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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
KARA HAVUC ANTOSIYANINLERININ ENKAPSULASYONU
Sanubar SARDARBAYLI

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Seda OZGEN

Sentetik renklendiriclere iyi bir alternatif olarak kabul edilen antosiyaninlere biiyiik ilgi
gosterilmektedir, c¢linkii genis bir renk yelpazesi ve nutrasdtik aktiviteler
sunmaktadirlar. Isleme ve depolama swrasmda cevre kosullarina olan diisiik
kararliliklarindan 6tiirii  antosiyaninlerin gidalarda kullanimi smirli  kalmaktadir.
Mikrokapsiilleme teknolojisinin, stabiliteyi artirmasi sayesinde antosiyaninlerin gida
formiilasyonlarinda kullaniminda etkili oldugu goriilmektedir. Bu tez ¢aligmasi,
antosiyanin ve fenolik¢e zengin kara havug ekstraktmin elde edilmesi ve onun sodyum
aljinat, kitosan ve sodyum aljinat ile kitosanin birlikte kullanilarak enkapsiilasyonu ve
kapsiillerin karakterizasyonu iizerine kurgulanmistir. Enkapsiilasyon isleminde duvar
materyali olarak %?2’lik (agirlik/hacim) aljinat, %2’lik (a/h) kitosan, %1 kitosan-%1
aljinat (a/h) polimer cozeltileri kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore kapsiillerin
ortalama caplarmin 615-960 pum arasinda degistigi goriilmektedir. Sodyum aljinatin
duvar materyali olarak kullanildig1 kapsiillerde toplam fenolik madde miktari
89,17£2,71mg GAE/g kuru kapsiil, toplam monomerik antosiyanin miktar1 0,052+0,01
mg cyn-3 glukozid/1 g kuru kapsiil ve antiradikal aktivite %31+1,12 inhibisyon olarak
bulunmustur. Kitosanin duvar materyali olarak kullanildig1 kapsiillerde toplam fenolik
madde miktar1 52,17+1,85 mg GAE/g kuru kapsiil, toplam monomerik antosiyanin
miktar1 0,028+0,02 mg cyn-3 glukozid/1 g kuru kapsiil ve antiradikal aktivite %17+2,13
inhibisyon olarak bulunmustur. Sodyum aljinat ve kitosanin beraber duvar materyali
olarak kullanildig1 kapsiillerde toplam fenolik madde miktar1 71,63+0,72 mg GAE/g
kuru kapsiil, toplam monomerik antosiyanin miktar1 0,039+0,01 mg cyn-3 glukozid/1 g
kuru kapsiil ve antiradikal aktivite %24+0,81 inhibisyon olarak bulunmustur. Sonug
olarak, bu caligma kara havu¢ antosiyanin ekstraktinin invers jellesme yontemiyle
enkapsiile edilebilecegini ve farkli gidalara uygulanma potansiyeli tasidigini
gostermektedir. Her ti¢ duvar materyalinin de antosiyaninleri ve biyolojik aktivitelerini
korudugu bununla birlikte antosiyanin ekstraktlarinin enkapsiile edilerek farkli gidalara
uygulanma potansiyelinin oldugu gériilmektedir.

2021, 62 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Kara havug, Antosiyanin, Enkapsiilasyon, Sodyum aljinat,
Kitosan



ABSTRACT
Master of Science Thesis
ENCAPSULATION OF BLACK CARROT ANTHOCYANINS
Sanubar SARDARBAYLI

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

Advisor: Asst. Prof. Dr. Seda OZGEN

Considered as a good alternative to synthetic colorants, anthocyanins are of great
interest because they offer a wide range of colors and nutraceutical activities. The use of
anthocyanins in foods remains limited due to their low stability to environmental
conditions during processing and storage. Microencapsulation technology seems to be
effective in the use of anthocyanins in food formulations, thanks to its increased
stability. This thesis is based on obtaining anthocyanin and phenolic rich black carrot
extract, encapsulation it by using sodium alginate, chitosan and sodium alginate with
chitosan and characterizing the capsules. In the encapsulation process, 2% (w/v)
alginate, 2% (w/v) chitosan, 1% chitosan-1% alginate (w/v) polymer solutions were
used as wall material. According to the results obtained, it is seen that the average
diameter of the capsules varies between 615-960 um. In the capsules in which sodium
alginate was used as the wall material, the total amount of phenolic substance was
89.17£2.71mg GAE/g dry capsule, the total amount of monomeric anthocyanin was
0.052+0.01 mg cyn-3 glucoside/1 g dry capsule and the antiradical activity was 31+1.12
% 1nhibition. . In the capsules in which chitosan was used as the wall material, the total
amount of phenolic substance was 52.17£1.85 mg GAE/g dry capsule, the total amount
of monomeric anthocyanin was 0.028+0.02 mg cyn-3 glucoside/1 g dry capsule and the
antiradical activity was 17+2.13 % inhibition. In the capsules where sodium alginate
and chitosan are used together as wall material, the total amount of phenolic substance
is 71.63+£0.72 mg GAE/g dry capsule, the total amount of monomeric anthocyanin is
0.039+0.01 mg cyn-3 glucoside/1 g dry capsule and antiradical activity is 2440, It was
found to be 81% inhibition. In conclusion, this study shows that black carrot
anthocyanin extract can be encapsulated by inverse gelation method and has the
potential to be applied to different foods. It is seen that all three wall materials protect
anthocyanins and their biological activities, however, anthocyanin extracts have the
potential to be applied to different foods by encapsulating.

2021, 62 pages

Keywords: Black carrot, Anthocyanin, Encapsulation, Sodium alginate, Chitosan



ONSOZ VE TESEKKUR

Tez calismasinin her agamasinda Onerileri ile beni yonlendiren, yardimini esirgemeyen,
biiyiik ¢abas1 ve yol gosterici yetkinligiyle egitim siirecinde yanimda olan degerli tez
damisman hocam, Dr. Ogr. Uyesi Seda OZGEN’e tiim samimiyetimle tesekkiir ederim.
Degerli jiiri iiyelerim Dog¢. Dr. Miige HENDEK ERTOP ve Dr. Ogr. Uyesi Zehra
OZBAS’a tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica desteklerini hep hissetigim ve bana her zaman inanan, giivenen ve tesvik eden
canim aileme her daim yanimda olduklari, sabirlar1 ve fedakarliklarmdan dolay:

tesekkiir ederim.

Sanubar SARDARBAYLI
Cankir, Ekim 2021



ICINDEKILER

OZET o ciincisincnsinscnsississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss i
ABSTRACT ii
ONSOZ VE TESEKKUR ....ucverereerrrereesnssesesssesesesssesessssssesessssssessssssssesssssssesssssses iii
ICINDEKILER .....oueeeereeenrenesnesesesssesesessssesesessssessssssssessssssssessssssssessssssessssssesessass iv
) 1LY (€5 01 31 0 230 1 /1 111 (O vi
| SOITEN B 0\ VN DN 23 ) 171 11 OO vii
SEKILLER DIZINT ..ucvouiieiirirerererercsnesesesnssesesessssesessssssssessssssessssssssesessssssessasssasens viii
CIZELGELER DIZINI uucvieeiieeeeenecreeennrenesssssesesssesesessssesessssssessssssssesssssssesssssses ix
L. GIRIS cuveeeeeeeerererenenenesesesessesessesessesessesessesessesessessssessssesessessssessssessssessasessasesssseness 1
2. LITERATUR OZETI ccuueeuvinirincnsinsisincsississssissessussssessessassssessessassssessassassssassssesss 3
2.1 ANLOSIYANINIET ccceeeiiiiceriisssrnnrerenccssssssssnssssescsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsanssssssssss 3
2.2 Antosiyaninlerin Biyolojik OZellIKIETi.......ccceeueuererereerereresneresesesesssesesesesesesesesesns 7
2.3 Antosiyaninlerin StabiliteSi....c.ccccccereiiivniiiissiniiiiiiiniiiiiisnnieissssnnnecssssnnnecsssnseecsans 8
2.4 Antosiyaninlerin Biyoyararlanimi........ccccccccencscsnnneeiccccssssssssnssssssscssssssssssssssssess 10
2.5 Kara HAVUC cuuueeeeeiiiciiiiinssnnneieiccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsassssssss 11
2.5.1 Kara havuctaki fenolik bileSiKIer ........cccceeerivvrrnnnrriicccsssssssnnnnreeccssssssnsnsessescces 12
2.5.2 Kara havucun terapotik ozellikleri ve kullanim alanlari ........ccccoeeevvnneeeneecens 13
2.6 ENKaPSUIASYON ...ccceiieiiiiirrrnnnneiicscsssssssnnssesesssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssnssssssssss 14
2.6.1 Enkapsiilasyon OZelliKIeri .....cccoeeevrruneerieeccssscssssnnnnnreccsssssssssnnsssssssssssssnsnssssasssss 14
2.6.2 Enkapsiilasyon cesitleri ve uygun metod SeCimi .....cccoevrvrrnnerriecccssssssnnneneeecces 16
2.6.3 Enkapsiile edilen aktif DileSiKIEr ....eeceeiiiieiiiisssrnneeiiecccsssssssnnnneniecssssssssnsnsensencess 16
2.6.4 Kaplama materyalleri........ccccccriinssssnneriicccssssssssnnsesieesssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
2.6.5 Kitosan ve alJinat ......ccccceeeeeiecccssssssrnnneenieccsssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19
2.7 Antosiyaninlerin Enkapsiilasyonu ile Tlgili Yapilan Calismalar ............cccceene.. 20
3. MATERYAL VE METOT ......cooiiiiiiniiiinssnnnicssssnssncsssssssicssssssssssssssssssssssssssaes 28
2 BT 213 2 | R 28
3.2 IMELOL....cuuueneiieiisnnriecssnneiecssssnssessssssseessssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssasssssassass 28
3.2.1 Kara havuctan fenolik bilesen ekstraksiyonu.........ccceeceeeciueeecsneeessneccsneecsnnnes 28

