilik etkilesimler (kutup bas gruplar1 ve su
molekiilleri arasinda) gergeklesir. Cift tabakali lipozom yapisinin olusmasim

fosfolipitler ile su fazi arasindaki hidrojen bagi (su molekiilleri ve bas gruplari /
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fosfatlar/karbonil arasinda) ve Van der Waals etkilesimleri (hidrokarbon zincirleri
arasinda) arasindaki hassas bir denge ile diizenlenir (Shishir ve ark., 2019).
Hazirlama  yontemlerinin  farkliliklarindan ~ dolayi, ¢ok  tabakali
(Multilamellar Vezikiiller, MLV) ve kiigiik tek tabakali (Kiiciik Tek Lamelli
Vezikiiller, SUV) ile biiyiik tek tabakali (Biiyilk Tek Lamelli Vezikiiller (LUV)
lipozomlar (Sekil 2.7) olusturulur. Olusturulan katmanlarin sayisi hazirlama
teknigine baglidir; hazirlama yonteminden dogrudan etkilendikleri i¢in bunlar tek
veya ¢ok katmanl vezikiiller olarak belirlenirler ve bu nedenle amaca ydnelik en

uygun yontem secilmelidir (Taylor ve ark., 2005).

(a) (b)

Sekil 2.7. Tek (Monolayer) Lipozom (a) ve Cok tabakali (Multiplelayer)
Lipozom(b) (Yurdakul,2007)

Caplarma ve elde edilen katman sayisina bagh olarak, literatiirde Cizelge
2.3’te belirtildigi tizere simflandirma yapilmistir. Nanolipozomlar film olusturma

isleminde sonikasyon yontemi ile biiyiik ¢ok tabakali vezikiiller (MLV) biiyiik tek
tabakali (LUV) veya kiiciik tek tabakali (SUV) vezikiillere kiiciiltiilebilirler.
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Cizelge 2.3. Vezikiil ¢esitleri ve caplar1 (Kulkarni ve ark., 2018; Shah veark.,2020)

Vezikiil Tipi Vezikiil Capi

Kiiglik tek lamelli vezikdiller (SUV'lar, 20-100 nm),
Biiyiik tek lamelli vezikdiller (LUV'ler> 100 nm),
Multilamellar vezikdiller (MLV'ler,> 500 nm),
Dev tek lamelli vezikiiller (GUV'ler,> 1000 nm),
Oligolamellar vezikdiller (OLV'ler, 100-1000 nm)
Multivesicular lipozomlar (MVV'ler,> 1000 nm)

2.6.4. Lipozomun Olusturulmasi

Cok tabakal1 lipozomlar, ilk olarak Bangham tarafindan ortaya atilan ince
film lipit kurutma yontemi ve hidratasyon metodu esasmna dayanir. Ince lipit
tabakasi, lipitlerin organik bir ¢oziiciide ¢oziliip, ¢ozliciiniin evaparotorde belirli
bir basing altinda ugurulmasi ile elde edilmekte ve elde edilen lipit tabaka, sulu faz
ile vorteks veya elle karistirma ile hidrate edilerek MLV’leri olusturmaktadir.
MLV’ler depolama stabilitesi agisindan avantajli olup, diisiik enerji ile yiiksek
enkapsiilasyon verimine sahip lipozomlar olusturulmaktadir. Bu lipozomlar ¢ok
sinirli bir fonksiyona sahiptirler ve genellikle yaygim olarak gida iirlinlerinde
bulunan ticari lesitinden yapilirlar (Lasch ve ark., 2003).

Kuru lipit film hidrasyonuyla elde edilen heterojen ve biiylik ¢ok tabakali
lipozomlarin biiyiikliigli ve tabakalarin 6zelliklerini degistirmede, ultrasonikasyon
ve yliksek basing homojenizasyonu gibi yontemler uygulanmaktadir. MLV ler gibi
diisiik  enerji  ile yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip lipozomlar
olusturulabilmektedir. Ayrica yapilan bir ¢aligmadan LUV’larin SUV’lara gore
depolama stabilitesinin daha ¢ok oldugu, daha genis bir sicaklik aralifinda faz
dontistimiini tamamladiklar1 belirtilmektedir. MLV’lerin ve LUV’larin membran
ekstriizyonu, u¢ sonikatér veya ultrasonik banyo, diyaliz, yiiksek basing
homojenizasyonu ile boyutlarmin kiigiiltiilmesi sonucu olusmaktadir. Kiiciik tek

tabakali lipozomlar yiiksek homojeniteye sahip olmasi ve bundan dolay1
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polidispersite indeksi 0’a daha yakin olmasi sebebiyle, berrak bir ¢ozelti
olusturulabilmektedir (Yaman,2019). Kiigiik ve biiylik tek katmanli kesecikler ile

¢cok katmanli ve ¢oklu kesecikli lipozomlarin sematik goriintiisii Sekil 2.8’te

verilmistir.
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Sekil 2.8. Kiigiik ve biuyik tek katmanli kesecikler ile ¢ok katmanli ve g¢oklu
kesecikli lipozomlarin sematik goriintiisii (Kirtil ve Oztop, 2014).

2.6.5. Lipozomlarin Elde Edilme Yontemleri
Mekanik metodlara; Yiiksek siddetli ultrasonikasyon, Yiiksek basing
homojenizasyonu, Ekstriizyon homojenizasyonu yontemleri; Mekanik olmayan
metotlara ise; Ters faz buharlasmasi, Dondurarak kurutma-Tekrar sulandirma
yontemleri 6rnek verilebilir (Shishir ve ark., 2019). Lipozomlarin iiretiminde en
eski ve yaygin kullanilan yontem Bangham metodu olarak da bilinen ince film
hidrasyonu olup, temelde fosfolipidlerin organik ¢6zgende ¢oziilerek, sonrasinda
¢Ozgen ayristirilip kalan ince film tabakasinin hidratlanmak suretiyle kendiliginden
lipozom vezikiillerinin olusturulmasina esasina dayanir (Esposto ve ark., 2021).
Temel prensip, MLV'lerin SUV'lara (kiigiik tek lamelli vezikiiller) veya
LUV'lere (biiyiik tek lamelli vezikiiller) doniistiiriilmesidir. Lipozom biiyiikliigiini
azaltmak ve multilameller yapiy1 kiigiiltmek icin ekstriizyon, homojenizasyon veya
sonikasyon gibi iglemlere ve elde edilen lipozomu saflagtirmak i¢in de santifiij,
ultrafiltrasyon veya diyaliz gibi yontemlere gereksinim vardir (El Asbahani ve ark.,

2015). Lipozomlarin elde edilme yontemleri Cizelge 2.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 2.4. Lipozomlarin elde edilme yontemleri (Jesorka ve Orwar, 2008)

SuUvV LUV
-Sonikasyon
MLV
-Ekstriizyon -Dondurma-eritme

Ince film hidrasyon = -YUksekBasing -Dehidrasyon-

yontemi

Homojenizasyonu | rehidrasyon

-Deterjan diyaliz -Diyaliz
-Ters -Ters evaporasyon
evaporasyon

-Isitma ydntemi

Ince film ydntemi, boyutu birkag mikrometreye kadar olan ¢ok katmanl
vezikiiller (MLV) olusturmak i¢in kullanilir. Lipozom bilesimine girecek
fosfolipitler ve ucucu yaglar gibi organik c¢oziiciilerde (kloroform, metanol)
¢Ozdiriliir. Organik ¢oziiciiniin basing altinda donerek buharlastirilmasindan sonra
sisenin dibinde istiflenmis ¢ift tabakalardan olusan ince bir fosfolipid film elde
edilir. Bu kuru film, MLV'nin kendiliginden olusumuna izin veren, ¢alkalama
altinda sulu bir faz ile hidratlanir. Ancak bu yontem, heterojen boyut dagilimi ve
katmanhlik ile biiyiik vezikiiller verir (Patil ve Jadhav, 2014). Homojen ve
kiigiiltiilmiis boyutta lipozom siispansiyonu elde etmek i¢in farkli yaklasimlar

kullanilmaktadir. Ince film hidrasyon yontemi Sekil 2.9.”da gdsterilmistir.
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Sekil 2.9. Ince film hidrasyon yontemi (E1 Asbahani ve ark., 2015).

Caligmada; ince film hidrasyon yontemi ile ¢ok katmanh vezikiiller (MLV)
olusturulmus, sonikasyon yontemleri ile boyut kiiciiltme islemleri gerceklestirilmis,

diyaliz yontemi ile saflagtirma gergeklestirilmistir.

2.6.6. Lipozom Teknolojisinin Gida Endiistrisinde Uygulama Alanlan
Fonksiyonel bilesenlerin lipozomlar i¢ine hapsedilmesinin, kapsiillenen
maddenin stabilitesini artirdigi, ortamla etkilesimini ortadan kaldirdigi, boylece
normalde bozulmasina neden olacak ortamlarda daha uzun siire aktivitesini
koruyabildigini ¢aligmalarla kanitlanmistir. Lipozomlarin gida alanindaki baglica
uygulamalari, gida bilesenlerini veya katki maddelerini kapsiillemek, besin
bilesenlerinin biyoyararlanimim artirmak, tatlarin salinimini kontrol etmek ve raf

omriinii uzatmak gibi amaglarla uygulanmaktadir (Liu ve ark., 2020).
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2.6.6.1. Siit Uriinleri

Gilinlimiizde; siit ve sit iriinlerinde enkapsiilasyon teknolojisi yaygin
calisilmakta birlikte lipozomla enkapsiilasyon teknolojisi uygulamasinda da bir¢ok
calisma yapilmistir. Bu uygulamalarin en yaygin amaci, antimikrobiyal peptit
aktivitesinin arttirilmasi1 lizerine olmaktadir. Bakteriyosinler tarafindan iiretilen
cogu antimikrobiyal peptidler; Lactobacillus sakei subsp. (Malheiros, ve ark.,
2016), nisin (Laridi ve ark., 2003) ve BLS P34 (bakteriyosin benzeri maddeler
P34) (Malheiros, ve ark., 2012b) zay1f stabiliteye sahiptirler ve antimikrobiyallerin
gida bilesimleri ile etkilesimleri nedeniyle gida matriksindeki antimikrobiyal
aktivitelerini kaybetmislerdir. Antimikrobiyal peptitlerde lipozom kullanima,
stabilitelerini korumak ve raf dmriinii uzatmak i¢in gida bozulmasini kontrol etmek
icin yararlt oldugu belirlenmistir.

Laridi ve ark. (2003), lipozomal c¢ift tabakaya kolesterol ilavesinin,
lipozomal membranda kolesterolsiiz olana kiyasla, gida matrislerinde nisin
stabilitesini, etkinligini ve dagilimini, siit fermantasyon siirecini bozmadan
artirabildigini bildirmistir. Ayrica, iki veya daha fazla antimikrobiyalin lipozomlara
kapsiillenmesinin siit tirlinlerinde sinerjik etkilere sahip oldugu gosterilmistir.

Pinilla ve ark. (2016), fosfatidilkolin nanolipozomlarinda nisin ve sarimsak
Oziinii birlikte kapsiillemede ince film hidrasyon yontemini kullanmigtir. Yapilan
caligmada; siitiin tamaminda, serbest nisin veya sarimsak 6zi ile karsilagtirildiginda
hem serbest hem de lipozomlarla verilen nisin-sarimsak oziitli, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis ve Listeria monocytogenes
biiytimesine kars1 1-4 log CFU/mL farkla sonu¢landigini belirlemislerdir. Kontrol
ile karsilastirildiginda, bakteri sayis1 gram pozitif ve negatif bakteriler nisin ilave
edildikten sonra sirasiyla 5-6 log CFU/ mL ve 3-4 log CFU / mL azaldigi
goriilmustiir.

1980'lerin basinda peynirin olgunlasmasin1 hizlandirmak ve proteinaz
ilavesinden kaynaklanan lezzet kusurlarindan kac¢inmak igin lipozomlar peynir

iretiminde uygulanmistir. (Law ve King, 1985). Peynirdeki en ¢ok kullanilan
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lipozom uygulamasi, peynirin olgunlasmasimi desteklemek ic¢in enzimlerin
kapsiillenmesidir.  Lipozomlarla kapsiillenmis enzimle cheddar peyniri
olgunlagmasi hizlandirilmis ve bunun ekonomiye katkisi, diger yaygin olarak
uygulanan yontemlere gore yaklasik 100 kat fazla olmustur. (Kirby ve ark., 1987) .

Kheadr ve ark., (2003), enzim kokteyllerini, bakteriyel proteaz ve lipaz
karigimint yakalamak i¢in asir1 derecede negatif yiiklii bir pro-lipozom
kullanmistir. Sonuglar incelendiginde; lipozomal enkapsiilasyon yontemiyle; aci,
eksimis veya doku kusurlar1 olusturmadan nispeten kisa siirede (2-3 ay) yiiksek
lezzet yogunluguna sahip cheddar peyniri iiretme olasiligini gdstermistir. Dahasi,
asir1 derecede negatif yiiklii lipozom kullanimi, stabiliteyi artirabilecegi ve peynir
fermantasyonunu hizlandirabilecegi diistiniilmektedir.

Yogurtta; beslenme kalitesini iyilestirmek amaciyla yogurttaki fenolik
maddelerin ve fonksiyonel yag asitlerinin icerigini artirmak i¢in; doum meyve 0zil
(El-Said ve ark., 2018) ve balik yagi (Ghorbanzade ve ark.,2017), visne ozii
(Akgiin ve ark., 2020) igeren bitki ve hayvanlardan ekstrakte edilen fenolik
bilesikler ve Omega-3 yag asitleri lipozomlarda kapsiillemek i¢in uygulanmaistir.

El-Said ve ark., (2018), yogurdun igerigine doum 06zli tozunu (DEP)
kapsiillemek i¢in lipozom teknolojisini kullanmiglardir. DEP yiiklii lipozomlarin
yogurttaki fenolik bilesiklerin stabilitesini artirmasina ragmen, eklenen DEP yiiklii
lipozomlarin artmasiyla; yapigkanlik ve ¢igneme degerlerinin azaldigim
bulmuslardir. Sonunda, yogurda % 5 DEP yiikli lipozom eklenmesinin, yogurdun
fonksiyonel ozelliklerini 6nemli 6l¢lide degistirmeden daha yiiksek antioksidan
aktivite saglayabilecegi sonucuna varmiglardir.

Marsanasco ve ark., (2016), calismasinda; C ve E vitamini lipozom
yontemiyle kapsiillemisler ve ardindan bunlar1 ¢ikolatali siite eklemislerdir.
Lipozomal iki tabakali bir stabilizator olarak stearik asit veya kalsiyum stearat
eklemislerdir. Stearik asit kapli lipozom eklenen ¢ikolatali siitiin duyusal 6zellikleri
pastorizasyondan sonra degismedigini ve c¢ikolatali siite ilave edilmis kalsiyum

stearat kapli lipozomlara kiyasla daha yiiksek kabul edilebilirlik gosterdigini tespit
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etmislerdir. Sonuglar, vitaminleri i¢ine alan stearik asit kapli Cok Katmanli
Vezikiiller (MLV)'lerin, kabul edilebilir duyusal 6zellikleri ve siitlii iceceklerde
yiiksek oranda C ve E vitamini tutma kabiliyetleri nedeniyle gida katki maddeleri

olarak kullanilabilecegini gostermistir.

2.6.6.2. Et Uriinleri

Bakteriyel kontaminasyon, domuz eti bozulmasiin baslica nedenlerinden
biridir. Domuz eti, kirli suyla temas yoluyla veya et isleme siirecinde Escherichia
coli tarafindan kolayca kirlenebilir. Bununla birlikte, antibakteriyel maddeler E.
coli bakteriyofajlarina kararsizdir. Lin ve ark. (2018), caligmasinda; stabilitesini
daha da artirmak i¢in lipozomlarin yiizeyinde emilen poli-L-lizin ile yeni
bakteriyofaj lipozomlar elde etmiglerdir. Domuz etinde E. coli lizerinde beklenen
antibakteriyel etki, domuz etinin kalitesi izerinde herhangi bir etki olmaksizin poli-
L-lizin kaplh bakteriyofaj lipozomlar1 ile muamele edildikten sonra elde edilmistir.