3.2.2 invers jellesme yontemi ile aljinat kitosan membranh antosiyanin cekirdekli
MIKroKapsiil Gretimi ccccoocvvvveeeeiicccsinsssssnneerieicsssssssssnnssssecsssssssssssssssssessssssssssnssns 30



3.3 Kara Havug¢ Ekstrakti1 Yiiklenmis Kapsiillerin Karakterizasyonu................... 32

3.3.1 EnKapsillasyon VeIiMi......ceeeeeeeeeeeeeessseessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 32
3.3.2 Fourier transform infrared spektrometresi ile karakterizasyon ................... 33
3.3.3 Kapsiillerin 151k mikroskobu ile optik olarak incelenmesi ........ccccceevuneeereecens 33
3.3.4 Kapsiillerde eKkstraksiyon iSleMi.......ceeeccceessissssnnnericcccsssssssnnnsnresccssssssnssssssescces 33
3.3.5 Toplam fenolik Miktars taYini c.ccccccceeerecccisisssssnnnriieccsssssssnsssnseccssssssnsssssssscces 34
3.3.6 Antioksidan aKtivite taYIni ....cccevvvvvrnnerrecccssssssssnnssrrecccssssssssssssssscsssssssssssssssssssss 34
3.3.7 Toplam monomerik antosiyanin tayini....cccceecceeereecccsssssssnneeresccsssssssnssssssesccss 35
3.3.8 IStatistiKSEl ANALZ.....cererererereserererereresesesessssssesesesesesssessssssssesesesessssssssssssssnssenes 36
4. BULGULAR VE TARTISMA ....ccoiinviiinseiissnicssnescssssncssssscsssssssssssesssssssssssssssssas 37
4.1 Aljinat-Kitosan Membranh Sivi Cekirdekli Mikrokapsiil Uretimi.................. 37
4.2 Kapsiillerin KarakteriZaSyonu .........eeeeeeeccccssssssnnneriecccssssssssnsssssssssssssssssssssssssces 40
4.2.1 Enkapsiilasyon verimi ve optik analizZ........ccccevceerrecccsssssssnnenriecccssssssnnnenseccces 40
4.2.2 Fourier transform infrared spektrometresi (FTIR) ile karakterizasyon....... 41
4.2.3 Kapsiillerin biyoaktif 0ZellKIeri.......ccciieeeiessrsrnnerriicccsssssssnnenneeccssssssnsnsessessces 44
5. SONUC VE ONERILER.......ccueuerererrererneressesessesessesessssessssessesessessssssssssssssssssseses 46
KAYNAKLAR tiiiittticnnntticiinttiecsisstiesssssttesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssss 48
OZGECMIS oveerererererenesresessesessessssessssessssessssessssessssessesssssssssssssssssssessssssssssssssssssseses 62




%

um
CaCl
cm
dk
Dn

mg

ml
NaAlg
N;i

nm

°C
rpm

SIMGELER DiZziNi

Yiizde
Mikrolitre
Mikrometre
Kalsiyum Kloriir
Santimetre
Dakika
Ortalama partikiil cap1
Gram

Kilogram
Miligram
Mililitre
Sodyum Aljinat
Partikiil say1s1
Nanometre
Santigrat Derece
Devir/Dakika

Vi



DPPH
GAE
HPLC

RSM
SEM

KISALTMALAR DIiZiNi

1,1- difenil-2-pikrilhidrazil radikali

Gallik Asit Esdegeri

High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansli
S1vi Kromatografisi)

Response Surface Methodology (Tepki Yiizey Metodu)

Taramali Elektron Mikroskobu

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Antosiyanin yapisi (flavilyum katyomu) (Khoo ef al. 2017) .......coeeveeveveeannnnee. 4
Sekil 2.2 Dogada en yaygin bulunan antosiyanidinler (Castaneda-Ovando et al. 2009,
Damar 2010, Anthony Ananga et al. 2013).......ccceeevimimiiiiiiiiieeeeeeiiiiiieeeee e 5
Sekil 2.3 En yaygin 6 antosiyanidinin kimyasal yapis1 (Kosay 2020, Diaconeasa et al.
2018 ettt ettt ettt e et e e et e et eenaaee s 6
Sekil 2.4 Sulu ortamda, farkli pH degerlerindeki antosiyaninlerin yapisal
transformasyonlar1 (Ananga ef al. 2013)........coeevieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 10
Sekil 2.5 Farkli renklerde havug ¢esitleri (Gulino 2019). .......cccviviiiiiiiiiiiiiieeieeeee, 11
Sekil 2.6 Enkapsiilasyon Mekanizmast (Atalay 20192) .......cceevveeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeens 14
Sekil 2.7 Enkapsiile edici kabuk materyal gruplar1 (Atalay 2019b) ........cceevvvvnnnnnnnen. 18
Sekil 2.8 Kitosanin kimyasal yapisi (Lee ef al. 2012) ....ccooeeviviiieeeiieiiiiiiiieeeeeeeees 20
Sekil 2.9 Aljinatin kimyasal yapisi (Gazori ef al. 2009)........cccceveeeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeees 20
Sekil 3.1 Ekstrakt hazirlama asamalari. .................uuveuiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeee... 29
Sekil 3.2 Hazirlanan Reaksiyon COzeItileri ...........vvveveereieiiiiiiiiiiieeeeeeiieeeee e 32
Sekil 3.3 Enkapsiilasyon deney diizenekleri ............cooeeviiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiieeeee e 32
Sekil 4.1 Damlatma Deney DUzZenegi. .......cccccuvviiiiiieeiiiiiiiiiieee e 38
Sekil 4.2 Farkli kaplama maddeleriyle kara havug ekstraktinin enkapsiilasyonu......... 39
Sekil 4.3 Kapsiillerin ortalama ¢ap degiSimi............eeveeereeriiiiriiiereeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeneens 41
Sekil 4.4 Kapsiillerin optik gOTUNtHIETT.......ceeeeiuiiiiiiieeeeeeeiciiiieeeee e e e 41
Sekil 4.5 Sodyum aljinat kapli kapsiile ait FTIR spektrumu.............cccooceeiiniiinannie 42
Sekil 4.6 Kitosan kapli kapstile ait FTIR spektrumu. ..........cccooevviiiiiiieeieieeiiiiieeeeee. 43
Sekil 4.7 Sodyum aljinat-kitosan kapl kapsiile ait FTIR spektrumu.............cccc.c..... 43

viii



CiZELGELER DIiZiNi

Cizelge 4.1 Farkli kaplama maddeleriyle kaplanan kapsiillerin enkapsiilasyon verimi ve
PArtiklil GAPIATT ..oeeiiiiiieeiiiie e 40

Cizelge 4.2 Farkli kaplama maddeleriyle kaplanan kapsiillerin toplam fenolik ve
monomerik antosiyanin degerleri ile antiradikal aktiviteleri. ................. 44



1. GIRIiS

Tiiketicilerin dogal ve organik gidalara ilgisiyle bitkisel kaynakli renklendirici
kullanimina olan talep giin gectikge artmaktadir. Kara havug, igerdigi antosiyaninlerin
yiiksek sicaklik, pH ve 1518a direnglerinden dolay sert ve yumusak sekerlemelerde, jole,
surup ve igeceklerde, cesitli meyve veya sebze konservelerinde renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Besleyici deger bakimindan avantajli olmasinin yanisira kara havuctan
elde edilen ekstrakt kullanilarak renklendirilen gidalarin pigment stabilizasyonu
bakimindan da avantajli oldugu goriilmiistiir. Yaygin tiiketilen, antosiyanin bakimindan
zengin; tursu ve salgam olarak, pisirilerek veya ¢ig olarak da tiiketilebilen fenolik ve
antioksidan kaynag1 olan kara havucun insan sagligmi destekleyen fonksiyonel bilesen

kaynagi olarak besin aliminda 6nemli bir yeri vardir.

Diinya tariminda bircok renklerde havug tiirleri mevcuttur. Beyazdan turuncuya
kirmizidan siyaha kadar uzanan renk cesitliliginde tarimsal bir iirlin olarak karsimiza
cikmaktadir. En yaygin ve daha ¢ok tiiketilen turuncu havugtan daha 6nceki zamanlarda
bulunan koyu renkli havug, yogunlukla iliman iklimlerde diinyanin farkli cografi
bolgelerinde yetistirilir ve cogunlukla tiiketilir. Koyu renge sahip kara ve koyu mor
renkli havug, antosiyanince zengin havug tiirlerinin olduk¢a eski formlarindan birisi
olarak bilinmektedir. Yiiksek su icerigi sebebiyle (yaklasik%90) tiim meyve ve sebzeler
gibi havug da hasat sonrasi kayiplara kars1 olduk¢a duyarhdir (Tavlasoglu 2016).

Mikroenkapsiilasyon, biyoakttif bilesenlerin ya da farkli kaynaklardan elde edilmis olan
ekstraktlarm duvar ya da kabuk da denilen bir kaplama maddesi igerisine
hapsedilmesini ya da yiiklenmesini saglayan ve 1-1000 pm arasinda degisim gdsteren
caplarda mikropartikiiller elde edilmesine olanak saglayan bir yontemdir. Farkli bir¢ok
alanda uygulama alam1 bulan mikrokapsiillerin {retimi 195011 yillara kadar

uzanmaktadir.

Giliniimiizde gida sektoriinde de yaygin olarak kullanilan mikroenkapsiilasyon

teknolojisinde kabuk veya kaplama materyali olarak bircok biyopolimer



kullanilmaktadir. Sunulan tez calismasinda aktif madde yani ¢ekirdek materyali olarak
antosiyanin bakimindan zengin kara havug ekstrakti; dig kaplama maddesi olarak da
kitosan ve sodyum aljinat secilerek invers jelasyon (iyonik jellesme) yontemi ile

mikroenkapsiilasyonu yapilmistir.

Calismanin amaci1 ise, antosiyanininlerin stabilitesini enkapsiilasyon teknigi ile artirmak
ve kullanilma potansiyeli olan gida iriinlerinde fonksiyonel gida katki maddesi olarak
kullanilma potansiyelini yorumlamaktir. Dolayisiyla bu amaglar dogrultusunda
antosiyanince zengin ekstraktin enkapsiilasyonu ve bu elde edilen kapsiillerin

karakterizasyonu gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Antosiyaninler

Antosiyaninler fitokimyasallar grubunun bir pargasidir (Wang et al. 2008). Bitkilerde
yaygm olarak bulunan antosiyaninler (yunanca “anthos” ¢icek, “kyanos” mavi
anlamindadir) en onemli pigmentlerden biridir (Kong et al. 2003). Sitoplazmada veya
hiicre duvarlarinda olusabilen antosiyaninler ince graniiller veya sekilsiz kiimeler
halindedirler (Fersahoglu 2016). Diisiik toksisiteye sahip olan bu renklenderici
maddeler ilag, gida ve kozmetik endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir (Coruhli 2013).
Suda c¢oOziinebilen polar bilesikler olan antosiyaninler bazi etkenlere karsi duyarli
oldukca hassas molekiillerdir. Bu sebeple de o etkenlerin varliginda stabiliteleri ve
renkleri degismektedir. Bunlara siilfiir dioksit, oksijen, metalik iyonlar, kopigmentler,
askorbik asit, protein, seker, 151k, 1s1 ve ph gibi etkenler dahildir. (Ersus ve Yurdagel
2007, Wesche-Ebeling and Argaiz-Jamet 2002). Cogu antosiyanin diisiik asitli kosulda
maviye, asidik kosulda kirmiziya doner. Antosiyaninlerin asit-baz indikatorii olarak

kullanilmas1 bu 6zelliklerine dayanmaktadir (Castaneda-Ovando et al. 2009).

Yaban mersini, bogiirtlen, visne, ahududu, kan portakali, kirmizi iiziim, elma, seftali,
cilek, karpuz gibi meyvelerde, havug, lahana, mor sogan, kirmizi fasulye, biber,
domatez ve benzer renkli sebzelerde antosiyaninlerin oldugu tespit edilmistir (Lila

2004).

Ortalama 70 tanesinin meyvelerde oldugu saptanan antosiyaninlerin bitkilerde yaklasik
200 farkh g¢esidi tamimlanmistir. Genelde antosiyanin sayis1 meyvelerde 2-6 arasinda
degismektedir (Ozgen 2010). Cogunlukla hiicre vakuollerinde bulunan antosiyaninler
1664 yilindan beri ph indikatorii olarak bilinmektedir. Ancak antosiyanin deyimi 1835
yilinda ilk kez kullanilmistir. Antosiyanin yapisal olarak ilk kez 1913 yilinda mavi
cicekli Centaura cyanus’ta tanimlanmistir. Gliniimiizde sayist 600’4 asan yapisi

belirlenmis antosiyanin vardir (Keles 2015, Toprak 2011, Séylemezoglu 2003).



Antosiyaninler ¢esitli bitkilerin kokleri, yapraklari, tohumlari, saplari, ¢igekleri,
meyveleri ve diger organlarina kendine 6zgii mor, mavi, pembe ve kirmiziya kadar
genis bir araliktaki renkleri veren suda ¢oziine bilen dnemli bir flavonoid pigment
tiridir (Uyan Ersus 2004, Zhao et al. 2017). Kimyasal acidan bakarsak
antosiyanidinlerin sekere bagli halde (glikozid olusturmus sekilde) yani flavilyum
tuzlarinin ya da 2-fenil benzopirilliumun polimetoksi ve polihidroksi tiirevlerinin
glikozitleri olan polifenolik bilesiklerdir (Sekil 2.1) antosiyaninler (Kosay 2020, Fidan

2014). Kisacast aglikon kismina antosiyanidin denilen glikozit bir yapiya sahipdirler.

Sekil 2.1 Antosiyaninlerin yapisi (flavilyum katyonu) (Khoo et al. 2017)

Aglikonlar yani antosiyanidinler taze bitkilerde nadiren bulunurlar. Farkli seker
gruplariyla glikozidik yap1 olusturabilen her aglikonun ¢esitli aromatik veya alifatik
asitlerle agillendigini distliniirsek ¢ok sayida kombinasyon olusabilecegini gorebiliriz.
Molekiildeki hidroksil gruplarinin metilasyon derecesine, hidroksil grubu sayina,
molekiile baglanan seker grubu sayisina, seker gruplarinin baglanma pozisyonuna, ek
olarak molekiildeki sekerlere baglanan alifatik ve aromatik asitlerin yapilarma ve
sayilarma bagli olarak birbirinden farkli 600’den fazla antosiyanin olmasina ragmen
dogada sadece 23 adet antosiyanidin bulunmaktadir (Wu et al. 2006, Galvano et al.
2004, Castaneda-Ovando et al. 2009). Bunlardan 6 s1 (Sekil 2.2) en yaygin olanlardir:
siyanidin (cy) %350, delfinidin (dp) %12, malvidin (mv) %7, pelargodin (pg) %12,
peonidin (pn) %12, petunidin (pt) %7. Dogada en ¢ok bulunan metillenmemis
antosiyanidinler siyanidin, delfinidin, pelargonidindir. Bunlarm %350si ¢iceklerde, %69u

meyvelerde, %801 yapraklarda bulunmaktadir (Kong et al. 2003, Pala 2014).



Sekil 2.2 Dogada en yaygm bulunan antosiyanidinler (Castaneda-Ovando et al. 2009,
Ananga et al. 2013)

Antosiyanin molekiiliindeki metoksil grubunun (-OCH3) sayist arttik¢a renk kirmiziya
doner. Bunun aksine molekiildeki hidroksil grubu (-OH) sayisindaki artis rengin maviye
dogru donmesini saglamaktadir (Pala 2014). Antosiyanin molekiiliinde asidik pH larda
renk kaybi olur. pH degeri notr ve ndtre yakin olan ve bazik 6zellik gdsteren ortamlarda
mavi renkli bilesikler haline doniisen antosiyaninler asidik ortamlarda kirmizi renkli
olan flavilyum katyonu halinde bulunur (Ribereau-Gayon and Glories 2006).
Antosiyaninlerde pH’ya bagli renk kaybmnin en fazla oldugu aralik pH 3,2-3,5 olarak
saptanmustir (Toprak 2011).