Domuz etinde hem oksidasyonu hem de bakteriyel kontaminasyonu ayni
anda kontrol etmek icin Wu ve ark. (2019), domuz eti paketlemek i¢in defne
esansiyel yaglar ve glimiis nanopartikiil yiiklii lipozomlar (Lip-LEO-AgNP'ler)
hazirlamigtir. Defne esansiyel yaglari, hem antimikrobiyal hem de antioksidan
ozelliklere sahip olmasi ve lipid ¢oziinilirligii nedeniyle lipozomun fosfolipid ¢ift
tabakasina gomiilmiistiir. Antimikrobiyal 6zelligi olan giimiis nanopartikiilleri,
lipozomun hidrofilik ¢ekirdeginde hapsedilmistir. Yapilan analizler sonucu, Lip-
LEO-AgNP'lerin umut verici serbest radikal temizleme kapasitesine sahip
oldugunu gostermis ve gram-pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteleri,
gram-negatif bakterilere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun nedeninin,
gram pozitif bakterilerin ve gram negatif bakterilerin hiicre duvari yapilarinin
onemli ol¢iide farkli olmasindan dolayi, bu iki bakteritiiriiniin duyarliliginda fark

yaratabilecegi lizerinde durulmustur. (Siripatrawan ve Vitchayakitti, 2016).
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2.6.6.3. Diger Gida Uriinleri

Lipozom, sulu gidalar iginde vitaminlerin dagilimi i¢in yararli bir arag
oldugu belirlenmistir. Yapilan g¢alismada; C vitamini ve tokoferol yiikli Cok
Katmanli Vezikiiller (MLV)'lerin hazirlanmis ve portakal suyuna eklenmistir.
MLV'lerin portakal suyunu pastdrize ettikten sonra bile gilivenilir termal yapisal
stabilite gosterdigini bulmuslardir. Mandarin suyundaki lipit peroksidasyonu ve
mikrobiyal populasyonlarn 90 giinlik depolama boyunca C vitamini yiikli
lipozomlar eklendikten sonra belirgin bir sekilde azaldigmi belirlemislerdir.
Lipozomal sistemin; C vitamininin salinimini siirdiirmesine olanak sagladigi ve
boylece etkili bir sekilde portakal suyunun besin degerini artirarak raf omriinii
uzattigini belirlemislerdir (Liu ve ark.,2017; Marsanasco ve ark., 2011).

Giiltekin-Ozgiiven ve ark., (2016), calismalarinda; bitter cikolatanin
endiistriyel iiretimi sirasinda antosiyanin igerigini yiiksek sicaklik pH’ta muhafaza
etmek i¢in, karadut atig1 ekstraktini kapsiillemek i¢in kuru kitosan kapli lipozom ile
enkapsiilasyon yontemini ¢aligmislardir. Kitosan kapli lipozomlardaki antosiyanin
kaybi, ¢ikolata tiretimi sirasinda serbest antosiyanin ekstraktina kiyasla daha az
oldugunu, lipozomal yiizeydeki anyonik lipozomlarm  ve  kitosan
modifikasyonunun, antosiyaninlerle giiclendirilmis g¢ikolatanin in vitro biyo-
erisilebilirligini 6nemli dlglide artirdigini bulmuslardir.

Karanfil yagi, Staphylococcus aureus'a karst olumlu antimikrobiyal
aktiviteye sahipken, diisiik kimyasal stabilite sergilemektedir. Cui ve ark (2015),
caligmalarinda; karanfil yagim kapsiillemek icin lipozomlart kullanmislar ve
ardindan onlar1 tofu haline getirmislerdir. Kaydedilen veriler 24 saat sonra S.
aureus populasyonunun % 99.87 azaldigim1 gdstermis, bu da karanfil yaginin
lipozom yoOntemiyle enkapsiilasyonu S. aureus inhibisyonu iizerinde 6nemli bir
etkiye sahip oldugunu ve tofunun raf dmriinii uzatabilecegini gostermistir. Benzer
bir uygulama, koftelerde L. monocytogenes'e karst hedeflenen koruyucu igin

kullanilmistir (Lin ve ark. 2016).
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Betanin, sagliga yararli etkileri olan kirmizi bir gida pigmentidir. Amjadi
ve ark. (2018), betanin yiiklii nanolipozom igeren sakizli sekerlerin betanin igerigi
ve antioksidan aktivitesinin, serbest betanin i¢eren numunelerin i¢erdiginden iki
kati oldugunu belirlemislerdir. Sakizli sekerler arasinda duyusal ozelliklerde
betanin yiiklii nanolipozomlar ile serbest betanin igerikli sekerler arasinda higbir
fark olmadigmm1 bulmuslardir. Nanolipozomlarda negatif yiikli fosfolipidlerle
betaninin hidrojen bagina ve elektrostatik adsorpsiyonuna katkida bulunabilecegi
sonucuna varmislardir.

Umagiliyagea ve ark. (2017), yapmis oldugu calisma sonucunda; gida
kaynakli hastaliklara neden olan bakteriler (Escherichia coli ve Listeria
monocytogenes) ve meyve clirlimesine neden olan mantarlara (Botrytis cinerea ve
Penicillium) karst D-Limonen iceren lipozomlarin antimikrobiyal aktivitesini
arastirmiglardir. D-Limonen igeren lipozom enkapsiilasyon yontemiyle, yaban
mersininin raf Omrii ve gida giivenligini c¢ercevesinde degerlendirilmistir.
Calismada yaban mersini iizerindeki lipozom kaplamalarin 4°C depolamada 9
haftaya kadar mikrobiyel koruma sagladigi goriilmiis olup, kontrol grubunda 5 kat

daha fazla ciirlime gozlenmistir.

2.7. Siklodekstrinin Yapisi ve Enkapsiilasyonda Kullanimi

Siklodekstrinler (CD), nisastanin pek ¢ok mikroorganizma tarafindan
(6rnegin; Bacillus macerans) Tlretilen transglikozilaz enzimi tarafindan
parcalanmas1 sonucu endiistriyel olarak iiretilmektedir (Shao ve ark., 1996).
Siklodekstrinler, geometrik olarak 3 boyutlu konik silindir bigimindedir ve Sekil
2.10’da gosterilmistir. Kavite denen i¢ kisimlari hidrofobik, dis ylizeyleri ise
hidrofilik 6zellik gosterir. Bu yapisal 6zellikleri nedeni ile ¢ok cesitli kati, sivi ve
gazlarla konakg¢i-konuk tipinde inkliizyon kompleksi olusturarak konuk molekiiliin
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirmektedirler (Starnes,1990).

C6 karbon atomunun C2 ve C3 hidroksil gruplarina gore rotasyon

yapabilmesinden otiirii siklodekstrin boslugu sona dogru daralmaktadir. Bosluk
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boyutu, kompleks olusturmada hangi siklodekstrinin kullanilacaginin ana
belirleyicisidir. Biitiin hidroksil gruplari bu halkanin alt ve list kismina yerlesmis
durumdadir ve siklodektsrin molekiillerinin boslugu sekonder C-H baglari

nedeniyle hidrofob karaktere sahiptir (Buschmannve ark,1998)

Hidrofobik kavits

H
H, hr]
II”-}I? |I "-"' H -.,_\_‘l'\l;\ I| 1 1 | ¥
1i/e | | 1 5 - |'I
H -#J::-m:i I'Illl.._!- |' H Illl' Jllll

Sekil 2.10. Siklodekstrinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 (Zhang ve ark.,1999)

Siklodekstrinlerin ile kompleks olusumunda ¢Oziiniirligii az olan
bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliigiinii arttirllmakta, gida bilesenlerinin dogru yerde ve
dogru zamanda salmimi saglanarak gida fireticileri i¢in maliyet verimliligi
iyilestirilebilmektedir. Gida maddelerinin g¢evresel faktorlere karsi korunmasiyla
birlikte istenmeyen koku ve tatlarin maskelenmesi ve raf Omiirlerinin uzamasi
saglanmaktadir (Mourtzinos ve ark, 2008).

Siklodekstrinler, genellikle sirasiyla a-, B- veya yy-siklodekstrinler olarak
adlandirilan 6, 7 veya 8 glukopiranoz biriminden olusan siklik oligosakkaritlerdir.
Bu bilesikler, onlar1 dogal kompleks yapici maddeler yapan sert halka sekilli
yapilara sahiptir (Szejtli, 1998)

BSD ’nin suda ¢Oziiniirliigli diisiik oldugu i¢in {iretim sirasinda kolayca
coktiiriiliip ortamdan ayrilmaktadir. Bu nedenle BSD, en ucuz, en ¢ok bulunan ve
kullanilan SD’dir (Desai ve Park 2005; Akgakoca ve Atav 2006; Avcl ve Donmez
2010; Gokmen ve ark 2012).
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Dogal siklodekstrinlerin ¢ozliniirliigii ¢ok zayiftir. 1960'larin sonlarinda, 2,
3 ve 6 hidroksil bolgelerindeki kimyasal ikamelerin ¢oziiniirliigi biiyiikk olglide
artiracagi kesfedilmistir. Kimyasal olarak modifiye edilmis siklodekstrinlerin ¢ogu,
suda %50 konsantrasyona ulasabilir. Dogal siklodekstrinler, 6zellikle BSD’nin
sudaki ¢cozliniirligiiniin iyilestirilmesi amaciyla, kimyasal olarak ¢esitli fonksiyonel
gruplarla modifiye edilmislerdir (Metillenmis SD’ler, hidroksipropillenmis SD’ler,
stilfobiitillenmis SD’ler). Calismada; BSD (beta-siklodekstrin ve HPBSD (2-
hidroksipropil-beta-siklodekstrin) kullanilmistir ve kimyasal yapilar1 Sekil 2.11°de
gosterilmistir. SD’lerin  kimyasal modifikasyonlar1 ile ¢Oziiniirliiklerinin
arttirllmasinin yaninda 151k ve oksijene dayanikliligi da arttirllmakta ve enkapsiile
edilen molekiiliin kimyasal aktivitesinin kontroliine yardimc1 olmaktadir (Loftsson,
2010).

Pasta  (Paste)  komplekslesmesi: Bu  yontem  sulu  hamur
komplekslesmesinin bir varyasyonudur. Pasta olusturmak igin, havan kullanilarak
(veya biiyiik olcekli liretimde yogurma makinesi kullanilarak) siklodekstrin ile
karistiritlmis olan az miktarda su eklenmektedir. Gereken siire misafir molekiiliin
yapisina baghdir. Elde edilen kompleks direkt kurutulabilir veya az bir suyla
yikanir ve ardindan filtrasyon veya santrifuj islemine tabi tutulabilir. Pastalar bazen
ince toz yerine sert bir kiitle olusturacak sekilde kurumaktadir. Bu durum
enkapsiile edilen molekiile ve pastada kullanilan su miktarina baglidir. Genellikle
bu sert kiitleler kurutulur ve kompleksin toz formunu elde etmek igin Ggiitiiliir

(Teixeira ve ark., 2013).
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Sekil 2.11. a) PSD (beta-siklodekstrin, b) HPBSD (2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrin) kimyasal yapis1

2.7.1. Siklodekstrin Inkliizyon Kompleksinin Gida Endiistrisinde Uygulama
Alanlan

Siklodekstrin inkliizyon kompleksleri elde etmek icin farkli teknikler
derinlemesine arastirilmis olup; birlikte ¢okeltme, yogurma (macun), piiskiirtmeyle
kurutma ve dondurarak kurutma, son yillarda en ¢ok kullanilan teknikler olmustur.
(Kfoury ve ark, 2016; Zhu ve ark, 2019). Bununla birlikte, bu tekniklerin
verimliligi karsilastirilmis ve sonunda inkliizyon olusumu ve kurutma olan iki
asamal1 bir siire¢ olarak birlestirilmis ve siklodekstrin verimlilik oranlar1 % 70 ila
% 80'e ulagilmistir. Siklodekstrin inkliizyon kompleksleri elde ederken kullanilan
parametrelerin sicaklik, pH, karistirma hiz1 ve siiresi, ¢oziiciilerin tiirii ve oranlari
kurutma adiminda siire ve sicaklik gibi faktorler degerlenlendirilmis ve kompleks
eldesinde siklodekstrinin yapisinin en énemli faktér oldugu belirtilmistir. (Ho, ve
ark, 2017; Lobo ve ark, 2018; Ma ve ark., 2018; Ozdemir ve ark, 2018).

Siklodekstrinlerin konuk bilesiklere sagladigi; koku maskeleme, suda
¢Oziiniirlik artis1 ve bilesigin salinim davranisimin siirekliligi gibi en ¢ok istenen
ozellikler ve avantajlarla, siklodekstrin inkliizyon kompleksi kullanimi gida katki
maddesi olarak baslamis ve kullanilmaya devam etmektedir (Fenyvesi, ve ark,
2016; Uekaji ve Terao, 2019).

Son yillarda; siklodekstrin inkliizyon kompleksi farkli gida maddelerinin

kalitesini korumak i¢in yenilebilir filmler elde etmek ve aktif 6zelliklere sahip
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yiyecekleri kaplamak igin kullanish oldugu belirtilmistir (Szente ve Fenyvesi,
2018).

Gilinlimiizde; fonksiyonel gidalarla ilgili olarak, siit {irlinleri ve et
riinlerinde bilesen olarak uygulanmistir. Boylece; yapilan ¢alismalarda, peynir,
yogurt ve siite eklenen siklodekstrin inkliizyon kompleksi olusumu ile katesinin
aciligt maskelenmistir. BSD-katesin kompleksinin peynirdeki stabilitesini
yiikselttigini ve in vitro sindirim sisteminde yogurt ve siitte yiiksek geri kazanim
degerleri elde etmeye izin verdigini bulmuslardir (Ho ve ark 2019).

Zhao ve ark. (2019), calismalarinda; siklodekstrin inkliizyon kompleksini
bati1 tarzi jambon sucuguna uygulamislar, toplam bakteri inhibisyonu ve pH
kontroliinii 25 “C'de 22 giinliik depolama siiresince gozlemlemislerdir. Yuan ve ark
(2019), calismasinda; siklodekstrin inkliizyon kompleksinin soyulmus bir elmaya
uygulanmasiyla filmin gerilme mukavemetini ve termal stabilitesini arttirdigi ve
oksidasyonunu, filmsiz elmalardan 3 saat daha fazla engelledigi belirlenmistir.

BSD'nin siklodekstrin inkliizyon kompleksi ile birlestirilmis filmler, 4
°C'de yaklasik 4 giin boyunca toplam bakteri say1s1, toplam ugucu bazik nitrojen ve
pH acisindan sogutulmus paketlenmis sigir etinin raf Omriiniin uzamasini
saglamigtir. Ote yandan, farkli aktif gida paketleme formatlari gelistirilmistir.
Ornegin B-siklodekstrin-bitki dziitii kompleksleri karisimini igeren bir emiilsiyonla
kapli bir karton kutu, domateslerin raf dmriinii (mikrobiyal ve fizikokimyasal
parametrelerle Olgiilen) 20 ila 24 giin arasinda, (Buendia ve ark., 2019), taze
biberleri ise 8°C’de 18 giine kadar raf Omriinii artirmak icin tasarlanmistir.
(Buendia ve ark., 2020).

Yang ve ark (2019), leylak ugucu yagini siklodekstrin inkliizyon kompleksi
olugturmus; dokuma olmayan bir poset cantaya dahil ederek, seftalide; mantar
gelisiminin  inhibe ettigini ve fizikokimyasal kalitenin  korundugunu
gozlemlemislerdir. Da Rocha ve ark (2019), yapmis olduklari ¢caligmasa ise; yildiz

anason ugucu yaglarini siklodekstrin inkliizyon kompleksi olusturarak plastic tepsi
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tabanina yerlestirmislerdir, 23°C'de 12 giinden sonra P. expansum gesimini
engellenmesi saglanmis elmanin raf dmriinii uzatan bir paket gelistirilmistir.