Galaktoz, glikoz, arabinoz, ramnoz gibi monosakkarit, gentibioz, rutinoz gibi disakkarit
veya trisakkarit yapida sekerler antosiyanidinlere baglanarak glikozit olusturmaktadir
(Sekil 2.3). 3,5-hidroksil veya 3-hidroksil pozisyonlari, bazen de 7-hidroksil pozisyonu
seker gruplarinin daha yaygm baglandigi pozisyonlardrr (Bagchi et al. 2004). 3-
monozidler, 3-biozidler, 3,5-diglikozidler ve 3,7-diglikozidler en yaygm antosiyanidin
glikozitleridir. Dogada 3-glikozitlerin 3,5-diglikozidlerden yaklasik 2,5 kat daha fazla
bulundugunu diisiintirsek en yaygimn olarak bulunan antosiyaninin siyanidin 3-glikozit

oldugunu gorebiliriz (Kirca 2004, Kong et al. 2003).
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Sekil 2.3 En yaygm 6 antosiyanidinin kimyasal yapisi (Kosay 2020, Diaconeasa et al.
2018)

Bazen antosiyaninlerin temel yapisinda antosiyanidinler ve onlara baglh seker gruplari

disinda agil asit gruplar1 da bulunuyor. Alifatik asitler (asetik, malonik, suksinik, malik



ve okzalik asit) ve aromatik asitler (gallik, sinapik, kafeik, ferulik ve p-kumarik)
genellikle C3 seker bagma baglanirlar. Bu acil gruplar1 cogunlukla sekerin 6-OH veya
nadiren 4-OH grubuyla esterefiye olurlar. Diger yandan farkli seker baglantilar1 ve daha

kompleks asilasyon modelleri de sz konusu olabilmektedir (Giusti and Wrolstad 2003).

2.2 Antosiyaninlerin Biyolojik Ozellikleri

Antosiyaninlere karsi ilginin artmasina giiclii antioksidan 6zellikleri, renk nitelikleri ve
insanlar lizerindeki biyolojik etkileri sebep olmustur. Cesitli hastaliklarin tedavisinde
olumlu etkiye sahip antosiyaninlerin biyolojik 6zelliklerinin kimyasal yapilarina bagh

oldugu rapor edilmistir (Fidan 2014, Kong et al. 2003).

Antioksidan aktiviteye sahip olmalar1 antosiyanin ekstraktlarmin en Onemli
ozelliklerinden birincisidir. Bu nedenle insan saghgi lizerinde birgok olumlu etkileri
vardir. Bunlar: kalp saghigimi koruma, kardiyovaskiiler hastaliklardan koruma, gérme
keskinliginin  arttirilmasi, g6z  fonksiyonlarmi  koruma,  antienflamatuar,
antikanserojenik, antiiilser, antidiyabetik aktivite, sinir hastaliklarindan koruma olarak
bildirilmistir. Bundan sebep antioksidan 6zelliginin belirlenmesi i¢in farkli sebze ve
meyvelerden antosiyanin ekstreleri elde edilerek bir¢cok calismalar yapilmistir (Bagchi

et al. 2004, Yousuf et al. 2016, Wallace 2011, Ghosh and Konishi 2007).

Tokgbdz ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 ¢alismada bu fenolik birlesiklerle ilgili
calismalarin son yillarda giderek artmasinin nedeni olarak dogal renk maddesi
olmasinin yanisira farmakolojik 6zelleklerini gostermigler. Antosiyanin igerikli gidalara
olan ilgi de kan basincini dengelemesi, karaciger hastaliklar1 iizerine olumlu etkileri,

antimikrobiyal etki gdstermesi gibi sagliga yararl etkileri tespit edildik¢e artmigdir.

Jayaprakasam ve digerleri (2005) antosiyaninlerin dnemli biyolojik aktivitelerinden biri
olan antidiyabetik oOzelligi iizerine bir c¢aligma gerceklestirmistir. Yaptiklar1 bu
caligmada insulinden bagimsiz (tip-2) diyabet tedavisinde kullanilabilecegini ortaya

koyduklar1 antosiyaninleri sebze ve meyvelerden izole ederek saflastirdilar.



Kalp hastaliklarma kars1 koruyucu etkisi olan kirmizi sarabin bu etkisi iizerine yillardir
caligmalar yapiliyor. Bu etkinin sarapdaki antosiyaninlerden kaynaklandigina dair
veriler son yillarda giic kazanmaktadir (Bakowska-Barczak 2005). Antosiyaninlerin
biyoaktivitesi ve biyoyararlanim (metabolik yol ve bosaltim, absorbsiyon)
mekanizmalar1 iizerine yapilan ¢aligmalara bu dogal bilesiklerin farkli ve ¢ok sayida

biyolojik aktiviteye sahip olmalar1 olduk¢a hiz kazandirmistir (Netzel et al. 2007).

2.3 Antosiyaninlerin Stabilitesi

Formiilasyonlara, iiretim kosullarina ve depolama kosullarma karsi diisiik stabilite
gostermeleri dogal renklendiricilerin gida sistemlerinde kullanimlarini kisitlayan
ozelliklerdir. Gida maddelerinde antosiyanin stabilitesini etkileyen faktorlerin
belirlenmesiyle kullanim olanaklarinin arttirilmasi  yoniinde bir¢ok arastirmalar
yapilmistir (Uyan Ersus 2004, Jackman et al. 1987, Francis 1989). Antosiyaninler 151k,
1s1, pH, asit, enzimler, metalik iyonlar, kopigmentler ve seker gibi pek c¢ok cevresel
etkiye karsi duyarhdir. Stabiliteleri bu etkenler dolayisiyla kisitlamis antosiyanin
pigmentlerinin kayb1 6zellikle ¢esitli enzimlerin ve oksijenin varlhiginda, yiiksek sicaklik
iceren islemler sonucu gercgeklesebilmektedir (Coruhli 2013, Fidan 2014, Mazza and
Brouillard 1990).

Diger bilesiklerle reaksiyona girebilen, kolaylikla bozunabilen, bunlarin sonucunda
kahverengi veya renksiz bilesiklere doniisiibilen antosiyaninler reaktif bilesiklerdir. Bu
nedenle antosiyaninlerin bitki hiicrelerinden izole edildigi haliyle stabilitesini korumasi

icin koruyucu 6nlemler alinmalidir (Frank et al. 2012).

Diger flavanoid bilesiklerine goére antosiyaninlerin biokimyasal yapilar1 daha
komplekstir. Baz1 antosiyaninler molekiil yapilarmna baglh olarak digerlerine gore daha
stabildir. Ag¢il gruplar1 ile baglanma bolgeleri ve aglikona baglanan glikozil grubu
antosiyanin molekiiliiniin aktivitesini ve stabilitesini 6nemli Olciide etkilemektedir
(McGhie and Walton 2007). Acillenmemis antosiyaninler agillenmis olanlara gére daha
dayaniksizdir. Molekiiller aras1 etki sayesinde acil kisimlari antosiyaninleri su

molekiillerinin hidrofilik saldirilarindan korur. Bdylece agillenmis antosiyaninler



digerlerine gore 15183a ve daha yiiksek 1siya karsi dayanikli ve daha uzun raf omriine

sahip olurlar (Netzel et al. 2007).

3 farklt mekanizmayla flavilium katyonunun stabilizasyonunun saglanmasinin miimkiin

oldugu ileri siiriilmektedir (Kirca 2004, Gakh et al. 1998). Bunlara:

= Aromatik asil gruplari ile antosiyanidin g¢ekirdegi arasinda molekiiller i¢i bir
interaksiyonla meydana gelen kendiliginden birlesme (self-association)

= Molekiiliin kromoforik olmayan aromatik asit kisimlar1 ve antosiyanidin
cekirdegi arasinda bir interaksiyonla meydana gelen molekiil igi
kopigmentasyon

» ki veya daha fazla molekiiller arasinda meydana gelen molekiiller arasi

kopigmentasyon

dahildir (Kirca 2004, Gakh et al. 1998). Sandvi¢ tipi istiflenme (sandwich-type
stacking) kompleksi olusumu iki veya daha fazla asillenmis grup iceren antosiyaninler

icin gecerlidir. (Kirca 2004, Giusti and Wrolstad 2003).

Bulunduklar1 ¢6zeltinin pH’sina bagli olarak antosiyaninlerin kimyasal yapilarinda
farkli transformasyonlar olabiliyor (Sekil 2.4). Kirmizi renkten sorumlu flavilyum
katyonu pH 1,0’de baskin bulunan tiirdiir. Kirmiz1 ve mor renklere katki saglar. Mavi
renk ise pH 2,0 — 4,0 araliginda daha baskindir. Karbinol yalanci baz1 ve kalkon pH 5,0
ve pH 6,0 araliginda gozlenebilen 2 renksiz tiirdiir. Hidrojen atomu yerine gegen
gruplarm Ozelligine de bagli olarak pH 7.0°den yiiksek degerlerde antosiyaninler
bozulmaya baslar (Castaneda-Ovando et al. 2009, Fleschhut et al. 2006). Hidroksil
gruplarim sayisinin artmasi stabilitenin azalmasini, yiiksek metoksil varligi ise bu

stabilitenin artmasini saglar (Francis 1989, Cavalcanti et al. 2011).

Antosiyaninlerin stabilitesini 2 farkli yoldan etkileyen 151k bir tarafdan onlarin
biosentezi i¢in gerekliyken, diger tarafdan degredasyonlarini da hizlandirmaktadir.
Karanlikta saklandiklar1 zaman antosiyaninler renklerini daha iyi korurlar. Karsilastirma

zamant stabilitedeki fark 24 saat igerisinde belli olmaktadir (Cavalcanti et al. 2011).
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Sekil 2.4 Sulu ortamda, farkli pH degerlerindeki antosiyaninlerin yapisal

transformasyonlar1 (Ananga et al. 2013)

Saklama sicakligiyla antosiyaninlerin degredasyonu dogru orantilidir. Yiiksek sicaklik
pigmentlerin kaybina neden olmaktadir. Antosiyanin molekiilleri 2-4°C sicakliklarda

birkag¢ hafta boyunca basaril1 bir sekilde depolanabilirler (Welch and Simon 2008).

Kolay ulasilabilir olmalar1 ve cok cesitli biyolojik aktivitelere sahip olmalari
antosiyaninlerin 6nemini arttrmig, bu da onun stabilitesini arttiracak ve ¢evresel
etkilerden koruyacak caligmalarin artmasina sebep olmustur (Betz and Kulozik 2011,
Jeong and Na 2012, Akhtar et al. 2014). Stabilizasyon 2 sekilde gerceklestirilmektedir :
birlesme tepkimeleri (association reactions) ve enkapsiilasyon. Birlesme tepkimeleri
antosiyaninlerin biyolojik aktivitelerini de etkilediginden son yillarda stabilizasyon
caligmalarinda biyoteknolojik gelismelerle paralel olarak enkapsiilasyon sikg¢a
kullanilmaktadir (Fidan 2014, He et al. 2012).

2.4 Antosiyaninlerin Biyoyararlanimi

Antosiyaninlerin yararli etkileri kesfedebilmek ve arttirmak icin biyoyararlanimin
(bosaltim, metabolizma ve absorbsiyon) anlasilmasi1 gerekmektedir (Matuschek et al.

2006). Insanlar ve hayvanlar iizerinde bircok calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda
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mideye gelen antosiyaninlerin emiliminin yetersiz kaldigi, cogu tiiketimden birkag saat
sonra gastrointestinal sistemde yok oldugu gozlemlenmistir (Wang et al. 2013). Hedef
bolgelerde biyoaktif antosiyaninlerin stabilitesini daha uzun siire korumasi ve timor
hiicrelerinin inhibisyonu gibi yararli etkilerini daha fazla gostermesi i¢in bu maddelerin

enkapsiilasyonu yapilabilir (Oidtmann et al. 2012).

2.5 Kara Havug

Havug (Daucus carota) apiaceae ailesinin 6nemli bir tiyesidir (Kammerer et al. 2004).
Yiiksek besin degerine sahip, ¢ig ya da pisirilerek tiiketilebilen kok bitkidir
(Esatbeyoglu et al. 2016). Beyaz, kirmizi, sar1, turuncu ve mor renklerde ¢esitleri vardir
(Sekil 2.5). Bu gesitler farkli kombinasyonlarda ve miktarlarda vitaminler (A, C, D, E,
K, B1, B¢ ve biyotin), karotenoidler, isokumarinler, antosiyaninler, lif, makronutrientler,
minareller (Mg, Ca, K, P, Na, ve bircok iz miktarda bulunanlar), fenolik asitler,
seskiterpenler ve terpenlerin dahil oldugu fitokimyasallar1 icerir (Tavlasoglu 2016,
Metzger et al. 2008, Sun et al. 2009, Poudyal et al. 2010). Sar1 havuglara rengi lutein,
kirmizi havuglara likopen, turuncu havuglara yiiksek orandaki o ve [ karoten, kara
havuglara antosiyaninler vermektedir. Beyaz havuclarda ise bu karotenoid ¢esitleri daha
az konsantrasyonlarda olduklar1 i¢in bu renktedirler (Sun er al. 2009, Charron et al.

2009, Poudyal et al. 2010).

’ ) ' ’ ‘ ! l‘.’ ‘
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Sekil 2.5 Farkli renklerde havug c¢esitleri (Gulino 2019)
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Kara havugtaki antosiyaninler turuncu havuglara gore 28 kat daha fazladir. Agirlik
olarak kara havucun 1750mg/kg’a kadar antosiyanin igerdigi bildirilmistir (Pala 2014,
Ayar 2017). Kara havug lizerine yapilan calismalarda Avustralya, Almanya ve Tiirkiye
basta gelir. Fenolik bilesik icerigi, E ve C vitamini gibi bilinen antioksidanlarin varligi

acisindan bilim diinyasinin ilgisini ¢ekmistir (Algarra et al. 2014).

2.5.1 Kara havuctaki fenolik bilesikler

Kimyasal olarak fenolik bilesenler aromatik halkaya bagli hidroksil grubundan olusurlar
(Ozdal et al. 2013). Biyoaktif maddeler olan fenolik bilesikler ikincil bitki metabolitleri
olarak bilinir ve insan beslenmesinde 6nemli bir yeri vardir (Naczk and Shahidi 2004,
Hatamnia er al. 2014). Kara havucun koklerinde 40’dan fazla fenolik bilesenler
bulunmustur (Kammerer et al. 2004). Kara havucun antioksidan kapasitesiyle fenolik
bilesen konsantrasyonu arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir (Algarra et al. 2014).
Antosiyanini zengin sebzeler yiiksek antioksidan aktiviteye baglh olarak yiiksek fenolik

icerige sahipdirler (Kaur and Kapoor 2002).

Bitkilerin govde, yaprak, tohum, cicek, meyve ve sebzelerinde bulunan fenolik
bilesenler koku, burukluk, renk, tat (aci, buruk) gibi 6zelliklerin olusumunda etkilidirler.
Flavonoidler ve fenolik asitler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Flavonoidlerde katesinler,
flavonollar, flavononlar, flavonlar, antosiyanidinler, proantosiyanidinler,
lokyoantosiyanidinler olarak; fenolik asitlerde benzoik asitler ve sinamik asitler olarak
smiflandirma yapilabilir. Flavonoidler antosiyanin iceren ve antioksidan oOzelliklere

sahip polifenolik maddelerdir (Nizamlioglu ve Nas 2010, Tavlasoglu 2016).

Kara havucun jole ve sekerleme, alkolsiiz icecekler, meyve sular1 ve nektarlar,
koruyucular ve sairede bir nutrasotik/fonksiyonel icerik (renklendirici) olarak
kullanilmasmin nedeni asidik pH degerlerinde parlak cilek rengini saglamasidir
(Khandere et al. 2011). Turuncu ve kirmizi havuclarla karsilastirildiginda kara havug
daha yiiksek flavonoide sahiptir. Mysetin, liiteolin, quercetin ve kaempferol kara

havugta 6ne ¢ikan flavonoidlerdir (Bahorun et al. 2004, Marinova et al. 2005).
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2.5.2 Kara havucun terapotik ozellikleri ve kullanim alanlar:

Eski zamanlarda en iyi havug olarak bilinmesine ragmen sonralar yemeklere rengini
vermesi sebebiyle kara havu¢ bu onemini kaybetmistir. Ancak son zamanlarda yapilan
caligmalar sonucu saglik tizerine olumlu etkileri bulunmus ve eski degerini kazanmaya

baslamistir (Pala 2014).