Bhandari ve ark. (1998), ¢oktiirme yontemine gore uygulanan siklodekstrin
ile enkapsiilasyon yonteminde; 5 farkli limon yagi- betasiklodekstrin oraninin
inklizyon  verimine etkisini  incelemistir. Limon  yagi:B-siklodekstrin
kapsiilasyonunda 6:94 oraninda c¢alisildiginda maksimum degere ulasilmis
olundugu belirlemislerdir. Baska bir ¢alismada 10 farkli limon yag1 aromasi farkl
yogurma siirelerinde (1, 2, 5, 10, 15, 20 ve 30 dakika) betasiklodekstrin ile
enkapsiile edilmis ve verimi incelenmistir. Optimum yogurma siiresinin 15 dakika
oldugu goriilmiistiir (Bhandari ve ark., 1999).

Ozgiin ~ (2015), nane ugucu yagmin  siklodekstrinler  ile
mikroenkapsiilasyonu konulu ¢alismada; kaplama materyali olarak (HPBSD)
kullanmis olup, yogurma teknigi (Yag ve kaplama materyali havan tokmag ile 50
dakika boyunca yogrulma islemi) ile inkiizyon kompleksi elde edilmistir.
Mikrokapsiillerin bozulmaya basladigi sicakligin, nane ugucu yagi ve mentol
standardinin bozulmaya basladig1 sicakliktan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu durum HPBSD kavitesinde ucucu yagin korundugunu kanitlamaktadir.
Yogurma tekniginin maliyeti diisiik olan fiziksel bir yontem oldugu, nane ugucu
yaginin yogurma yoOntemi ile basarili bir sekilde enkapsiile edilebildigi
gOriilmusgtiir.

Yapilan ¢aligmalarla; siklodekstrinlerin toksik olmayan 6zelligi ve ambalaj
materyallerine kattig1 art1 6zellikleri nedeniyle gida iiriinleriyle dogrudan temas
konusunda sikint1 olusturmayacagindan paketleme uygulamalarinda rahatlikla

uygulabilirligi konusu 6n plana ¢ikarilmaistir.
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3.MATERYAL VE METOT

3. 1. Materyal

Calismada kullanilan hutpak kagit ornekleri; Unal Kagit Ve Plastik
Ambalaj San. Tic. Ltd. Sti/ADANA firmasindan, filtre kagit ornekleri Isotherm
(80 g/m?) boliim laboratuvarindan temin edilmistir. Hammaddeler; soya lesitini
(Rotel Tiirkiye), PSD(Beta siklodekstrin) HPBSD (2-hidroksipropil-beta-
siklodekstrin), D-Limonen Sigma—Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
Calismada kullanilan siklodekstrinlerin 6zellikleri Cizelge 3.1’de verilmistir.
Kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta kullanilmis olup, diasetilen,
diklorometan, sodyum asetat trihidrat, Mueller Hinton Agar, diyaliz membran
(Biotech grade cellulose ester dialysis membrane (MWCO 3500-5000 Dalton)
Sigma— Aldrich (Almanya) veya Merck-Darmstadt (Almanya) firmalarindan satin
almmugtir

Calismada; Potate Dekstroz Agar (TSA, MERCK No: 1.05458), Difco YM
Broth (MHB, MERCK No: 1.10293.0500), Diliisyon Sivisi (Sodium Chloride), D-
Limonen konsantrasyonlarinin ayarlanmasinda %10’luk Dimetil siilfoksit (DMSO)
ve Tween20 ¢ozeltisi kullanilmistir. Calismada kullanilan; Penicillium expansum
DSM62841 ve Penicillum digitatum DSM2750 kiifleri Cukurova Universitesi

Mikrobiyoloji Laboratuvari stok kiiltiiriinden temin edilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan siklodekstrinlerin 6zellikleri

HPBSD (2-hidroksipropil-beta- BSD (beta-
siklodekstrin) siklodekstrin
CAS- Number 128446-35-5 7585-39-9
EC- Number 420-920-1 231-493-2
Molekiil agirligi(Da) 1396 1134.99
Sucz/ak/ ¢oziindrliik 100% 1.5%
(o]
Saflik 298% 297 *
3. 2. Metod

Calisma; iki asamali olarak gerceklestirilmistir. Birinci asamada; D-
Limonen, farkli tekniklerle (lipozom yontemi ve siklodekstrin inkliizyon kompleksi
olusturularak) enkapsiile edilmistir. Kullanilan enkapsiilayon ydntemlerinin
verimliligi belirlenmis ve literatiir ile karsilastirilmistir. Ikinci asamada ise; iiretilen
enkapsiillerin  %25’lik ¢ozeltileri hazirlanmis, hutpak ve filtre kagitlar ile
birlestirilmistir. Bu asamada daldirma yéntemi uygulanmistir. Ornekler test
oncesinde 25°C‘de, 9%50+£3 bagll nem ortaminda 48 saat siiresince
sartlandirilmistir. Diger analizler yapilmadan once; kagit orneklerinin kaplamadan
dolayr fiziksel Ozelliklerindeki degisim analizlerle germe testi ve renk analizi
yapilarak belirlenmistir.

Uretilen aktif 6zellikli kagitlardaki D-Limonen igerigi belirlenmis ve
zamana bagh kagitta kalan limonen igerigi kagittan salimmi ve antifungal
ozelliklerindeki degisim tespit edilmistir. Uretimler ve analizler; Cukurova
Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Laboratuvarlar’'nda ve Merkezi

Laboratuvarda gerceklestirilmistir.
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3.2.1. D-Limonenin enkapsiilasyonu
3.2.1.1. Lipozom Yo6ntemi ile Enkapsiilasyon Olusturulmasi

Lipozom yontemi ile enkapsiilasyon Dhital ve ark. (2018), tarafindan
belirtilen yonteme (ince film hidrasyon yontemi) gore yapilmistir. 2 g soya bazli
lesitin ve 0.5 g diasetilen (PDA; 10,12-Pentacosadiynoic asit balon cam sisede
diklorometan igerisinde ¢oziindiirilmiistiir.

Cozelti daha sonra ¢oziiciiyii buharlagtirmak ve iki tabakali film
olusumunu desteklemek icin 1 saat boyunca doner buharlagmaya tabi tutulmustur.
Elde edilen film, bir vakum pompasina yerlestirilerek gece boyunca kurutulmustur.
Hazirlanan 50 uM (d:0,842 g/mL M:136.23 g/mol) D-Limonen ilavesi ve 20 mL su
ilavesi ile film hidrasyonu gerceklestirilmistir. Ortaya ¢ikan ¢ozelti daha sonra 20
dakika sonikasyona birakilmistir. Ardindan ¢ozelti sicakligi her dakika kontrol
edilerek 15 dakika sonda (prop) sonikatoriine yerlestirilmistir. (Hielscher UP200S
model). Cozelti 0,45 um mikrofiltreden filtre edilmistir. Elde edilen lipozom
soliisyonu 8 saat boyunca 4°C'de 1siktan uzakta tutulmus ve siire sonunda 4°C'de,
254 nm'de UV 15182 (UVGL-58, Minerallight, Upland, CA) maruz birakilarak
polimerize edilmistir. Polimerize lipozom ¢dzeltisi, 48 saat boyunca her 4 saatte bir
su degistirilerek diyaliz (MWCO: 100.000) edilmistir. Bu sekilde elde edilen
lipozom ¢ozeltisi toplanarak caligmalar i¢in 4°C'de saklanmistir. Lipozom yontemi
ile tiretilen enkapsiilasyonlar1 tiretim akig semasi Sekil 3.1°de iiretim akis gorseli

ise Sekil 3.2.”de gosterilmistir.
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(Soya bazli lesitin- Diasetilen Karigimi )

l Diklorometan

Cozeltinin olusturulmasi

l

Evaparosyon

l

D-Limonen ilavesi

l

Sonikasyon Islemi

l

Filtrasyon
Elde edilen lipozomlarin polimerizasyonu (UV ile 1sinlama)

Diyaliz islemi

Enkapsiile limonen igerikli lipozom

Sekil 3.1. Lipozom firetim akis semasi
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Sekil 3.2. Lipozom firetim akisi- a) Soya bazli lesitin- Diasetilen Karigimina
diklorametan eklenmesi ve ¢dzeltinin olusturulmasi b) Evaparosyon c) Ince bir
film haline gelmesi d-e) Sonikasyon Islemi f) Elde edilen lipozomlarmn
polimerizasyonu (UV ile 1ginlama) g) Diyaliz islemi
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3.2.1.2. Yogurma Yontemiyle Siklodekstrin inkliizyon Kompleksi
Olusturulmasi

Siklodekstrin ile enkapsiilasyon yonteminde de; Bhandari ve ark., (1999),
tarafindan Onerilen Yogurma Yontemi (Pasta Komplekslesmesi) metoduyla
siklodekstrin inkliizyon kompleksi iiretilmistir. Bhandari ve ark., (1998), yapmis
oldugu bir 6nceki ¢aligmasinda belirlemis oldugu optimum oran (f -siklodekstrin-
limon yag1) kullanilmigtir. D-Limonen, BSD veya HPBSD ile iki farkli inkliizyon
kompleksi olacak sekilde enkapsiile edilmistir. Calismada; agirlikca %55 SD
tartilmis sonra %7 limonen, %38 su ilave edilerek yogurma islemi i¢in havana
almmugtir. Calismada; optimum karigtirma siiresi 15 dk olarak belirlenmistir. Elde
edilen yogun kivamli D-limonen- HPBSD veya D-limonen BSD inkliizyon
kompleksi vakumlu desikatore alinmistir. 48 saat sonra tamamen kuruyan ve sabit
tartima gelen partikiiller tartildiktan sonra 500 mikron elekten gegirilerek sizdirmaz
kahverengi bir siseye alinarak desikatorde muhafaza edilmistir. Siklodekstrin
yontemi ile yapilan enkapsiilasyon iiretim akis semasi ve elde edilen enkapsiillerin

goriintlisii sirastyla Sekil 3.3’te ve Sekil 3.4°te verilmistir.

BSD veya HPBSD (2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin)

l <+— D-Limonen ilavesi+Su ilavesi

Cozelti olusturulmasi

l

Yogurma Islemi

l

Desikatorde Muhafaza
Sekil 3.3. Siklodekstrin iiretim akis semasi
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Sekil 3.4. Toz forma getirilmis siklodekstrin inkliizyon kompleksi

3.2.2. Enkapsiilasyon Etkinligi Analizi
3.2.2.1 Siklodekstrin Uretimi Enkapsiilasyon Etkinligi Analizi

Uretimini gergeklestirdigimiz limonen igerikli siklodekstrin kapsiillerin
enkapsiilasyon etkinligini (EE) hesaplayabilmek i¢in oncelikle mikrokapsiillerin
toplam yag igerigi(limonen igerigi) ve ylizey yag(limonen igerigi) igerikleri
bulunmus ve asagidaki esitlikliklerden yararlanilarak EE etkinligi ve yiizde

yiikleme kapasitesi degerleri hesaplanmustir.

Toplam D —limonen Igerigi — Viizey D — limonen Igerigi
= =

Enkapsii etkinligi = - 100
% psitlasyon & Toplam D — limonen Igerigi

Enkapsiile edilmis D' — Limonen miktar
- =
Baslangicta eklenen D —limonen Igerigi

o Vidkleme Hapasitesi = 100

Kapsiilerdeki toplam limonen igeriginin belirlenmesinde Barros Fernandes
ve ark., (2016) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek uygulanmstir. D-
Limonen igerikli siklodekstrin kompleksi 0.5 g deney tiipiine tartilmis iizerine 45
°C’da 10 mL damitik su ilave edilmistir. Mikrokapsiiller suda tamamen
coOziiliinceye kadar vorteks yardimiyla karistirilmistir. Daha sonra Ornekler
ultrasonik banyoda 2 dk. boyunca sonikasyon islemi uygulanmistir (20 kHz, 160

W). Ardindan mikrokapsiil-su karigimi 50 mL’lik falkon tiipiine alinmig ve iizerine

49



3.MATERYAL VE METOT Hatice Cagla PAN

10 mL hekzan ilave edilmistir. Tipler 1 dk. boyunca vortekste karistirilmis ve 45
°C’da 150 rpm hizda 30 dk. boyunca ¢alkalamali su banyosunda bekletilmistir. 30
dk. sonra 6rnekler su banyosundan alinip oda sicakligina sogutultu ve daha sonra 4
°C’de 6000 rpm hizda 5 dk. santrifiij (Hettich, Universal 320, Almanya) edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra iistteki hekzan fazi alinip gerekli seyreltmeler yapilarak
GC’ye enjekte edilmis ve limonene ait kalibrasyon egrisi kullanilarak miktar
hesaplanmstir.
Gaz kromatografisi kosullar

Limonen miktar1 alev iyonlasma dedektorli "Agilent 6890N" marka GC de
CP-Wax 57CB (Varian) marka kapilar kolon (uzunluk 60 m, i¢ ¢ap: 0.25 mm, film
kalinligi: 0.4 pm) ile gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi, 40°C'de 4 dakika
beklemeden sonra dakikada 4°C artarak 102°C'ye ye daha sonra dakikada 2°C
artarak 112 ve son olarak dakikada 15 °C artarak 200°C'ye ¢ikacak sicaklikta 5
dakika sabit kalacak sekilde programlanmistir. Tasiyici faz olarak helyum (1.3
rnlL/dk akis hiz1) kullanilmistir.

Mikrokapsiillerin yiizey yag igeriginin belirlenmesi i¢in Penbunditkul ve
ark., (2012), tarafindan kullanilan yontem modifiye edilmistir. 0.5 g mikrokapsiil
deney tiipline tartilip, lizerine 5 mL hekzan ilave edilip 3 dk. boyunca vorteks
yardimiyla yaklagik 2000 rpm hizda karigtirilmistir. Karigim daha sonra filtre
kagidindan (Whatman 40) siiziilmis, kalan kisim 10 mL hekzan ile yikanmis ve

GC’ye enjekte edilmistir.

3.2.2.2. Lipozom Uretimi Enkapsiilasyon Etkinligi Analizi

Limonen igerikli lipozom kapsiillerin enkapsiilasyon etkinligini (EE)
hesaplayabilmek i¢in oncelikle mikrokapsiillerin toplam yag igerigi ve yiizey yag
icerikleri bulunup ve ayn esitlikten yararlanilarak EE hesaplanmstir.

Yiizey yag iceriginin belirlenmesinde Cui ve ark., (2015) tarafindan
gelistirilen yontemler modifiye edilerek uygulanmistir. Limonen igerikli lipozom

¢Ozeltisi 14000 rpm hizda 1 saat santrifiij (Hettich, Universal 320, Almanya)
50


https://aubibam.anadolu.edu.tr/tr/cihaz-ve-donan%C4%B1mlar/gaz-kromatografisi-alev-iyonla%C5%9Fma-dedekt%C3%B6r-gc-fid
https://aubibam.anadolu.edu.tr/tr/cihaz-ve-donan%C4%B1mlar/gaz-kromatografisi-alev-iyonla%C5%9Fma-dedekt%C3%B6r-gc-fid

3.MATERYAL VE METOT Hatice Cagla PAN

edilmistir. Santrifiij isleminden sonra {istteki supernatant 4 mL hekzan ile
¢oziilerek ve vorteklenmistir. Santrifiijlendikten sonra, 45 pm filtreden gegirilerek
GC’ye enjekte edilmistir.

Kapsiillenmis D-Limonen miktarini belirlemek i¢in, slipernatant alindiktan
sonra santrifiij tliplerinin altinda kalan kisma etanol ileve edilmis ve ultrasonik
banyoda 3 saat 40 °C de bekletilmistir. Daha sonra siispansiyon 15 dk 6000 rpm

‘de santrifiijlendi ve mikrofiltreden gegirildikten sonra GC’ye enjekte edilmistir.

3.2.3. D-Limonenin Daldirma Yontemi ile Kagitlarla Birlestirilmesi

Enkapsule edilmemis D-Limonenin kagitla birlestirilmesinde kullanilcak
konsantrasyon degerini belirlemek i¢in 6n ¢aligma yapilmistir. Bunun i¢in limonen
etil alkolde seyreltilmis (%100, %75 ve %50’lik limonen konsantrasyonlar:
hazirlanmis), ve kagitlar limonen ¢ozeltilerine daldirilmis, kagitlarda kalan limonen
miktart ve kagitlarin mikrobiyolojik olarak etkinligi incelenmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda %75 konsantrasyonda hazirlanan limonen kapl
kagitlarda en iyi etkinlik gdzlenmistir. Yalin halde (herhangi bir materyalle
kaplanmamig olarak) temin edilen hutpak kagitlar1 ve filtre kagitlar1 yuvarlak
delgeg ile 25 mm ¢apinda daireler halinde kesilmis ve bu daireler

a) %75’lik limonen ¢ozeltisi

b) lipozom ¢ozeltisi,

¢) %25°1ik (HPBSD ) ve

d) %25°lik BSD inkliizyon kompleksi ¢ozeltileri ile dort farkli 6rnek olacak
sekilde daldirma yontemine gore kaplanmistir.

Kullanilan tiim ara¢ gerecler otoklovda sterilize edilmistir. Filtre kagitlar1 5
dakika, hutpak kagitlar ise hassas yapisindan dolay1 3 dakika calkalayici da
tutularak homojen bir kaplama yapilmaya calisilmis ve kagit 6rnekleri steril kabin
icerisinde 3 saat kurutulmustur. Daha sonra; kagit ornekleri 4°C ve 25°C’de
depolanarak analiz yapilincaya kadar bekletilmistir. Hutpak ve filtre kagitlarin

cozeltilerle birlestirilme ve kurutulma islemleri Sekil 3.5’te gdsterilmistir.
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Sekil 3.5. Hutpak ve filtre kagitlarin ¢ozeltilerle birlestirilmesi ve kurutulmasi

3.2.4. Kagitlarda Yapilan Fiziksel Analizler
3.2.4.1. Germe Testi

Kagidin mekanik 0&zelliklerindeki degisim germe testi yapilarak
Ol¢iilmiistiir. Mekanik o6zellikler i¢in kaplanmamig olarak temin edilen hutpak
kagitlar1 ve filtre kagitlart 8*%2,5 cm olacak sekilde dikdortgen sekilde kesilerek
kaplama ¢ozeltileri ile birlestirilmistir.

Ornekler test dncesinde 25°C ‘de, %50+3 bagil nem ortaminda 48 saat
stiresince sartlandirilmis ve hazirlanan kagit orneklerin kalinliklart 5 farkli
noktadan mikrometre (Fowler, Boston, ABD) kullamlarak 6l¢iilmiistiir. Olgiimlerin
ortalamas1 almarak kagitlarin ortalama kalinligi hesaplanmistir. Hazirlanan
ornekler Sekil 3.6.’da gosterilmistir. Baslangi¢ uzunlugu 80 mm &rnekler, ¢ekme
hiz1 Imm/s olarak ayarlanarak kopana kadar gerdirilmistir. Gerilme mukavemeti
(GM) ve % uzama miktar1 (%UM), ASTM standart metot D 882-91 ’e gore tekstiir
analiz cihazi (TA-XT plus, Stable Micro Systems, Surrey, ingiltere) kullamlarak
belirlenmistir (Cho ve ark., 2002).
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Sekil 3.6. Germe testi igin kullanilan kagit 6rnekleri

3.2.4.2. Renk Analizi

Kagitlarin renk degerleri beyaz kalibrasyon plakasinin {izerine yerlestirilen
kagitlarda renk 6l¢iim cihazi (Minolta CR 400, Osaka, Japonya) ve CIA-Lab renk
skalas1 kullanilarak yapilmistir. Olgiimlerden &nce cihaz 1.=96.86, a=-0.07 ve
b=1.98 degerlerine sahip beyaz kalibrasyon plakasi ile kalibre edilmistir. Kaplama
yapilmayan kagit orneklerine gore toplam renk farki (AE) asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmistir (Kim ve ark, 2002).

AE:[(L*kontrol‘ L*émek) 2+ (a*kontrol - a*émek) 2+ (b*kontrol' b*i')mek) 2]05

Formiildeki “L*kontrol, 8*kontrol V€ b¥konirot ” simgeleri hi¢ bir islem uygulanmamig
hutpak ve filtre kagitlarmnin L*, a*, b* degerleri ve “L*smek, a*smek V€ b*smek”
simgeleri ise kaplama yapilmigkagit orneklerinin L*, a* ve b* degerlerini

gostermektedir.

3.2.4.3. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi Analizi
Kagitlarin yapisal bag o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla FTIR-ATR
spektrofotometresi (Jasco FT/IR-6800) ile cahisilmistir. Orneklerin spektrumlar

4000-400 cm™ arasindaki dalgaboyunda ve 4 cm™ ¢oziiniirliikte kaydedilmistir.
53



3.MATERYAL VE METOT Hatice Cagla PAN

Olgiim sirasinda Srnekler arasindaki gegislerde kristal yiizey etanol kullanilarak

temizlenmistir.

3.2.5. Kagit Orneklerinde Depolama Siiresince Yapilmis Analizler

Aktif Ozellikteki materyallerin etkinligini zamanla korumasi oldukea
o6nemlidir. Bunun i¢in kaplanmis kagitlarin zamana bagl olarak i¢erdigi D-limonen
miktar1 ve antifungal 6zelliklerindeki degisim asagida verilen analizler uygulanarak

belirlenmistir.

3.2.5.1. Kagit Orneklerinde kalan D-Limonen Miktarimn Belirlenmesi.

Limonen iceren kagitlarin depolama sicakligina bagli olarak igerdikleri
limonen miktarindaki degisimi belirlemek igin kagit 6rnekleri 4 °C ve 25 °C’de
bekletilmis ve depolamanm 1. 3. 5. 7. 15. ve 30. giinlerde kagitta kalan limonen
miktarlar belirlenmistir.

25 mm ¢apinda daire seklinde kesilen kagit 6rneklerinden 2 adet alinmis ve
teflon tiip igerine yerlestirilmistir. Kagit ornklerinin {izerine bir miktar su ilave
ediltikten sonra iyice karigtiritlmis ve ultrasonik banyoda 10 dk. bekletilmistir. Daha
sonra tiip icerisine 2 mL hekzan ilave edilip tiipler parafilm ile sikica kapatilmis ve
karigtirllmigtir. Tiim limonenin hekzan fazinda toplanmasi i¢in tiipler 45 °C’da 150
rpm hizda 30 dk. calkalamali su banyosunda (Memmert SV 1422) bekletilmistir.
Ardindan oda sicakligma sogutulan tiipler, 4 °C’de 6000 rpm hizda 10 dk. santrifiij
(Hettich, Universal 320, Almanya) edilmistir. Santrifiij isleminden sonra iistteki
hekzan fazi filtre edilip GC’ye enjekte edilmistir.

3.2.5.2. Limonenin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Degerinin
Belirlenmesi

D-Limonenin Penicillium expansum DSM62841 ve Penicillum digitatum
DSM 2750’a kargi minimum inhibisyon konsantrasyonu belirlemek icin; sivi

besiyeri Makrodilisyon Testi Uygulamasi yapilmistir. Limonen ¢6zeltisinin
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hazirlanmasinda; 4 mL DMSO-0.35 mL Tween 20 ve 4 mL limonen 100 mL’ye saf
su ile tamamland1 ve limonenin homojen ¢ézlinmesi saglanmistir.

Difco YM Broth besiyerinde aktif maddenin 2 katli dilusyonlar1 yapilarak
gittikce azalan yogunlukta olmak {izere limonen igeren dilusyonlar elde edilmistir.
Uzerine Thomo laminda sayilan P. expansum veya P. digitatum kiiflerinden 10°
spor/mL olacak sekilde her tlipe esit miktarda kiif sporu inokiile edilmistir. Bu
tiipler 25°C’de inkiibe edilmistir. Tiiplerdeki gelisme, 5 ve 6. giinlerde bulaniklik
olarak degerlendirilmis, gelismenin olmadigi son tiip MIK degeri olarak kabul

edilmistir.

3.2.5.3. Kagitlarin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Limonenin belirlenmis enkapsiile formlar1 olusturulup kégitlarla etkin
birlestirme saglandiktan sonra 25 °C ve 4 °C depolanmis kagitlarin; 1. 3. 5. 15. 30.
giinlerinde Penicillium expansum ve Penicillum digitatum’a kars1 antifungal etkisi
Akbas (2017), tarafindan belirtilen disk difuzyon yoOntemine gore yapmustir.
Calismada; Potate Dextroz Agar kullanilmistir. P.expansum ve P.digitatum kifleri
seyreltme islemi yapilarak ve Thomo laminda sayilak 10° spor/mL olacak sekilde
petri kaplarina aktarilarak homojen sekilde 6ze ile yayilmistir. Daha sonra petri
kaplarmin tam merkezine 25 mm ¢apinda kesilmis limonen igeren ve igermeyen
kagit ornekleri, ekim yapilmis petrilere aseptik kosullarda yerlestirilmistir. Daha
sonra bu petriler 25 £ 2 °C' de bekletilmis ve sonrasinda “engellenmis bdlge” ¢ap1

kumpas ve goriintii isleme teknigi ile Sl¢lilmiistiir.

3.2.6. Istatistiksel analiz

Elde edilen tiim sonuglar ortalama olarak verilmis ve SPSS Versiyon 20.0
(SPSS Inc., USA) istatistik paketiyle degerlendirilmistir. Sonuglar arasindaki
farklar varyans analiziyle % 95 giiven aralifinda degerlendirilmistir. Ayrica
mikrobiyolojik analizlerde petriler “Image J” yazilimi kullanilarak morfolojik

parametrelerin hesaplama yontemi ilede olusan bosluklar hesaplanmaistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada; D-Limonenin mikroorganizmalara karsi Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu bulunmustur. Limonen, lipozom yontemi ve
siklodekstrin inkliizyon kompleksi olusturularak enkapsiile edilmistir. Lipozom
yonteminde soya lesitini kullanilarak ince film hidrasyon yontemi uygulanmis olup
siklodekstrinler ile enkapsiilasyonda ise; B-siklodekstrin (BSD) ve 2-hidroksipropil-
B-siklodekstrin (HPBSD) kullanilarak yogurma yontemi ile inkliizyon kompleksi
olusturulmugtur. Elde edilen mikrokapsiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri
Ol¢iilmiistiir. Daha sonra elde edilen kapsiiller hutpak kagit ve filtre kagida
emdirilerek, kagidin fiziksel analizleri kagitta kalan limonen miktar1 ve kagitlarin
antifungal 6zellikleri belirlenmistir. Yapilan g¢alismalar sonucu elde edilen bulgular
asagida verilmis ve literatiirdeki verilerle karsilastirilarak tartigilmigtir.

Yapilan 6n denemelerde;

BSD ve HPBSD inkliizyon komplekslerinin %8’lik sulu ve etanollii
cozeltileri hazirlanmig elde edilen ¢ozeltilerle kaplanan hutpak ve filtre kagitlar ile
mikrobiyolojik aktivite analizi ¢aligilmis ancak herhangi bir antimikrobiyal aktivite
gbzlenmemistir.

BSD ve HPBSD inkliizyon komplekslerinin %25’lik sulu ve etanollii
cozeltileri hazirlanmis elde edilen ¢ozeltilerle kaplanan hutpak ve filtre kagitlar ile
mikrobiyolojik aktivite analizi ¢alisilmis, su ile hazirlanan ¢ozeltilerle birlestirilen
kagitlarda antimikrobiyal aktivite gozlenmistir. Calismaya kaspiillerin sulu
cozeltileriyle hazirlanan hutpak ve filtre kagitlartyla devam edilmeye karar

verilmistir.

e Serbest haldeki limonenin kagitlarla birlestirilmesinde kullanilacak
konsantrasyon degerini belirlemek icin; %100, %75, %50’lik limonen

konsantrasyonu olacak sekilde etil alkol ile ¢dzeltisi hazirlanmis, %75
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konsantrasyonda hazirlanan limonen kapli kagitlarda mikrobiyolojik olarak
en az gelisme gozlenmistir.
e Lipozom iretiminde; {iretim standardizasyonu saglayabilmek igin

denemeler gerceklestirilmistir.

1. Ogzellikle ince film olusumunda uygulanan vakum isleminin siiresi ve
giicii standardize edilmistir.

2. Prob sonikatorde; gii¢ %60-80 uygulandiginda lipozom soliisyonunda
topaklanma gorilmiistir ve soliisyon filtreden gegerken problem
olugsmustur. Ayni zamanda ¢6zelti sonikasyondan sonra bir siire
bekletildiginde mikrofiltrede tikanma olustugundan az miktarda ¢ozelti
gecebilmistir. O yiizden prob sonikasyonda %100 giigte calisilmus,
1sinmaya karsi soliisyon sicakligi kontrol altina alinmig ve solusyon
sogumadan, sonikasyon iglemi biter bitmez mikrofiltreden gegcirilmesi

gerektigi gozlenmistir.

4.1. Limonenin MiK Bulgular

Ugucu yaglarmm antimikrobiyal etkileri yillar boyunca ¢ok sayida
mikroorganizmaya kars1t calisilmis, ugucu yaglarin veya bilesiminde bulunan
kimyasal bilesiklerin etkilerini aciklamak i¢in g¢esitli mekanizmalar bildirilmistir.
Ugucu yaglarin ana etki sekli; gram pozitif ve gram negatif bakterilerin membran
biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmalarindan kaynaklanmaktadir (Calsamiglia ve
ark., 2007).

Ugucu yaglar lipofilik o6zelliklerinden dolayr hiicre duvari ve hiicre
zarindan kolaylikla gegebilmektedir. Ucgucu yaglarin  ve bilesenlerinin
polisakkaritler, yag asitleri ve fosfolipitler ile etkilesimleri, bakteriyel membranlari
daha gegirgen hale getirir, boylece iyonlarin ve hiicresel igerigin kaybi hiicre
Oliimiine yol agar. Ugucu yaglarin ve bilesenlerinin 6nemli bir 6zelligi hidrofobik

yapiya sahip olmalaridir. Bu 6zellikleri ugucu yaglarin bakteri hiicre zarini ve
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mitokondri lipitlerini ayirmasina izin vermesidir. Bu siire¢ bakteri hiicresinin daha
gecirgen olmasina neden olmaktadir (Burt, 2004; Saad ve ark., 2013).

Bununla birlikte; ugucu yaglarin fenolik yapisi da bakterilerin hiicre zarim
bozarak hiicrenin fonksiyonel Ozelliklerini inhibe eder ve sonunda hiicrenin
icindeki igeriklerinin sizmasina neden olur. Etki mekanizmalari, fenolik bilesiklerin
mikrobiyal hiicre zar1 gecirgenligini degistirebilme, sitoplazmik zarlara zarar
verme, hiicresel enetji (ATP) tiretim sistemine miidahale etme ve proton pompast
aktivite giiciinii bozma kabiliyeti ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Diger dnemli
etki mekanizmalari, sitoplazmik proteinlerin yapisinin bozulmasi ve bakteriyel
hiicre 6liimiine yol acan hiicresel enzimlerin inaktivasyonunu igerir. (Bajpai ve
ark., 2012).

Calismada ilk olarak; narenciye ve diger meyvelerde depo ciiriikliiklerine
neden olan Penicillium expansum ve Penicillum digitatum kifleri igin kullanilan
limonenin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) belirlenmistir ve elde edilen
sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Yapilan ¢alismada negatif kontrol tiiplerinde
(kiif eklenmemis) herhangi bir ilireme gozlenmemistir. Pozitif kontrol (kiif
eklenmis) olarak her kiif i¢in ayr1 ayri ¢aligilan test tiiplerinin hepsinde iireme
gbzlenmistir. D-Limonenin MIK degeri her iki kiif tiirii iginde (P. expansum ve P.
digitatum) 842 pg/mL  olarak belirlenmistir. Calisilan daha  diisiik

konsantrasyonlarda {ireme inhibe edici etki gosteremedigi saptanmstir.
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Cizelge 4.1. D-Limonenin test edilen kiifler {izerindeki MIK sonuclari

D-Limonen Pozitif Negatif Mikroorganizma Adi
Konsantrasyon
Miktari(ug/mL) Kontrol Kontrol
Penicillium Penicillium
Expansum Digitatum
3370 UG uo uo uo
1685 UG uo uo uo
842 UG uo uo uo
421 UG uo UG UG
210 UG uo UG UG

UG: Ureme gériildii; UO: Ureme olmadi.