Kara havuc yiiksek miktarda antosiyanin icerir ve terapotik oOzellikleri bundan
kaynaklanmaktadir (Pala 2014). Farkli in vitro testlerde antosiyaninlerin giiclii
antioksidan aktivite gosterdigi Dbildirilmistir (Tavlasoglu 2016). Renklendirici
ozelliginin yanisira sagliga olumlu etkileri antosiyaninlere olan ilgiyi artrmistir. Diabet
ve norodejeneratif bozukluklara olumlu etkileri, antikanserojen etki, damar tikanikligi
ve ateroskleroz, koroner kalp hastaligi ve hipertansiyon riskini azaltmasi bu
etkilerdendir (Khandere et al. 2011). Uriner enfeksiyonlari, ve kotii kolestrol olusumunu
onleyici etkiler de bunlara dahildir (Kasnak ve Palamutoglu 2015). Kara havucun
antienflamatuar 6zelligi de vardiwr. Damar gegirgenliginin korunmasinda, trombosit
agregasyonunun Onlenmesinde, kilcal damar catlaklar1 sebebiyle olusan kan dolagimi

bozukluklarinin tedavisinde etkilidirler (Liu et al. 2008).

Acgillenmis antosiyaninler hem daha stabillerdir, hem de daha yiiksek biyolojik
aktiviteye sahiptirler. Mesela; tatli patatesten alman antosiyaninler antimutajenik
aktiviteye, kan basmcim diisiiren etkiye ve gii¢lii radikal siiplirme etkisine sahiptirler
(Suda et al. 2003, Igarashi et al. 2000). In vitro kosullarda hiperglisemiyi dnleyici
etkileri de bulunmustur (Matsui et al. 2002, Netzel et al. 2007).

Kara havu¢ salgam adli fermente icecegin esas maddelerinden biridir. Hindistanda
“kanji” isimli benzer icecek kara havuctan iiretilir (Turker et al. 2004). Antosiyaninler
dogal renklendirici olarak kullanildiklar1 i¢in kara havugtan da bu anlamda
yararlanilmaktadir. Iyi bir alternatif olarak konservelerde, meyve sular1 ve nektarlarda,

sekerleme endiistrisinde, jolelerde kullanilmaktadir (Downham and Collins 2000).
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2.6 Enkapsiilasyon

Uriinlerin veya aktif bilesenlerin stabilitesini arttirmak icin biyolojik veya teknik agidan
aktif bilesenlerin belirli bir membran veya matris i¢inde boliimlendirilmesi, mikro,
nano, makro vs. kopartmanlara ayrilmas siireci enkapsiilasyon olarak tanimlanir (Chan
et al. 2009). Daha basit deyimle enkapsiilasyon bir aktif maddenin (kati, sivi, gaz) bagka
bir materyel i¢inde kaplanmasi ve bu kapsiillerin belirli hizda ve belirli kosullarda
salinmasini saglayan teknolojidir (Sekil 2.6). Kapsiillenen malzeme “gekirdek”, “aktif”,
“i¢ kistm”, “dolgu” ve ya “06z” olarak, kapsiilleyici madde ise “kaplama”, “kabuk”,

zar”, “tasiyic1”, “duvar”, “enkapsiilant”, “dis faz” ve ya “matris” olarak adlandirilir

(Nedovic et al. 2011, Wang et al. 2011).

Merkez

materyal

Sekil 2.6 Enkapsiilasyon Mekanizmasi (Atalay 2019a)

Enkapsiilasyon uygulamasmin basta gida olmak iizere, kimya, tarim, ziraat, tip,
biyoteknoloji, veterinerlik, eczacilik, enerji ve savunma gibi bircok alanlarda
kullanilmaktadir (Varhan ve Ko¢ 2018, Narang et al. 2007, Nedovic et al. 2011, Coruhli
2013).

2.6.1 Enkapsiilasyon ozellikleri

Enkapsiilasyon teknolojisi bir¢ok nedenden dolayr énem kazanmistir, bunlar da bu

uygulamalarin temel amaclarini olusturmaktadir:

= Aktif bilesenin 151k, oksijen, su gibi olumsuz c¢evre kosullarina karst
stabilitesini arttrmas1 (materyali deaktivasyon ve oksidasyona Kkarsi

korumak),
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Uyumsuz bilesikleri ayirmasi,

Aktif bilesenin dis ¢cevreye karsi evaporasyonunu azaltmas,

Stvi maddenin kat1 hale getirilmesi,

Materyalin kullanabilirligini kolaylastirmasi (topaklanmasini engellemesi vd),
Aktif bilesenin kokusunun ve tadinin maskelenmesi,

Materyalin gerekli kosullarda kontrollii olarak hedeflendigi sekilde ortama
saliiminin saglanmasi

Materyalin uguculugunun 6nlenmesi,

Aktif bilesiklerin diger bilesiklerle reaksiyona girmesinin dnlenmesi,
Materyelin daha kolay depolanmasi ve tasinmasi

Girdigi ortamda homojen dagilimin saglanmasi,

Cevrenin mevcut kosullarmin korunmas: (Unal ve Erginkaya 2010, Sagis

2015)

Aktif bilesiklerin enkapsiilasyonunda ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikleri {i¢

baslik altinda toplaya biliriz:

= Fiziksel teknikler

Akiskan yatakli kaplama
Dondurarak kurutma
Ortak kristallestirme
Ekstriizyon

Piiskiirtmeli kurutma

Piiskiirtmeli sogutma

= Kimyasal teknikler

Molekiiler inkliizyon

Arayiiz polimerizasyonu

= Fizikokimyasal teknikler

Lipozom icine hapsetme

Basit veya karmagik Koaservasyon (Gharsallaoui et al. 2007)
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2.6.2 Enkapsiilasyon ¢esitleri ve uygun metod se¢imi

Enkapsiilasyon nano (10-1000 nm), mikro (0,1-5,000 um) ve makroenkapsiilasyon
(5,000 pm) olarak siniflandirilmistir. Mikro ve makroenkapsiilasyon genelde gidalarin
raf Omriinii arttirmak, olgunlagma siiresini kisaltmak, besin degerini yiikseltmek
amaglartyla, farkli yag ve karbonhidrat ile kaplanmasinda uygulanmaktadir.
Nanoenkapsiilasyon ise biyoteknoloji, tip ve eczacilik alanlarinda, organ-doku hedefli
ilag tasarimi, kontrollii salim sistemleri ve benzer calismalarda kullanilmaktadir (Fidan

2014, Gokmen vd. 2012, Danhier et al. 2012).

Enkapsiilasyonda uygun metod se¢imi zamani hangi yararin elde edilmesi istendigi tam
olarak belirlenmelidir. Enkapsiilasyon uygulama metodu secildiginde arzu edilen

ozelliklerin kazanilmasi i¢in 6nce bu sorularin cevaplandirilmas: gerekmektedir:

= Maliyet kistaslar1 nelerdir

= Hangi pargacik yogunlugu ve boyutubda gida iiriinlerinin i¢inde bulunacaklar

= Kullanimdan 6nce enkapsiile madde i¢eren gida tiriinlerinin depolama sartlar1 ne
olacaktir

= Enkapsiile edilecek bilesik kullanimdan 6nce ne kadar saklanacaktir

= (Gida iglenmesi ve iiretimi sirasinda hangi islem kosullar1 kullanilmaktadir

= Aktif bilesenin fizikokimyasal 6zellikleri nelerdir
Bu sorular cevaplandirildiktan sonra analiz yapilmali ve

= Kaplama metodu se¢imi
= Kaplama maddesi secimi

® Yasal diizenlemelere uygunluk

dikkate alinmalidir (Gokmen vd. 2012, Zuidam and Shimoni 2010).

2.6.3 Enkapsiile edilen aktif bilesikler

Bir ¢ok aktif madde enkapsiile edilerek korunabilmektedir. Bunlardan en ¢ok kullanilan
aktif bilesikler bunlardir:
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= Prebiyotikler ve probiyotikler

= Vitaminler ve minareller

= Aromalar, koruyucular, tatlandiricilar, renklendiriciler

= Proteinler ve enzimler

= Esansiyel yaglar

= Organik asitler

= Antioksidanlar (flavonoidler, tokoferol, polifenoller)

= Karotenoidler (likopen, B-karoten)

= Yag asitler (konjuge linoleik asit, ®-3) (Nedovic et al. 2011, Narang et al. 2007,
Danbhier et al. 2012).

2.6.4 Kaplama materyalleri

Enkapsiilasyon zamani en uygun, en dogru kaplama materyalinin se¢imi ¢ok dnemlidir.
Kaplama materyalleri temel olarak film olusturabilen proteinler, sekerler, modifiye ve
dogal polisakkaritler, yaglar, sentetik polimerler ve gamlardir (Sekil 2.7) (Uyan Ersus
2004).