Limonenin farkli maya suslari {izerine etkisinin incelendigi bir arastirmada
(Ugan ve ark.,2008), limonenin denenen tiim maya suslarinda etkili oldugu, MIiK
degerlerinin ise maya tiiriine bagl olarak 500-4000 pg/mL arasinda degistigi, en
diren¢li maya susunun R.glutinis (4000 ug/mL), en hassas maya suslarinin ise
C.bolmii, P. Subpelliculuse NCYC 436, K. apiculata, Maurivin, Lalvin, Fermirouge
(500 pug/mL) oldugu bildirilmistir.

Dabbah ve ark.,(1970), D-limonenin inhibitdr etkisinin portakal, limon,
greyfurt ve mandalina meyvelerinden elde edilen ugucu yaglar ile karsilastirmak
tizere yapmis oldugu caligmasinda; D-Limonen, (1 pL/mL) konsantrasyonda;
Salmonella senftenberg, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
tirlerinin  biiylimesini inhibe ettigini belirlemistir. Antimikrobiyal etkinlik
siralamasinin D-limonen>limon yagi>mandarin yagi>portakal yagi>greyfurt yagi
seklinde oldugunu belirlemistir.

Zahi ve ark. (2015), caligmalarinda; broth mikrodiliisyon yontemiyle,
limonenin hedef mikroorganizmalar E. coli, S. aureus ve B. subtilis'in lizerinde

antimikrobiyal etki gosterdigi ve 1 ug/mL'lik bir konsantrasyonun, biiyiimelerini
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engellemek igin yeterli oldugu belirlenmistir. Ayrica, en etkili antimikrobiyal
aktivite, 0,5 pg/mL MIK konsantrasyonu ile S. cerevisiae mikroorganizmasi
tizerinde oldugu belirlenmistir.

Liu ve ark. (2020), limon yag1 ve limonenin, siganlarin dis ¢iiriiklerine
indiiklenen Streptococcus sobrinus lizerindeki inhibitor etkisi isimli ¢alismalarinda;
limon yagi ve limonenin si¢anlarda c¢liriik Onleyici etkilerini incelemeyi ve
karsilastirmay1 amaglamiglar, minimal inhibitér konsantrasyonlart disk difiizyon
yontemi kullanilarak 6lgmiislerdir. Limon yagi ve limonenin MIK degerleri
strasiyla 4500 ve 21000 pg/mL olarak belirlenmistir. Limonen ve limon yaginin,in
vivo olarak bakteriyostatik bir sekilde benzer ciiriik Onleyici yeteneklere sahip
oldugunu bulmuslardir.

Salehi ve ark. (2021), limonen yiiklii siklodekstrin inkliizyon kompleksi
hazirlama, karakterizasyon ve antibakteriyel aktivite isimli c¢alismalarinda; D-
Limonenin yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip dogal bir fenolik bilesik
oldugunu ancak, diisiik ¢oziiniirlik ve yiiksek uguculuga sahip olmasindan dolay1
gida ve ilag endiistrilerindeki uygulamalarinin sinirli oldugunu, bu smirlamalarin
iistesinden gelmek i¢in B-siklodekstrin nano siingerlere (SD-NS) dahil ettiklerini
belirtmislerdir. Calismada; broth mikrodiliisyon yontemi kullanilmis, D-limonenin
hedef mikroorganizmalar E. coli, Shigella flexneri S. aureus ve, Enterococcus,
iizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi ve (SD-NS) MIK degerleri sirasiyla 162,
81, 650, 650, ug/mL olarak belirlenmistir.

Literatiir incelendiginde; D-limonenin Penicillum tiirii kiifler iizerindeki
antifungal etkisini inceleyen bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Ancak mevcut
literatiir  incelendiginde = D-limonenin antibakteriyel etkisinin  antifungal
aktivitesinden daha yiiksek oldugu, antimikrobiyal aktivetisinin mikroorganizma

cws

tiirline ve safligina gore degistigi calismalara belirtilmistir.
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4.2. D-Limonen/Siklodekstrin inkliizyon Komplekleri ve Lipozomla
Enkapsiilasyon Etkinligine Ait Bulgular

Tez c¢alismast kapsaminda; [B-Siklodekstrin veya 2-hidroksipropil-f-
siklodekstrin kullamlarak D-limonen icerikli mikrokapsiiller iiretilmistir. Uretilen
mikrokapsiillerde tutulmus olan D-Limonen miktar1 analizlerle belirlenmis
enkapsiilasyon etkinligi ve mikrokapsiillerin yiikleme kapasitesi sonuglarinin
ortalama degerleri hesaplanmigtir ve Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

Limonenin BSD ile olusturdugu inkliizyon kompleklerinin enkapsiiplasyon
etkinligi ortalamas1 %82,1 ylikleme kapasitesi degeri ise ortalama %36,6 olarak
belirlenmistr. HPBSD ile olusturdugu inkliizyon kompleklerinin enkapsiilasyon
etkinligi ise %99,0 yiikleme kapasitesi degeri ise %29,0 olarak belirlenmistir.
Sonuglar incelendiginde; HPPSD ile olusturulan inkliizyon kompleksinde
enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin, BSD ile olusturulanlardan daha yiiksek
oldugu, ancak yiikleme kapasitesi degerlerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Iki farkli siklodekstrinin bosluk kismi ile limonen arasindaki etkilesimin

farkliligindan kaynaklanabilegi diisiiniilmektedir.

[ Enkapsllasyon etkinligi Ylkleme kapasitesi
100
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Sekil 4.1. D-limonen igerikli BSD ve HPBSD inkliizyon kompleklerine ait
enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme kapasitesi degerleri
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Bhandari ve ark. (1998), Limonenin, BSD ile enkapsiilasyonu yogurma
yontemine gore gergeklestirilmig, 15, 20 ve 30 dakika yogurma siirelerinde, 15
dakikalik yogurma siiresinin en uygun yogurma siiresi oldugunu bildirmistir.
Ayrica, limonenin enkapsiilasyon etkinligini %97 olarak bulunmustur.

Cetin (2014), tez calismasinda; yogurma teknigi uygulanarak karanfil
ucucu yag1 HPBSD ile enkapsiile edilmistir. Calisma sonucu elde edilen inkliizyon
komplekslerinin enkapsiilasyon etkinligi, %99 olarak bulunmustur.

Ozgiin ~ (2015), nane ugucu yagmn  siklodekstrinler ile
mikroenkapsiilasyonda; kaplama materyali olarak HPBSD kullanilmis olup,
enkapsiilasyon etkinligi %72.81 olarak bulunmustur.

Herrera ve ark. (2019), ugucu yaglarin BSD ile olusturulan inkliizyon
komplekslerinin antifungal ve fizikokimyasal oOzellikleri isimli ¢aligmalarinda;
mikrokapsiillerin sinnamaldehit tutma etkinligi %91 iken, mikrokapsiillerin §jenol
tutma etkinligi %66 olarak belirlenmistir. Bu farkliliklar, aktif bilesikler ve BSD
boslugu arasindaki etkilesimin derecesi ile iliskili olabilecegi belirtilmistir. Ayrica;
etkinligin; kapsiillenecek maddenin tipi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, madde-
SD etkilesimleri gibi gesitli faktdrlere bagl olarak degisebilecegi de belirtilmistir.

D-Limonenin BSD ile olusturulan inkliizyon komplekslerinde enkapsiilasyon
etkinligi ve yiikleme Kkapasitesi literatiirle bulunan sonuglarla benzerlik
gostermektedir. D-Limonenin HPBSD ile olusturulan inkliizyon komplekslerinde
enkapsiilasyon etkinligi ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Degisik kaplama
malzemelerinin farkli tutma etkinligi gosterebilecegi elde edilen sonuglardan
anlasilmaktadir.

Literatiirde; D-Limonenin lipozom ile enkapsiilasyonu ile ilgili ¢aligmalar
mevcut olmakla birlikte herhangi bir enkapsiilasyon etkinligi hesaplamasi
yapilmamustir (Dhitala ve ark., 2018; Umagiliyage ve ark., 2017; Joshi ve
ark.,2021).. Limonen igerikli lipozom enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme

kapasitesine ait veriler Sekil 4.2’de gosterilmistir.
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D-Limonenin, lipozom ile enkpsiile edilmesinde enkapsiiplasyon etkinligi

ortalamas1 %33,0, yiikleme kapasitesi ise %22,6 olarak olarak belirlenmistir

Enkapsiilasyon etkinligi Yiikleme Kkapasitesi
LiPOZOM

Sekil 4.2. D-limonen igerikli lipozomlarin enkapsiilasyon etkinligi ve yiikleme
kapasitesi degerleri

Enkapsiilasyon etkinliginin diisiik ¢ikmasinin nedeni; lipozomun siv1 formda
elde edilmesi ve partikiillerin santrifiij islemi ile ayrilmasinda yiiksek hizlara

cikilamamasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

4.3. D-Limonen Icerikli Aktif Kagitlarin Fiziksel Ozelliklerine Ait Bulgular
4.3.1. Renk Analizi

Gida ambalajinin koruma, iletisim, icerme ve kullamim kolaylig1 saglama
gibi temel dort fonksiyonu vardir. Ayrica iirliniin iizerinde bulunan ambalaj;
olusturudugu albeni sayesinde iiriiniin pazarlamasinda da rol alarak sessiz bir satici
rolii Ustlenebilmektedir. Tez calismasi kapsaminda; iiretilen D-limonen igerikli
kagitlarin renk degerleri belirlenmis ve yalin haldeki kagitlarin renk degerleri ile

karsilastirilmistir. Bu kapsamda;
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a) %75 konsantrasyonda hazirlanan limonen ¢ozeltisi b)lipozom ¢ozeltisi,
c) %25’lik HPBSD ve d)%25’lik BSD inkliizyon kompleksi ¢ozeltileri ile dort
farkli kagit 6rnegi olcak sekilde daldirma yontemiyle kaplanan ve herhangi bir
islem uygulanmayan hutpak veya filtre kagit omeklerinin renk degerlerindeki
degisim (L*, a*, b* ve AE) sirasiyla Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te belirtilmistir.

L* renk degeri, rengi 6l¢iilen nesnenin parlakligi ve matligi hakkinda bilgi
veren bir parametredir. L* degeri, nesnenin sahip oldugu parlaklik miktarina bagh
olarak 0 ile 100 arasinda bir deger alabilir. L degeri 0 oldugunda nesnenin asir1 mat
veya siyah oldugu, 100 oldugunda ise asir1 parlak veya beyaz renge sahip oldugu
anlasilmaktadir. a* degeri, rengi dl¢iilen nesnenin kirmizilig ve yesilligi hakkinda
bilgi veren bir renk parametresidir. a* degeri pozitif (+) oldugunda kirmiziligi,
negatif (-) oldugunda ise yesilligi tanimlamaktadir. b* degeri, rengi Olgiilen
nesnenin sarilig1 ve maviligi hakkinda bilgi veren bir renk parametresidir. b* degeri
pozitif (+) oldugunda sariligi, negatif (-) oldugunda ise maviligi tamimlamaktadir.
Kagit 6rneklerinin renk fakliligini sayisal olarak ifade edebilmek i¢in "toplam renk
farki degeri de (AE) hesaplanmustir.

Hi¢ kaplama yapilmamis kontrol hutpak kagitlarn1 H-K, Limonen kaph
kagitlar H-L, %25’lik BSD inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle kaplanan kagitlar H-
BSD, HPBSD inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle kaplanan kagitlar H-HPBSD,

Lipozom ¢ozeltisiyle kaplanan kagitlar ise H-Lp olarak kodlanmustir.
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Cizelge 4.2. Hutpak kagidi esash drneklerin renk degerleri

ORNEK L* a* b* AE
H-K 96,89 +0,232  -1,57+0,27¢ 2,15+0,202 0,00+0,00°
H-L 90,49+0,80°  -0,43+1,90°  -3,23+0,12¢  8,41+0,11>
H- BSD 93,37+0,58° -0,76+0,30°  -1,58+0,30°  5,20+0,56
H- HPBSD 89,19+0,769 0,06+0,152 -3,60+0,77¢  9,75+0,182
H-Lp 89,450,499  -0,78+0,54°  -0,37+0,90°  8,12+0,35°

Aym siitundaki farkh kiiciik harflere sahip ornekler arasindaki fark onemlidir
(p<0.05). H-K: kontrol hutpak kagitlar;; H-L; Limonen kapli hutpak kagitlar; H-BSD BSD
: %25°1lik BSD inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle kaplanan kagitlar; H-HPBSD : %25°lik
HPBSD inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle kaplanan kagitlar; H-Lp: Lipozom ¢ozeltisiyle
kaplanan kagitlar

Cizelge 4.2. incelendiginde 6rneklerin L* degerleri arasinda istastiki olarak
onemli farklilik tespit edilmistir. Genel anlamda enkapsule limonen igeren
cozeltilerle yapilan kaplama hutpak kagitlarin L* degerini diisiirdiigii, lipozom
cozeltisiyle (89,45) ve HPBSD inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle (89,19) kaplanan
orneklerin L degerlerinin diger yontemlere gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Hutpak kagidin kaplama ile a* degerlerinde artiglar oldugu belirlenmistir. Nitekim,
H-K 6rnegini a* degeri -1,57, H-L 6rneginin -0,43, BSD Orneginin -0,76, H-
HPBSD 6rneginin 0,06 ve H-Lp 6rneginin ise -0,78 olarak belirlenmistir. Hutpak
kagitlarin kaplanmasi ile b* renk degerinde ise istatistiksel olarak 6nemli azaliglar
tespit edilmistir (p<0.05) .HPBSD ve serbest halde limonen ile kaplanan 6rneklerde
en diigiik b* degerleri (sirasiyla -3.50, -3.23) ol¢iilmiistiir. Toplam renk farkliligi
degerleri incelendiginde kaplamada kullanilan ¢ozeltiye bagli olarak oOrnekler
arasinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar oldugu belirlenmistir. AE* degeri,
orijinal renk degerlerinden renk farkin1 tamimlamak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir ve AE* degerinin 3.0 ile 6.0 arasinda olmasi, renk farkinin “iyi
goriilebilir”, 6.0 ile 12.0 arasinda “cok 1iyi goriilebilir” anlamina geldigi

bildirilmektedir (Cserhalmi ve ark., 2006; Siifer ve Palazoglu, 2019). AE* degeri;
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hi¢ kaplama yapilmamis hutpak kagitlara gore degerlendirildiginde; renk farkinin
oldukga belirgin oldugu anlasilmaktadir. BSD kullanilarak kaplanan kagitlarda AE
degerinin (5,20) diger kaplanan kagitlara gore istatistiksel olarak daha az oldugu
bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.3. Filtre kagidi esash 6rneklerin renk degerleri

ORNEK L* a* b AE

FK 100,57£020°  -0,69:0,07"  645:0,17°  ( p0.0 oo
FiL 94,03:0,13° 0058021 096012  gooi0oa
F-BSD 96,27:0,23°  0,01£0,02 0380149 40,0 17
F- HPBSD 91,16£0,41°  0,71:0,06°  -0,21%0,12° 1 1.0 37
F-Lp 923480340 -0,55:0.30° 5324063 g 40,0 o

Aym siitundaki farkh kiiciik harflere sahip ornekler arasimmdaki fark onemlidir
(p<0.05). F-K: kontrol filtre kagitlari; F-L; Limonen kapl filtre kagitlar; HBSD : %25°lik
BSD inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle kaplanan kagitlar; H-HPBSD : %25’lik HPBSD
inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle kaplanan filtre kagitlar; H-Lp: Lipozom c¢ozeltisiyle
kaplanan filte kagitlar.

Cizelge 4.3 incelendiginde filtre kagidi esasli 6rneklerin renk degerleri
arasinda istastiki olarak 6nemli farklilik tespit edilmistir. Genel anlamda kaplama
yontemlerinin filtre kagitlarin L* degerini disiirdiigi, F-HPBSD (91,16) ve F-L;
(92,34) orneklerinin L degerlerinin diger orneklere gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir.

Hutpak esasli kagitlarda oldugu gibi kaplama islemi filtre kagidi esash
orneklerin a* degerlerinde artiglar, b* renk degerinde ise isatistiksel olarak 6nemli
azaliglar oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).

AE* degeri; hi¢ kaplama yapilmamis hutpak kagitlara gore
degerlendirildiginde; renk farkinin oldukga belirgin (cok iyi goriiliir) oldugu
anlasilmaktadir. HPBSD inkliizyon kompleksli ¢ozeltilerle kaplanan kagitlarda AE
degerinin (11,61), diger c¢ozeltilerle kaplanan kagitlarin AE degerine gore

istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05). Ayrica; limonen
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¢Ozeltisi ile kaplanan kagitlar ve direk lipozom ¢ozeltisi ile kaplanmus filtre kagitlar
birbiriyle kiyaslandiginda aralarinda istatistiki acidan fark olmadigi gorilmiistiir
(p>0.05).

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3 birlikte degerlendirildiginde; hutpak ve filtre
kagit orneklerinde; kaplama yontemlerinin kagitlarin L degerini ve b* degerini
diistirdiigii belirlenmistir. AE* degeri; hi¢c kaplama yapilmamis hutpak ve filtre
kagitlara gore degerlendirildiginde; renk farkimin olduk¢a belirgin oldugu
anlagilmaktadir. Kagitlarin renk degerlerinde limonenin enkapsiiplasyonu ile
olusturulan lipozom ve siklodekstrin inkliizyon komplekslerinde kapsiilasyonda
kullanilan maddelerin fiziksel farkliliklarindan kaynaklanan 6nemli degisiklikler

meydana gelmistir.

4.3.2. Kagitlarin Mekanik Ozelliklerine Ait Bulgular

Germe mukavemeti, malzemenin ¢ekmeye karsit gosterdigi direng olarak
tanimlanmaktadir. Cekme deneyinde, cisim, bir siire uzadiktan sonra kopar ve
koptugu andaki diren¢ degeri ¢ekme gerilmesini verir. Gerilme mukavemeti degeri
malzemenin ¢ekme etkisi altinda tolere edebildigi maksimum stresi, kopma
gerilmesi ise malzemenin koptugu noktadaki stresi gosterir. Kagitlarin birim uzama
miktar1, toplam uzama miktarmin kagitlarin baslangic uzunluguna boliinmesi ile
bulunur.

Kaplanan hutpak kagitlara uygulanan ¢ekme testi sonucu elde edilen
kalinlik (T), gerilme mukavemeti (GM), kopma anindaki ylizde uzama miktari
(UM), ve elastik modiilii (EM) 6l¢iilmiis ve bu degerlere uygulanan Duncan Coklu

Karsilastirma Testi sonuclar1 Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Hutpak esasl1 kagitlarin mekanik 6zellikleri

Ornek T (um) GM (Mpa) UM (%) EM (Mpa)

H-K 0,03£0,00°¢  22,95+2,862  1,160,27° 27,418,142
H-L 0,03+0,00°¢  19,10+3,60° 1,07+0,24° 27,925,392
H-BSD 0,05+0,07%  22,60+4,632  1,83+0,312 17,71+£3,36°
H- HPBSD 0,0410,02° 23,75t4,662 0,91+0,22° 27,225,012
H-Lp 0,03£0,03¢  7,40+1,68°  1,40+0,27° 8,91+1,67°¢

Aym siitundaki farkh Kkiiciik harflere sahip ornekler arasindaki fark onemlidir
(p<0.05) H-K: Hi¢ kaplama yapilmamig hutpak kagitlar; H-L: %75konsantrasyonda
limonen c¢ozeltisiyle kaplanan hutpak kagitlar; BSD : BSD ile enkapsiile edilmis
cozeltilerle kaplanan hutpak kagitlar; H- HPBSD :HPBSD ile enkapsiile edilmis
cozeltilerle kaplanan kagitlar; H-Lp: Lipozom c¢dozeltisiyle kaplanan kagitlar1 ifade
etmektedir.

Hutpak esasli kagit orneklerinin limonen ile birlestirilmesinden sonra
mekanik Ozelliklerindeki degisim, hi¢ kaplama yapilmamis kagitlara gore
degerlendirildiginde; H-BSD ve H-HPBSD orneklerinin kalinlik degerlerinde artis
oldugu belirlenmistir. Bu kalinlik artiginin ~ siklodekstrinlerin  yapisindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Orneklerin gerilme mukavemeti (GM) incelendiginde H-Lp 6rneginin GM
degeri (7,40 Mpa), H-K (kontrol) drnegine gore (22,95 Mpa) istatistiksel olarak
onemli Ol¢iide azalmistir. H- HPBSD 6rneginin GM degeri (23,75) ile kontrol
orneginin GM degeri arasinda istatsitiksel olarak énemli bir fark (p>0.05) olmadig
belirlenmistir.

Farkli sekillerde limonen ile birlestirilen kagitlarin uzama miktar1 (UM)
degerleri incelendiginde, ornekler arasinda istatistiksel agidan 6enmli farkliliklar
(p>0.05) oldugu goriilmektedir. H-K 6rneginin UM degeri %1,16, H-L’de %1,07,
H-BSD %1,83, H-HPBSD ’de %0,91, H-Lp’ de%1,40 degerleri Olciilmiistiir. H-
BSD o6rneginin UM degeri, kaplama yapilmayan hutpak kagitlara gore artis
gosterirken, H-HPBSD 6rneginde azalis tespit edilmistir. H-K ve H-Lp 6rneklerinin

UM degerleri arasinda ise istatistiki bir fark (p>0.05) olmadig1 belirlenmistir.
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Orneklerin elastik modulu degeri de hesaplanmis ve birbirleri ile karsilastirilmistir.
Elastik modili (EM) degerleri yoniinden; H-K, H-L ve H-HPBSD ornekleri
arasinda istatistiki bir fark (p>0.05) olmadig1 belirlenmistir ve en yiiksek degerler
bu kagitlarda gozlenmistir. Hutpak esasli kagitlarin mekanik o6zelliklerindeki
degisim genel olarak degerlendirildigide, HPBSD kullanilarak enkapsule edilen
limonen ile yapilan kaplamalarin kagitlarin gerilme mukavemetini arrtiridig1 ancak
esnekliklerini azaltti§1 soylenebilir. Lipozom soliisyonu kullamlarak yapilan
kaplamalarin ise kagitlarin kopmaya kars1 dayanimlarin1 6nemli Olgiide azalttig
sOylenebilir.

Filtre kagidi esasl orneklere uygulanan ¢ekme testi sonucu elde edilen
kalinlik, gerilme mukavemeti, kopma anindaki ylizde uzama miktar1, elastik
modiilii degerleri ve ornekler arasinda uygulanan Duncan Coklu Karsilagtirma

Testi sonuglart Cizelge 4.5°de verilmigtir.

Cizelge 4.5. Filtre kagidi esash 6rneklerin mekanik ozellikleri

Ornek T (um) GM (Mpa) UM (%) EM (Mpa)
F-K 0,15+0,00¢  11,64+6,25" 2,55+0,612  13,9416,77°
F-L 0,15+0,03¢ 10,22+4,11> 2,06+0,61°  10,68+3,71°
F-BSD 0,21£0,10¢  9,76+1,93*  2,02+0,32>  11,99+2,51°
F- HPBSD 0,20+0,00> 25,32+9,232 2,10+0,30°  20,07+3,807°
F-Lp 0,17+0,00°  3,27+0,66°  1,44+0,46°  4,60+1,34°

Aym siitundaki farkh Kkiiciik harflere sahip ornekler arasindakifark onemlidir
(p<0.05) F-K: Hig kaplama yapilmamus filtre kagitlar; F-L: %75 konsantrasyonda limonen
cozeltisiyle kaplanan filtre kagitlar; F-BSD :BSD ile enkapsiile edilmis ¢ozeltilerle kaplanan
hutpak kagitlar; F- HPBSD :HPBSD ile enkapsiile edilmis ¢ozeltilerle kaplanan kagitlar; F-
Lp: Lipozom ¢dzeltisiyle kaplanan kagitlari ifade etmektedir.
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Filtre kagid1 esasli orneklerin mekanik 6zellikleri incelendiginde, hutpak
kagidi esasli 6rneklerde oldugu gibi; filtre esasli kagit 6rneklerinin limonen ile
birlestirilmesinden sonra mekanik Ozelliklerindeki degisim, hi¢ kaplama
yapilmamis kagitlara degerlendirildiginde; F-BSD ve F-HPBSD orneklerinin
kalinlik degerlerinde artis oldugu belirlenmistir. Bu kalinlik artisinin  hutpak
kagitlarda oldugu gibi siklodekstrinlerin  yapisindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

Orneklerin gerilme mukavemeti (GM) incelendiginde F-Lp &rneginin GM
degeri (3,27 Mpa), F-K (kontrol) 6rnegine gore (11,64 Mpa) istatistiksel olarak
onemli Ol¢iide azalmistir. F-L 6rneginin GM degeri (10,22) ile kontrol drneginin
GM degerleri arasinda istatiksel olarak Onemli bir fark (p>0.05) olmadig:
belirlenmistir.

Farkli sekillerde limonen ile birlestirilen kagitlarin uzama miktar1 (UM)
degerleri incelendiginde, ornekler arasinda istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar
(p>0.05) oldugu goriilmektedir. F-K 6rneginin UM degeri %2,55 F-L’de %2,06 F-
BSD %2,02, F-HPBSD’de %2,10, F-Lp’de %]1,44 degerleri olgiilmiistiir. Biitiin
orneklerin UM degerinde, kaplama yapilmayan filtre kagitlara gore azalis tespit
edilmistir. Orneklerin elastik modulu degeri de hesaplanmis ve birbirleri ile
karsilagtirilmigtir. Elastik modiilii (EM) degerleri yoniinden; F-K, F-L ve F-HPBSD
ornekleri arasinda istatistiki bir fark (p>0.05) olmadig1 belirlenmistir En yiiksek
deger F-HPBSD kagitlarda gozlenmistir. Filtre esasli kagitlarin  mekanik
ozelliklerindeki degisim genel olarak degerlendirildigide, HPBSD kullanilarak
yapilan kaplamalarin kagitlarin  gerilme mukavemetini arrtiridigi  ancak
esnekliklerini azaltti§1 sOylenebilir. Lipozom soliisyonu kullanilarak yapilan
kaplamalarin ise kagitlarin kopmaya karst dayanimlarini énemli 6lciide azalttigi
sOylenebilir.

Filtre ve hutpak kagitlar birlikte kiyaslandiginda ise; gerilme mukavemeti
(GM), ve elastik modiilii (EM) farkli farkli enkapsiilasyon ¢ozeltisiyle kaplanan

hutpak kagitlarda daha yiiksek degerlerin elde edildigi, kopma anindaki yiizde
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uzama miktar1 (UM), ise filtre kagitlarinda daha yiiksek degerler elde edildigi
goriilmiistiir.

Mekanik testler sonucunda lipozom soliisyonu ile yapilan kaplamalarin her
iki kagit tiriindede gerilme mukavemetini azalttigi, kaplamada HPBSD
kullaniminin ise gerilme mukavemeti degerini arttirdigi, dolayisi ile kagidin

kopmaya kars1 gosterdigi direnci attirdigi belirlenmistir.

4.3.3. FT-IR Spektrometresi

Hutpak ve filtre kagitlarin yapisal bag ozelliklerini tanimlamak amaciyla
IR spektrumlar1 incelenmistir. Yapisal analiz, kagitlarin yapisindaki organik
fonksiyonel gruplarin tanimlanmasini ve bu gruplarin etkilesimlerini igerir. Bu
gruplar IR 1s1§ina maruz kaldiklarinda farkli gerilme ve biikiilme titresim
frekanslarinda karakteristik pikler seklinde ortaya c¢ikar. Organik bilesiklerde,
fonksiyonlu gruplar i¢in belli gerilme ve egilme titresmeleri vardir ve IR
spektrumunda, fonksiyonlu gruplar i¢in belirgin sogurma bandlarmin goriildiigi
4000-1500 cm-1 bolgesine fonksiyonlu grup bolgesi denir. Bu bolgede yer alan
bantlar, 6zel atom gruplarinin ve parmak izi bdlgesi (1500-400 cm-1) olarak iki
bolgeye ayrilabilir. Bu nedenle gida maddesinin bilesiminde ufak bir degisiklik
parmak izi bdlgesindeki absorbsiyon piklerinin 6nemli oranda degismesine neden
olmaktadir. Benzer sekilde bu bolgede iki 151k dizisinin ¢akismasi, bu dizilerin ayni
maddeye ait olduguna isaret edebilmektedir

Parmak izi bolgesi kiigiik gruplardan ¢ok molekiiliin temel bolgelerinin ve
molekiilii olusturan atom iskeletinin izlenmesini sagladigindan bu bolge, molekiile
0zgli molekiil yapisindan etkilendiginden iskelet titresim bolgesi de denir (Erdik,
2008). D-Limonene ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. D-Limonene ait FT-IR spektrumlari

D-limonenin kimyasal yapisi incelendiginde; formiilii CioHie, karbon ve
hidrojen atomlar1 arasinda tek ve ¢ift baglardan olusmaktadir. 2920 cm-!
spektrumunda 6nemli pik goriilmektedir ve bu giiglii tepe noktasin1 (CH3, CH2 ve
CH gruplarinin gerilme titresimi) temsil etmektedir. 1440 cm™'de spektrum ise C-H
biikkme bandina karsilik gelmektedir. 888 cm™ (biikiilme titresimi = C —H ¢ift
siibstitiie ¢ift bag) ve 798 cm™! (biikiilme titresimi = trisiibstitiie ¢ift baglarin C—H)
spektrumlar1 ilgili baglar1 temsil etmektedir. (Khoshakhlagh ve ark., 2017).
Kaplama yapilmamus filtre kagidi (F-K) ve %75°1ik limonen ¢dzeltisi ile kaplanmis
filtre kagidina (F-L) ait FTIR spektrumlari Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Kaplama yapilmamis filtre kagidi (F-K) ve %75°lik limonen ¢ozeltisi ile
kaplanmus filtre kagidina (F-L) ait FTIR spektrumlari

Sekilde goriildiigli tizere; F-K ve F-L 6rneklerine ait FT-IR spektrumlari
incelendiginde; elde edilen piklerde onemli bir farklilik gozlenmemistir. Bu
noktada; D-limonenin hizli bir sekilde kagittan uzaklastigi ve nerdeyse
kaplanmamis kagitla ayni spektrumlarin elde edildigi goriilmiistiir. Kaplama
yapilmamus hutpak kagitlar (H-K) ve limonen kapli hutpak kagitlarda da ait FTIR
spektrumlarinda ayni durum goézlenmistir. Hutpak eash ve filtre kagidi esash
orneklerin yapisal bag analizleri FT-IR spektrometresi ile incelenmis ve elde edilen

spektrumlara ait sonuglar sirastyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir
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Kagitlarin kimyasal yap1 6zelliklerini belirlemek ve bilesenleri arasindaki
etkilesimi ortaya koymak amaciyla yapilan FT-IR analizi sonuglarina gore; D-
limonenin farkli enkapsiilasyon teknikleri kullanilarak kagida ilavesi fonksiyonel
gruplar ilizerinde 6nemli bir degisiklige neden olmamustir.

D-Limonenin FT-IR spektrumu Sekil 4.5. ve 4.6 birlikte incelendiginde;
hutpak ve filtre esasl kagitlarda benzer pik girisimi gozlenmistir. Filtre ve hutpak
kagitlarin spektrumlarma bakildiginda BSD ve HPBSD ile kaplanan kagitlarin
spektrumlar1 ile benzer ozellikler ¢ikmistir. Ancak pik yogunluklari degerleri
arasinda farklilik goriilmiistiir. Ayrica; BSD ile kaplanan kagit dreklerinde 1772

cm-!

spektrum degeri siklodekstrin monomeri arasindaki karbonat baglarini
dogrulamaktadir (Lembo ve ark., 2013). HPBSD ile kaplanan kagit 6rneklerinde
2969 cm-! spektrum degeri C-H gerilmesini temsil ettigi diisiiniilmektedir. Elde
edilen spektrumlar her ne kadar limonen varligimi gostermese de kaplamanin hangi
yontemle yapildigr konusunda fikir vermektedir.