Mikrokapsiillerin fonksiyonel 6zelliklerini belirleyen esas faktor tasiyici sistemin, yani
kaplama materyalinin yapisidir. Etkili bir tasiyic1 sistem enkapsiilasyon zamani
manipiilyasyonu kolaylastirmali ve yiiksek konsantrasyonlarda iyi reolojik 6zelliklere
sahip olmalhdir (Gokmen vd. 2012, Ubbink and Kriiger 2006, Coruhli 2013,
McClements 2009).
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=l Proteinler

«jelatin, kasein, zein, soy ve albumin

o~ Polisakkaritler/ hidrokarbonlar

« Nisasta, aljin/ aljinat, agar/agaroz, pektin/polipektat, karagenan ve diger gamlar.

el Y38 Ve yag asitleri

smono-di-tri gliseridler, laurik, kaprik, palmitik, stearik asit.

mad  Hidrofil ve lipofilik vaksiar

*PEG (polietilen glikol), carnauba vaks.

e Selllozik tirevier

+metil-etil seliloz, karboksimetil seldloz.

l_ Seker tirevieri I

Sekil 2.7 Enkapsiile edici kabuk materyal gruplar1 (Atalay 2019b)

Kaplama maddesinin ideal olmasi i¢in bu 6zelliklere sahip olmasi gereklidir:

= Enkapsiile edilen aktif bilesenin biyoyararlili§ina ters etki gostermemelidir

» Inert olmal, aktif bileseni korumalidir

= Enkapsiilasyonda ¢0ziicii uzaklastirma islemleri zamam akiskanlik-¢oziicii
uzaklastirma 6zelligine sahip olmali, ¢oziiciiniin ayrilmasina olanak saglamaldir

= Aktif bilesenin  salinimin1  kontrol edebilmeli ve istenilen kapsiil
coziinebilirligine sahip olmalidir

= Aktif bilesenle enkapsiilasyon zamani veya depolama siirecinde reaksiyona
girmemeli, stabil emiilsiyon veya dispersiyon olusturmali ve onu
parcalamamalidir

» [stenilen miktardaki aktif bileseni enkapsiile edebilmelidir

= Enkapsiile edilen materyali tutabilmelidir

= Kaplanan maddenin tadinda, goriiniisiinde, raf dmriinde ve reolojisinde olumsuz
etkiye neden olmamali, onu g¢evreleyen i¢cecek veya gida matriksi ile uyumlu
olmalidir

= Kaplama maddesi yliksek konsantrasyonlarda iyi akigkanlik o6zelligine sahip
olmalidir

= Is1, 151k, nem gibi ¢evresel etkilere karsi direngli olmali ve aktif bileseni {iretim,
tasima, isleme ve depolama boyunca karsilasacagi bu c¢evresel kosullardan

korumalidir
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= Diisiik maliyetli olmali ve gilivenli olarak kabul edilen ingrediyenler ile
hazirlanmalidir

= Su, etanol ve saire gibi gida endiistrisi tarafindan kabul edilebilir ¢oziiciilerde
cOziinebilmelidir

= Aktif bileseni kimyasal bozulmalardan korumali ve aktif halde kalbilmesini
saglamalidir

=  QGeri doniisiimsiiz kimyasal reaksiyonlara neden olmamalidir (G6kmen vd. 2012,

Ubbink and Kriiger 2006, Coruhli 2013, McClements 2009).

2.6.5 Kitosan ve aljinat

Kitosan aljinatla birlikte biyobozunurluk, biyouyumluluk ve diisiik toksisite (toksik
olmamasi) gibi 6zellikleri oldugundan ilag tasiyici sistemlerde ve gida uygulamalarinda
kullanilan en iyi kaplama materyallerindendir (Abreu er al. 2008, Lee et al. 2012).
Kitosan dogal polisakkarit olup belirli fungilerin hiicre duvarinda, bdceklerin
kiitikiillerinde ve kabuklu deniz canlilarinin kabugunda bolca bulunan kitinin

deasetilasyonu ile elde edilmektedir (Lee et al. 2012).

N-asetil-D-glikozamin ve D-glikozamin birimleri kitosan molekiiliinii olusturmaktadir
(Sekil 2.8) (Ozdemir 2015, Lee et al. 2012). Bu birimlerin oranlar1 kitosanin biyolojik
roliinlin, oOzelliklerinin ve biyobozunurlugunun belirlenmesinde kullanilir. Kitosan
yilksek pH’larda stabilken asidik pH’larda ¢oziinebilir. Bu yiizden kitosan organik
¢oOziiciilerde ya da suda ¢oziinemez (George and Abraham 2006, Kjm et al. 2006).
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CH,OH CH,OH

NH, NH,

Sekil 2.8 Kitosanin kimyasal yapis1 (Lee et al. 2012)

Enkapsiilasyon zamani en ¢ok kullanilan polisakkaritlerden biri de aljinatdir (Sekil 2.9).
Macrocystis pyrifera, Laminaria hyperborean ve Ascophyllum nodosum gibi kahverengi
yosunlardan elde edilen, toksik olmayan, ucuz, gidalarda kullanilabilir, dogada bol
miktarda bulunan, biyolojik agidan uyumlu oldugu belirtilmistir. Aljinatlar cogunlukla
Na*, Sr**, Mg?* ve Ba?* katyonlarinmn tuzlar1 seklinde bulunmaktadir (George and

Abraham 2006, Shi et al. 2013, Arriola et al. 2016, Maresca et al. 2016).

Sekil 2.9 Aljinatin kimyasal yapis1 (Gazori et al. 2009)

2.7 Antosiyaninlerin Enkapsiilasyonu ile lgili Yapilan Cahsmalar

Robert et al. (2010) yaptiklar1 bir c¢alismada nar suyunun biyoaktif bilesenlerini
maltodekstrin ve soya protein izolati1 kullanarak sprey kurutma yOntemiyle

kapstillemislerdir. Kapsiillerin stabilitesini farkli sicakliklarda 56 giin boyunca
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incelemigler ve maltodekstrinin antosiyaninler iizerine daha yiiksek koruyucu etki

sagladigini bulmuslardir.

Oidtmann ve digerleri (2012) yaptiklar1 ¢alismada antosiyanin bakimindan zengin
yaban mersini Oziinii kapsiil ¢ekirdek 6zii olarak kulanmislar ve kapsiillemenin
antosiyanin stabilitesi lizerindeki potansiyel faydalar1 arastirmislardir. Kapsiillenmemis
ve farkli oranlarda kapsiillenmis ekstraktlar simiile edilmis mide sivisinda ve bagirsak
stvisinda inkiibe edilerek antosiyanin miktarlar1 belirlenmistir. Elde etikleri sonuglar,

kapsiillemenin antosiyaninlerin erken bozunmasini 6nledigini gostermistir.

Mansour ve arkadaslar1 (2020) ahududu antosiyanin ekstraktini soya proteini izolat1 ve
arap zamki kullanarak dondurarak kurutma yontemiyle kapsiillemislerdir. Elde edilen
kapsiiller, 80-114°C sicaklik araliginda antosiyaninlerin termal kararliligini artirmis ve
ayrica, 60 giin boyunca 37°C'de saklama sirasinda antosiyanin tutma kapasitesinin soya
proteini izolat1 ve arap zamki kombinasyonunun simiile edilmis gastrointestinal kosullar

altinda en iyi salim davranigi sergiledigini bulmuslardir.

Zhao ve digerleri (2017) antosiyanin yiikli lipozomlar1 gelistirdikleri bir siiper kritik
karbon dioksit yontemiyle hazirladilar. Antosiyanin ve kolesterol konsantrasyonlarmin
etkilerini, partikiil boy dagilimi, kapsiilleme verimliligi, biyoaktif yiikleme kapasitesi,
morfoloji, zeta potansiyeli, antosiyanin-fosfolipid etkilesimi ve in vitro salim profilleri
acisindan incelenmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, lipozomlardan antosiyanin
salimi, simiile edilmis mide sivisinda yavas (%35,9), ancak simiile edilmis bagirsak
stvisinda, vezikiillerin pankreatin tarafindan bozunmasi nedeniyle hizliydi. Antosiyanin
yiiklii lipozomlarin, fonksiyonel gida ve nutrasétik uygulamalar i¢in biiyiik potansiyel

olabilecegini soylemislerdir.

Mehran ve arkadaslar1 (2020) yaptiklari bir calismada Iran hodan oziitiiniin
antosiyaninlerinini maltodekstrin/modifiye misir nigastasinin farkli kombinasyonlari ile
kapstillemislerdir.  Elde ettikleri sonuglar, kapsiillemenin, ham oziit ile
karsilastirildiginda antosiyaninlerin = stabilitesini  %43,8 gelistirdigini bulmuslardir.

Sonuglar, piiskiirterek kurutma yontemiyle mikrokapsiilasyonun, gida ve ilag
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endiistrisinde yararli olabilecek hodan 0ziitiiniin stabilitesini, antioksidan ve fonksiyonel

ozelliklerini iyilestirebilecegini gdstermistir.