Lp ile kaplanan kagitlarda 2919.70 cm-1 deki spektrum (CHs, CH, ve CH
gruplarin gerilme titresimi) serbest limonendeki FTIR spektrumunda da
goriilmustiir. Bu benzerlik D-limonenin varliginda olusmus olabilir. Ancak;

lipozom {iretiminde kullanilan diger bilesenlerden de kaynakli olusabilecegi

diisiintilmektedir.

4.4. Kagitta Kalan Limonen Miktarina Ait Bulgular

Mikrokapsiillerdeki ¢ekirdek materyalin saliminda kabuk materyalin
ozellikleri, mekanik kuvvet, sicaklik degeri, zaman, pH, ozmotik basing, enzimatik
aktivite gibi ¢esitli faktorler etkilidir (S6zer ve Kokini, 2012). Hazirlanilan, %75
konsantrasyonda limonen c¢ozeltisi, kapsiillenmis D-Limonen igerikli lipozom
cozeltisi, %25’lik HPBSD ve BSD inkliizyon kompleksli c¢ozeltilerle daldirma
yontemi kullanilarak birlestirilen aktif kagitlarin 1. 3. 5. 7. 15. ve 30. gilinlerde

kagitta kalan D-Limonen miktar1 incelendiginde;
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Alinan 6rnekler GC-FID de analiz edilmis, kagitta kalan limonen miktarlar
zamana bagli 6l¢iilmiis ve 6rneklerden elde edilen verilerden kagit 6rneklerine ait
grafik olusturulmustur. 25°C’de depolanan hutpak kagitlarla hazirlanan aktif
Ozellikteki kagitlarin zamana bagli limonen igerigindeki degisim degerleri Sekil
4.7°da 4°C’de depolanan hutpak kagitlarla hazirlanan aktif ozellikteki kagit

orneklerinin zamana bagli limonen igerigi degerleri Sekil 4.8’da gosterilmistir.

100

90

80
&m0 m 1. giin
5
srq; 60 m3. giin
E*Ei 50 =5, giin
£2 4
E 7. giin
)

30 ® 15. giin

20 m 30. giin

10

h E—
0

H- B-SD H- HP-BSD H-Lp
25°C'de bekletilen Hutpak Esash Kagit 6rnekleri

Sekil 4.7. 25°C’de bekletilen hutpak kagidi esashi aktif Ozellikteki kagit
orneklerinin limonen icerikleri
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Sekil 4.8. 4 °C’de bekletilen hutpak kagid: esash aktif 6zellikteki kagit 6rneklerinin
limonen icerikleri

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 birlikte incelendiginde; hem 4°C hemde 25°C’de
depolanan hutpak kagitlarla hazirlanan kagitlarda en yiiksek limonen igerigi
degerleri, BSD kullanilarak kaplanmis kagitlarda belirlenmistir. Depolama
sicakliklar1 gdz oniinde bulunduruldugunda 4°C’de depolanan kagitlarda kalan
limonen miktarmim 25°C’deki depolamadaki kagitlara gére genel anlamda daha
yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir. 4°C’de depolanan 4 farkli cozeltiyle
kaplanan hutpak kagitlar incelendiginde;

H-L 6rneklerinin limonen miktari. 1.giin 4,64 pg/cm?, 5.giin 3,77 pug/cm?
olarak belirlenmis, 30.glin ise 2,09 pg/cm2 olarak tespit edilmistir. 30.giin
kagitlarin limonen igeriginde ilk giinkii degerlere gére baslangi¢ limonen ig¢eriginin
%355 nin uzaklastigi belirlenmistir.

H-BSD o6rneklerinde 1.giin limonen miktar1 ortalama 90,77 pg/cm? iken 5.
giin bu deger 46,19 pg/cm? olarak belirlenmis ve baslangi¢ limonen igeriginin

%350’sinin kagittan uzaklagtigi belirlenmistir. 30.glin sonunda da limonen igerigi
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22,08 pg/cm? olarak belirlenmis ve bu kagitlarda baslangi¢ limonen igeriginin
%25°nin korundugu tespit edilmistir.

H-HPBSD o6rneklerinin limonen miktari;1.giin 16,74 pg/cm? iken 5. giin bu
deger 5,17 pg/cm? olarak belirlenmis ve baslangi¢ limonen igeriginin %70’inin
kagittan uzaklastigi belirlenmigtir. 30.giin sonunda limonen igerigi 2,96 ug/cm?
olarak belirlenmis ve 30.giinde kagitlarda baslangi¢ limonen igeriginin %82’sinin
uzaklastigr belirlenmistir. Bu kaybin bilylk ¢ogunlugu ilk 5 giin de meydana
gelmistir.

H-Lp orneklerinin limonen miktari;.1.giin 4,78 pug/cm? iken 5.giin bu deger
1,33 ug/cm? olarak belirlenmis ve baslangi¢ limonen igeriginin %72’sinin kagittan
uzaklastig1 belirlenmistir. 30.giin sonunda da limonen igerigi 1,30 pg/cm? olarak
belirlenmis ve 30.giinde kagitlarda baslangic limonen igeriginin %73 {inlin
uzaklastig1 belirlenmistir. Lipozom ¢ozeltisiyle kaplanan kagitlarda kalan limonen
miktariin 5.giinden 30. giine kadar kagitta korundugu belirlenmistir.

25 °C’de depolanan filtre kagitlarla hazirlanan aktif 6zellikteki kagitlarin
zamana bagli limonen igeriklerindeki degisim Sekil 4.9°da, 4°C’de depolanan filtre
kagitlarla hazirlanan aktif 6zellikteki kagitlarin zamana bagli limonen igerigi

degerleri Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. 25°C’de bekletilen filtre kagidi esasli aktif 6zellikteki kagit Grneklerinin
limonen igerikleri
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Sekil 4.10. 4°C’de bekletilen filtre kagidi esasli aktif 6zellikteki kagit rneklerinin
limonen igerikleri
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Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 birlikte incelendiginde; hem 4°C hemde 25°C’de
depolanan filtre kagitlarla hazirlanan kagitlarda en yiiksek limonen igerigi
degerleri, BSD kullanilarak kaplanmis kagitlarda belirlenmistir.

Depolama sicakliklar1 géz oniinde bulunduruldugunda 4°C’de depolanan
biitiin filtre kagitlarda 3. 5. 15. ve 30. giinlerde kalan limonen miktarinin 25
°C’deki depolamadaki kagitlara gére daha yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir.
4°C’de depolanan 4 farkl ¢ozeltiyle kaplanan filtre kagitlar incelendiginde;

F-L orneklerinin limonen miktari. 1.giin 6,38 pg/cm?, 5.giin 2,37 ug/cm?
olarak belirlenmis, 30.giin ise 1,45 pg/cm? olarak tespit edilmistir. 30.giin
kagitlardan baslangic limonen igeriginin %77 nin uzaklastigi belirlenmistir. Bu
kaybin biiyiik ¢ogunlugu ilk 5 giin de meydana gelmistir.

F-BSD orneklerinde 1.giin limonen miktar1 ortalama 132,73 nug/cm?iken 5.
giin bu deger 69,53 pg/cm? olarak belirlenmis ve baslangi¢ limonen igeriginin
%48’sinin kagittan uzaklagtigi belirlenmistir. 30.glin sonunda da limonen icerigi
4731 pg/cm?® olarak belirlenmis ve bu kagitlarda baslangic limonen igeriginin
%36’s1iin korundugu tespit edilmistir.

F-HPBSD &rneklerinin limonen miktarr;1.giin 16,42 pg/cm? iken 5. giin bu
deger 15,10 pg/cm? olarak belirlenmis ve baslangic limonen igeriginin %8’inin
kagittan uzaklastig1 belirlenmistir. 30.giin sonunda da limonen igerigi 6,26 ug/cm?
olarak belirlenmis ve 30. giinde kagitlarda baslangi¢ limonen igeriginin %62’sinin
uzaklastig1 belirlenmistir.

F-Lp ile 6rneklerinin limonen miktari;1.giin 4,26 pg/cm? iken 5. giin bu
deger 2,71 pg/cm? olarak belirlenmis ve baslangi¢ limonen igeriginin %36’sinin
kagittan uzaklastig1 belirlenmistir. 30.giin sonunda da limonen igerigi 1,31 pg/cm?
olarak belirlenmis ve 30.giinde kagitlarda baslangi¢ limonen igeriginin %70’inin

uzaklastig1 belirlenmistir.
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Filtre kagitlarda ve hutpak kagitlarda bulunan limonen igerigi kendi i¢inde
mukayese edildiginde ise; 1. giinden 30. giine kadar yapilan analizlerde filtre
kagitlarda tutunumun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Hem 4°C hemde 25°C de depolama yapilan hutpak ve filtre kagitlarn her
ikisinde de 30 giin boyunca yapilan analizlerin her birinde en yiiksek degerler BSD
ile kaplanmis kagitlarda gozlenmistir. Ancak; sekiller incelendiginde BSD ile
kaplanmig kagitlarda lineer bir azalis olmadigi bazi giinlerde artislar oldugu
belirlenmistir. Bunun nedeni ise; BSD ’nin suda ¢ozliniirliigiiniin diisiikk olmasindan
dolayi, kagit lizerinde homojen bir kaplama saglanamamasindan kaynaklanmig
olabilir.

F-Lp, H-Lp 6rneklerinde kalan limonen miktari, F-L, H-L 6rneklerine gore
kagitta daha az kalmistir. F-Lp, H-Lp 6rneklerinde 30 giin boyunca kalan miktar
diger kaplamalara gore diisiik ¢iksada bu siire zarfinda stabil seyretmistir.

Literatiirde aktif kagit ambalaj {iretimi lizerine yapilmis sinirh sayida
calisma mevcuttur (Lopez-Gémez ve ark. 2020; Akbas, 2017). Bu caligmalarda
daha ¢ok tar¢in, kekik ucucu yaglari kullanilmistir. Akbag (2017), tar¢in yagiyla
kaplanmis aktif kagit tabakalarin tasarimi isimli galismada; Ug kaplama teknigi,
daldirarak, ultrasonik (80 kHz and 100% giigte) ve vakum altinda (50 kPa)
kaplama tarcin yag1 emdirilmesi icin kullanilmustir. Ug farkli konsantrasyonda
(2%, 4% ve 6% (v:v)) hazirlanan tar¢in yagi-etanol soliisyonu, kaplama ortam
olarak kullanmlmistir. Farkli metod ve targin yagi konsantrasyonu kullanilarak
hazilanan kagitlarda, sinamaldehit icerigini belirlemek i¢in, GC-MS analizleri
yapilmigtir. Sinnamaldehit igeriginin 11.02 mg sinnamaldehit/g kagit (%2’lik
daldirma yontemiyle) ile 41.96 mg sinnamaldehit/g kagit (%6 ‘lik ultrason
kaplamali numune) arasinda oldugu, belirlenmistir.

Tez caligmasinda; hutpak kagitlarla hazirlanan aktif 6zellikteki kagitlarin
ilk giin kagitta kalan D-limonen miktar1 1.66 mg/g kagit iken; filtre kagitlarla
hazirlanan aktif 6zellikteki kagitlarin ilk giin kagitta kalan D-limonen miktar1 7.52

mg/g kagit bulunmustur. Literatiirde aktif kagitlarin depolama stabilitesini
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belirlemeye yonelik D-Limonen igerikli aktif kagit tiretimi {izerine bir ¢alismaya
rastlanilmamustir.

4°C ve 25 °C’de depolanan filtre ve hutpak kagitlarda zamana bagl olarak
4°C’de depolama boyunca kagitlarda kalan limonen igerigi daha yiiksek degerlerde
tespit edildiginden, 4°C’de bekletilen kagitlarla antimikrobiyal analizler
yapilmustir.

4.5. Antifungal Aktivite Degisimine ait Bulgular

Penicillium expansum ve Penicillium digitatum kiifleri mavi ve yesil
renklerde olugmakta, narenciye meyvelerinde hasat sonrasi hastaliklara sebebiyet
vermektedir. Literatiirde; limonenin her iki kiif ile ilgili antifungal etkisi iizerine bir
calismaya rastlanilmamistir. Ancak; Limonenin, yalnizca turunggillerde yesil kiif
clirimesine neden olan konak¢iya 0zgli bir mantar olan P. digitatum'un
inaktivasyonuna katkida bulundugu bildirilmistir (Droby ve ark., 2008, Rodriguez
ve ark.,2014).

Tez ¢aligmasi kapsaminda H-L, F-L, H-Lp, F-Lp, H-HPBSD, F-HPBSD ve
H-BSD, F-BSD kagit orneklerinin 1, 3, 5, 15. ve 30.giinlerde P. expansum ve P.
digitatum kiifleri izerine gosterdigi antifungal etki disk difiizyon yontemine gore
incelenmistir. Ancak yapilan gorsel incelemelerde yalnizca F-HPBSD 6rneklerinde
depolamanin 5. giiniine kadar zon olusumu oldugu gozlenmistir. HPBSD
kullanarak kaplanan kagit oOrneklerinin iki farkli mikroorganizmaya karsi

olusturduklari zon 6l¢limleri Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Calismada kullanilan kagit 6rneklerinin iki farkli mikroorganizmaya
kars1 olusturduklart zon dl¢limleri

1.glin(mm) 3. glin(mm) 5. glin(mm)
H- F- H- F- H- F-
HPBSD | HPBRSD HPBSD | HPBSD HPBSD | HPBRSD
— 5,56 6,07 2.11 4.47 X 5,07
Penicillium
expansum
2,76 6,20 X 3,50 X 5,27
. 6,46 7,75 3,39 4,93 X 5,60
Penicillium
Digitat
fgrtatum 1 4 39 5,30 3,11 4,83 X 4,80

X: Zon 6l¢iimii yapilamamustir.

Gerek H-HPBSD, gerekse F-HPBSD o6rneklerinin depolamanin 15. ve 30.
giinlerinde hedef mikroorganizmalara karsi bir zon olusturmadigi gorilmustiir.
Filtre esasli kagit kaplamalarda kagitta kalan limonen igerigi fazlalig1 antifungal
aktivite analizinde zon ¢ap1 bityiikliigii olarak tespit edilmistir

Sekil 4.11.’de ise; zon cap1 sadece HPBSD ile kaplanan kagitlarda
goriildiigiinden D-limonen igerikli HPBSD inkliizyon kompleksi ile olusturulan
filtre ve hutpak kagitlarin Penicillium Expansum ve Penicillium Digitatum’a karst

olusturduklan disk diflizyon sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.11. D-Limonen igerikli HPBSD inkliizyon kompleksi ile olusturulan filtre ve
hutpak kagitlarin penicillium expansum ve penicillium digitatum’a karsi
olusturduklar1 disk difiizyon sonuglar1

Ayrica; ugucu yaglarin petrinin i¢inde etki gosterme alani zon olusturmasi

ile sinirlt olmadigindan etki gordiigiimiiz HPBSD ile kaplanan kagitlarda “image j”
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programi kullanilarak petrilerdeki morfolojik goriintiiler programda islenmis ve
olusan bosluklarin boyutu matematiksel olarak islenmistir. D-Limonen igerikli
HPBSD inkliizyon kompleksi ile olusturulan filtre ve hutpak kagitlarin Penicillium
Expansum ve Penicillium Digitatum’a karst olusturduklart disk difiizyon

sonuglarinin image j programi ile dlciilen sonuglar Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Cizelge 4.7. D-Limonen igerikli HPBSD inkliizyon kompleksi ile olusturulan filtre
ve hutpak kagitlarin Penicillium Expansum ve Penicillium
Digitatum’a kars1 olusturduklar1 disk difiizyon sonuglarinin image j
programi ile dlgiilen sonuglari

F-HPBSD (mm?) H-HPBSD (mm?)
GUN | Penicillium | Penicillium | Pemelium | pepjciijum
expansum Digitatum expansum Digitatum
1. 1.617,12 1.857,35 1171,41 1456,40
3. 1.354,17 1.682,08 1056,48 1268,90
5. 1.287.31 1.578.40 887,83 982,87
15. 456,26 675,24 326,59 365,86
30. 256,59 336,99 186,59 254,64

Cizelge 4.7 incelendiginde 5. giinden sonra petride bulunan kiif olusmamais
bosluklarin miktarinin olduk¢a azaldig:r goriilmektedir. Filtre ve hutpak kagitlarin
bulundugu petri kaplarinda 15. ve 30. glinde tamamiyle tireme gézlenmistir.

Umagiliyagea ve ark. (2017), yapmis oldugu calisma sonucunda; gida
kaynakli hastaliklara neden olan bakteriler (Escherichia coli ve Listeria
monocytogenes) ve meyve ¢iirimesine neden olan mantarlara (Botrytis cinerea ve
Penicillium) karst D-Limonen iceren lipozomlarin antimikrobiyal aktivitesini

arastirmiglardir. Yapilan ¢aligmada; 48 saat icinde E. coli'ye karst 10 mM ve 50
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mM Kkonsontrasyonda limonenin sirasiyla 0.99 ve 1.6 kat azalma gosterdigi;L.
monocytogenes igin ise; 10 mM'de 1.6 ve 50 mM'de 3.4 katlik azalma oldugu
gbzlenmistir. Gram pozitif bakteri L. monocytogenes, enkapsiile limonen icerikli
lipozomlarina karst daha yiiksek duyarlilik gostermistir. Lipozomlar, P.
chrysogenum igin 2,2 ve 2,8 logaritmik azalma sergilerken, Botrytis cinerea igin 10
mM ve 50 mM’da sirasiyla 3,7 ve 4,6 logaritmik azalma gozlenmistir. D-Limonen
iceren lipozom enkapsiilasyon yoOntemiyle, yaban mersininin raf omrii ve gida
giivenligi c¢ercevesinde degerlendirilmistir. Calismada yaban mersini iizerindeki
lipozom kaplamalarin 4°C depolamada 9 haftaya kadar mikrobiyel koruma
sagladig gortilmiis olup, kontrol grubunda 5 kat daha fazla ¢iiriime gozlenmistir.

Joshi ve ark. (2021), bogiirtlenin raf dmriiniin iyilestirilmesi i¢in yenilebilir
aljinat ve limonen-lipozom kaplamalarinin  kullanildigi  ¢alismalarinda;
depolamanin 16. ve 20. giinlerinde enkapsiile limonen igerikli lipozom ile muamele
edilmis meyveler, kaplanmamis meyvelere kiyasla diisiik goriiniir kiif olusumuna
sahipken, aljinat kapli meyveler, yalnizca 16. giindeki kontrole kiyasla daha diigiik
goriiniir kiif olugumu gostermistir. Limonen ve aljinat kaplama islemleriyle
kaplanan bogiirtlenlerde goriiniir kiif olusumunda 6nemli bir fark gézlenmedigi,
maya ve kif sayilariin karsilagtiritlmasit yapildiginda limonen igerikli lipozom ile
muamele edilmis meyvelerin depolamanin 1, 7 ve 12. giinlerinde daha diigiik kif
sayilarina sahip oldugu bildirilmistir (Umagiliyage ve ark., 2017).

Zahi ve ark., (2015), D-limonen igeren nano-emiilsiyonlardan E. coli'yi
inhibe etmek i¢in 12,5 pg/mL gerekliyken, gram pozitif bakteri Staphylococcus
aureus icin 3,125 pg/mL gerektirmistir. Sonuglar, gram negatif bakteriye (E. coli)
kiyasla S. aureus iizerinde daha biiyiik bir antibakteriyel etkiyi desteklemektedir.
Yapilan arastirmalarda; limonene karsi gram pozitif ve gram negatif duyarlilik
arasindaki farkin; bakteri zarlarinin nispi gegirgenlik farkliliklar1 ve gram negatif
bakterinin periplazmik boslugunda bulunan hidrolitik enzimler tarafindan biyoaktif
bilesenlerin bozunmasinandan kayanaklabilecegi belirtilmistir (Seow ve ark.,

2014).
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Donsi ve ark. (2011), ugucu yag 6zelligi gosteren bir terpen karisimini ve
D-limoneni 300 MPa’da yiiksek basing homojenizatorii kullanarak nanoemiilsiyon
yontemiyle enkapsiile etmis ve farkli mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal
etkisini incelemistir. Hazirlanan nanoemiilsiyonlar, L. delbrueckii inokiile edilmis
portakal ve armut suyu gibi meyve sularmin da igine eklenmis ve
nanoemiilsiyonlarin diisiik konsantrasyonlarda (1 g/L), mikrobiyel c¢ogalmay1
yavaslattigini, yliksek konsantrasyonlarda (5 g/L) ise tamamen inaktivasyon
sagladigin1 gostermistir. Meyve sularinda duyusal anlamda ciddi bir degisiklik
olmadig1 da calismada belirtilmistir.

Literatiir incelendiginde; limonenin hidroksipropil-B-siklodekstrin veya 3-
siklodekstrin ile enkapsiile edilmesi ve antimikrobiyal aktivitesinin arastirilmasi
hususunda herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Ancak; farkli ugucu yaglarla
olusturulan inkliizyon komplekslerinde antimikrobiyal aktivite gézlenmistir.

Hou ve ark.,(2021), HPBSD ve tarcin esansiyel nanoemiilsiyon olusumu,
antibakteriyel aktivite, salim 6zelligi ve stabilitesi lizerindeki etkisinin arastirildigi
calismada; FEscherichia coli ve Staphylococcus aureus'a karst HPBSD targin
nanoemiilsiyonlarinin antimikrobiyal aktivitesinin artmasina katkida bulundugunu
ve en iyi etkiyi HPBSD konsantrasyonu 30 g/L. oldugunda gdsterdigi belirlenmistir.
HPBSD yapisindaki boslugunun tar¢in ugucu yaginin kaybini azaltmaya yardimci
oldugunu, bdylece salimim siiresini geciktirdigini ve antibakteriyel etkiyi arttirdig
tespit edilmistir.

Rakmai ve ark., (2018), yapmis oldugu calismada; guava yapragi yagi
HPBSD ile inkliizyon kompleksi olusturulmus ve antimikrobiyal aktivitesi
incelenmistir. Guava yaprag1 yaginda ana bilesenin limonen oldugunu (%53-58),
S. aureus ve E. Coli i¢in her ikisinde de MIC degeri 500 pg/mL oldugu
belirlenmis, limonen monoterpenlerin membran akiskanligini ve gegirgenligini
artiran membran yapilari yoluyla antimikrobiyal aktivitede etkin rol oynadig:

belirlenmistir. Guava yapragi yagi ve HPBSD ile olusturulan inkliizyon kompleksi
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neticesinde; S. aureus ve E. coli'ye kars1 antibakteriyel etkinin sirasiyla 4 kat ve 2
kat arttig1 bildirilmistir.

HPBSD ile olusturulan inkliizyon komplekslerinin, kapsiillenmis
molekiillerin suda ¢oziinlirliiglini artirabilecegi ve boylece aktif bilesiklerin
hiicrelere daha iyi erisilebilirligi nedeniyle ugucu yaglarin daha diisiik
konsantrasyonlarda antimikrobiyal etkinligini iyilestirebilecegi bildirilmistir

(Hillveark.,2013).

91



4.BULGULAR VE TARTISMA Hatice Cagla PAN

92



5.SONUC VE ONERILER Hatice Cagla PAN

5. SONUC VE ONERILER

Ozellikle son yillarda gida ambalaj teknolojilerinde aktif ambalajlama
konusunda c¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Sentetik katki maddelerinin
potansiyel tehlikeleri, nedeniyle tiiketicilerin dogal bilesenlere olan artan talebi,
uluslaras1 pazarlarda yer alma istegi ve buna paralel hassas gida materyallerinin
korunmasini saglayarak raf dmriinii uzatmak, gida bilesenlerinin biyoyararliligim
arttirmak, maddenin taginmasi ve depolanmasini kolaylastirmak, istenmeyen tat ve
kokuyu maskelemek gibi bagliklar yeni ambalajlama teknolojilerinin gelismesine
olanak sunmustur.

Calismamizda; antimikrobiyal etkiye sahip D-limonenin uguculugunun
azaltilarak, c¢evre faktorlerine karsi stabilitesini korumak, istenilen oranlarda
kontrollii sekilde salimini gergeklestirmek i¢in daha verimli yararlanabilmek igin,
lipozom yontemi ve siklodekstrin inkliizyon kompleksi olusturularak enkapsiile
edilmis hutpak ve filtre kagitlarla birlestirilmistir. Calisma kapsaminda; D-
Limonenin Penicillium expansum ve Penicillum digitatum’a karst MIK degerinin
842 pg/mL oldugu belirlenmistir.

Limonenin BSD ile olusturdugu inkliizyon komplekslerinin enkapsiiplasyon
etkinligi ortalamas1 %82,1, yiikleme kapasitesi ise %36,6 olarak hesaplanmuistir.
HPBSD ile olusturdugu inkliizyon komplekslerinin enkapsiiplasyon etkinligi
%99,0, yiikleme kapasitesi ise %29,2 olarak hesaplanmistir. Sonuglar
incelendiginde; HPBSD ile olusturdugu inkliizyon kompleksinde enkapsiilasyon
etkinliginin ortalamasi1 yiiksek c¢iktig1, ancak yiikleme kapasitesinin, BSD ile
olusturulan inkliizyon kompleksiyle kiyasla daha diisiik bir degere sahip oldugu
belirlenmistir. D-Limonenin, lipozom ile enkapsiile edilmesinde enkapsiiplasyon
etkinligi degeri %33,0 yiikleme kapasitesi degeri ise %?22,6 olarak olarak

belirlenmistir.
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Daldirma yontemiyle hutpak ve filtre kagitlar1 limonen (yalin veya
enkapsiile) ile birlestirilmis elde edilen kagitlarin renk o6zelliklerindeki degisim
incelendiginde; HPBSD inkliizyon kompleksi ile kaplanan kagitlarda renk farkliligi
degerinin diger kaplama yontemlerine gore daha biiyiik degerlere neden oldugu
belirlenmistir. Yine HPBSD inkliizyon kompleksi ile kaplanan kagitlarin germe
testi sonuglarina gore; kaplama yapilmamis kagitlara gore, gerilme mukavemeti
degerlerinin artis gosterdigi ancak uzama degerlerinin azaldig1 belirlenmistir. SD
inkliizyon kompleksi ile kaplanan kagitlarin germe mukavemeti degerlerinde
kaplama yapilmamis kagitlara gére onemli bir farklilik gbézlenmemistir. Lipozom
cozeltisiyle kaplanan kagitlarin kopmaya karst dayanimlarinin 6nemli Olglide
azaldig1 belirlenmistir.

Aktif kagitlarin 1. 3. 5. 7. 15. ve 30. giinlerde kagitta kalan D-Limonen
miktar1 incelendiginde; hem 4°C hemde 25°C’de depolanan kagitlarda en yiiksek
degerler, BSD ile kaplanmis olanlarda belirlenmistir. Depolama sicakliklar goz
oniinde bulunduruldugunda 4 °C’de depolanan kagitlarda kalan limonen miktarinm
25 °C’deki depolamadaki kagitlara gére genel olarak daha yiiksek degerlerde
oldugu belirlenmistir. 4°C’de depolanan hutpak kagitlarin 1.giin ve 30.giin limonen
icerikleri, serbest limonenle kaplananlarda; 4,64 -2,09 pg/cm?, H-BSD
orneklerinde; 90,77-22,08 pg/cm?, -HPBSD 6rneklerinde;16,74-2,96 pg/cm?, H-Lp
orneklerinde ise; 4,78-1,30 pg/cm? olarak belirlenmistir. 4 °C’de depolanan filtre
kagitlarda ise; l.giin ve 30. giin limonen igerikleri, serbest limonenle
kaplananlarda; 6,38-1,45 pg/cm? H-PSD orneklerinde; 132,73 -69,53 pg/cm?,
HPPBSD orneklerinde; 16,42-6,26 pg/cm?, H-Lp drneklerinde ise; 4,26-1,31 pg/cm?
olarak belirlenmistir.

Tez calismasi sonucunda; D-Limonen igerikli aktif 06zellikte kagit
ambalajlar Uretilmistir. D-limonen igerikli aktif filtre ve hutpak kagitlarin
Penicillium  expansum ve Penicillium digitatum’a karst  olusturduklart

antimikrobiyal aktivite 1. 3. 5. 15. ve 30. giinlerde kontrol edilmistir. Zon ¢ap1
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sadece HPBSD ile kaplanan kagitlarda olusmustur. 5. gline kadar zon gézlenmistir.
15. ve 30. giinlerde herhangi bir zon ¢ap1 olusmamistir. Yalin halde limonen ile
kaplanan kagitlarda limonenin gerek hutpak gerekse filtre kagitlarda hizli bir
sekilde uzaklastig1 ve antifungal etkisinin siirl kaldig: tespit edilmistir.
Enkapstilasyon teknolojisinden yararlanarak yapilan iiretimler sonucunda;
limonen igeriginin kagitta uzun siire tutulabilecegi belirlenmistir. Lipozom
yonteminde yapilan iiretimlerde baglangi¢ limonen igerigi diisilk oldugu igin
depolama siiresincede diisiilk limonen degerleri tespit edilmis, kagitlarin mekanik
Ozelliklerinin zayifladigr belirlenmistir. BSD inkliizyon kompleksiyle yapilan
kaplamalarda, kagitlarin renk farkliligi ve mekanik 6zelliklerindeki degisim kontrol
grubuna gore en az goriilmiistiir. Gerek hutpak gerekse filtre kagitlarda en yiiksek
limonen igerigi degerleri tespit edilirken antifungal etkisi sinirli kalmigtir. Her ne
kadar BSD inkliizyon kompleksi ile olusturulan aktif kagitlarin limonen igerikleri
fazla olsada; antifungal ¢alismada (in vitro olarak yapilan disk difiizyon yontemine
gore) HPBSD ile kaplanan kagitlarda yiiksek etki goriilmiistir. Bu durumu
HPBSD’in suda ¢oziiniirliigiiniin daha yiiksek olmasi ve limonenin kolayca ortama
birakmasindan kaynaklandigi diisliniilmektedir. HPBSD inkliizyon kompleksiyle
yapilan kaplamalarda homojen ve piiriizsiiz bir kaplama olmast bu ydntemi
digerlerine gore On plana ¢ikarmistir.
Ozellikle iiretilen hutpak esaslh aktif kagitlarin meyve ve sebzelerin sarilarak
muhafazasinda mum ve parafin gibi kimyasallara alternatif olabilecegi
diisiiniilmektedir. Gelecek calismalarda; iiretilen kagitlarin gergek gidalar {izerinde

denenmesi Onerilmektedir.
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EK-1. Disk difiizyon sonug¢larinin image j programi ile inceleme adim goriintiileri
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Image J programinda; goriintii inceleme adimlar1 asagidaki gibi
Ozetlenebilir. Goriintli formati referans alinmadan “File” komutu altindaki “Open”
Image] goriintii inceleme programi genel goriinimi. komutu kullanilarak gorinti
program i¢ine taginir. Daha sonra “Image” komutu icerisindeki “Type” komutu
kullanilarak goriintii 8-Bit formata doniistiirtiir. Ayrica referans Olgek degeri
vermek icin ise “Analyze” komutu altinda “Set Scale” komutunu kullanmak
gerekir. Goriintilye ait parcacik analizi yapmak i¢in “Analyze” komutu altinda
“Analyze Particles ” komutunu kullanilir. Ancak bu islem i¢in her bir goriintiiye ait
referans Olcek(petri oldugu icin mm) herhangi bir uzunluk biriminde verilmesi
gerekir. Morfolojik goriintiideki olusumlarin hesaplanmak istenilen geometrik
parametre degerleri tablosunu olusturmak i¢in “Analyze” komutu altinda “Set
Mesurments” komutunundan hesaplanmak istenen degerler secilmelidir. Agik
kodlu olup internetten iicretsiz olarak http:/rsb.info.nih.gov/ij/ adresinden hem

indirilebilmekte hem de programin c¢alisma kilavuzuna ulasilabilmektedir
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EK-4. Kaplama yapilmamus filtre kagidi (F-K) ve %75°1lik limonen ¢ozeltisi ile kaplanmug filtre kagidina (F-L) ait FTIR spektrumlari
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