Zhang ve digerleri (2020) emiilsifikasyon/i¢ jellesme yOntemini kullanarak {iiziim
kabugunun antosiyanin ekstraktint mikrokapsiillemislerdir. Mikroenkapsiilasyonun
antosiyaninlerin, Ozellikle piiskiirterek kurutulmus mikrokapsiillerin 1s1ik ve termal
stabilitelerini biiyiik Olclide arttirdigi, ayrica karanlikta bekletince en diisiik bozunma
sabitini (0,0207 saat™') ve en uzun yar1 émrii (33,47 saat) gosterdigini bulmuslardir.
Piiskiirterek  kurutma tekniginin mikrokapsiillerde antosiyaninlerin tutulmasmi
destekledigini ve simiile edilmis gastrointestinal sindirimde antosiyaninlerin uzun stireli
salimimint  iyilestirdigini  sOylemislerdir. Bu sonuglar, kurutma ile birlikte
emiilsifikasyon/ic  jellesme kullanilarak  mikrokapsiilasyonun, antosiyaninlerin

stabilizasyonunu arttirmak i¢in uygun bir yontem oldugunu gostermistir.

Kanha ve arkadaglar1 (2020) calismalarinda farkli hidrofilik emiilgatorler: jelatin,
akasya zamki, kitosan ve karboksimetil selilloz ile ¢ift emiilsiyon ve kompleks
koaservasyon yontemini kullanarak antosiyanin agisindan zengin siyah piring 6ziitlinii
ve kopigmente antosiyaninleri dondurularak kurutma yontemiyle kapstillemislerdir.
Depolama sirasinda, siyah piring Oziitiinii ve kopigmente antosiyaninlerin kitosan-
karboksimetil seliiloz ile kaplandiginda en iyi antosiyanin stabilitesine, en diisiik
reaksiyon hizi sabitine ve yar1 6mre (150 giin), yliksek termal direng sicakligi (78,1 <C)
ve ayrica en diisiik aktivasyon enerjisine (23,7 kJ/mol)sahip oldugunu bulmuslardir.
Termodinamik 6zelliklere gore, kopigmentasyon, daha diisiik negatif entropiye (AS) ve
entalpiye (AH) katkida bulunmustur ve Gibb'in serbest enerjisi (AQG),
mikrokapsiillenmis antosiyanin bozunma reaksiyonunun endotermik ve kendiliginden

oldugunu goéstermistir.

Santos ve digerleri (2013) ¢alismada jabuticaba (Myrciaria cauliflora) kabuklarindan
elde edilen antosiyanin ekstraktinin solvent olarak stiperkritik CO2 ve yardimc1 solvent
olarak etanol kullanilarak Polietilen glikol i¢inde kapsiillenmislerdir. Karsilagtirma icin
Ca-aljinat kapsiiller i¢inde tutularak kapsiillenmis partikiiller tiretmek i¢in geleneksel bir

yontem olan iyonik jelasyon yontemi kullanilmistir. Ekstraktin Ca-aljinat kapsiillerdeki
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enkapsiilasyon verimliligi, Rapid Expansion of Supercritical Solution (RESS) islemiyle
elde edilenlerden (%79,78) daha yiiksek bulunmustur (%98,67). Bozunma caligsmalari,
her iki kapsiillenmis sistemin de 151k ve sicakliga karsi serbest Oziitten daha kararli
oldugunu gostermistir. Her iki sistem de farkli 6zellikler sunsa da antosiyaninin

stabilitesini arttirmistir.

Zaidel ve arkadaglar1 (2014) yaptiklar1 calismada, roselle ve kirmizi lahanadan elde
edilen kapsiillenmis veya kapsiillenmemis antosiyaninleri yag i¢inde su emiilsiyonuna
eklemisler ve margarinin depolama ve stabilite 06zellikleri iizerine arastirma
yapmiglardir. Antosiyaninlerin enkapsiilasyonu, antosiyaninlerin margarin i¢indeki
dagilimin1 ve stabilitesini incelemek i¢cin mikrodalga destekli teknik kullanilarak
yapilmistir. Enkapsiile edilmis antosiyanin iceren margarinin, enkapsiile edilmemis

antosiyanin ile karsilastirildiginda oldukga gelismis stabilite gosterdigini bulmuslardir.

Xiong ve digerleri (2006) siyah frenk iiziimii antosiyaninlerinin beta glukan jel ile farkl
yontemlerle kapsiillenmesi iizerine ¢alismislardir. Elde ettikleri sonuglar kapsiillenmis
siyah frenk liziimii antosiyaninlerinin dondurularak kurutulmasi, kizilétesi kurutmaya

gbre ayr1 ayr1 antosiyaninlerin %20 daha ytiksek geri kazanim sagladigini bulmuslardir.

Cavalcanti ve arkadaslar1 (2011) bu ¢alismada bogiirtlenden elde edilen antosiyaninleri
lic polisakarit (curdlan, pektin ve sodyum aljinat) kullanarak jelasyon yoluyla enkapsiile
etmislerdir. Curdlan, diisiik pH degeri altinda sert jel olusturabilen tek sakiz oldugu igin
secilmistir. Kapsiiller kiiresel sekilli ve ¢ok ¢ekirdekli olusum goéstermisler ve
kapstilleme verimliligi %80,3 ila %96,7 arasinda degismistir. Salim egrileri 1ci derece
kinetigini 20 dakika sonra pH 1’de ¢oOzelti i¢inde antosiyaninlerin %80 ila %100'ini

salarak gostermistir.

Santiago ve digerleri (2016) yaptiklar1 ¢aligmada ham nar suyunun piiskiirtiilerek
kurutulmasiyla {iiretilen mikrokapsiillerde farkli kapsiilleyici ajanlarin (arap zamki,
modifiye nisasta Capsul™ ve maltodekstrin DE 5) antosiyanin stabilitesi iizerindeki
etkisini degerlendirmislerdir. Fonksiyonel bir bilesen olarak kullanilabilecek bir {iriin

elde etmek i¢in yiiksek konsantrasyonda antosiyanin kullanmislardir. Nar tozu, lamine
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ambalajlarda 25°C’de 3 ay saklanmis ve antosiyaninlerin yaklagik %90’ min korundugu
belirlenmistir. Bu iirtinii gida sektorii icin dogal bir renklendirici olarak degerlendirmek
icin mikrokapsiillerdeki antosiyaninlerde renk analizi yapilmistir. Sonuglar, kirmizi

agirhikli bir renk tonu elde edildigini gostermistir.

Idham ve arkadaglar1 (2011) roselle enkapsiilasyonu igin dort farkli matris, yani
maltodekstrin, arap zamki, maltodekstrin ve arap zamki kombinasyonu ve ¢Oziiniir
nisasta kullanmiglar. Kapsiilleme verimlilikleri belirlemis ve depolama analizi
verileriyle karsilastirmislar. Kapsiillenmis pigmentlerin stabilitesini 105 giine kadar ii¢
farkli depolama sicakliginda (4, 25 ve 37°C) incelemisler. Elde ettikleri sonuglara gore
dort tip matris, ozellikle 37°Cde (P < 0,05) depolama sirasinda pigmentlerin yar1

Omriinii, kapsiillenmemis roselle 6z ile karsilastirildiginda biiyiik 6l¢tide arttirmustir.

Nayak ve Rastogi (2010) yaptiklar1 ¢alismada Garcinia indica choisy’de bulunan
antosiyanin pigmentini enkapsiile etmislerdir. Pigmentin stabilitesini arttirmak ig¢in
farkl1 dekstroz esdegerinde maltodekstrinler duvar materyali, akasya sakizi ve
trikalsiyum fosfat ise katki maddeleri olarak kullanilmistir. Piskiirterek kurutma
yontemile  enkapsiilasyon  gerceklestirilmistir.  Calismada  enkapsiilasyonun

antosiyaninin stabilitesini korudugunu bulmuslardir.

Norkaew ve digerleri (2019) yaptiklar1 caligmada Segilmis bir Tay siyah piring ¢esidi
olan Leum Pua’nmn kepeginden elde ettikleri antosiyanin Oziitiinii sprey kurutma ile
kapsiillemisler. Bu mikrokapsiilleme yonteminde, maltodekstrin, arap zamki, peynir alt1
suyu proteini izolat1 ve bunlarin kombinasyonlarindan olusan on iki duvar malzemesi
kullanilmistir. Karsilastirma i¢in, duvar malzemesi olarak aljinat-peynir alt1 suyu
proteini izolat1 kullanilarak bir iyonik jellesme yontemi kullanmiglar. On {ig¢
mikrokapsiil taramali elektron mikroskobu ile analiz edilmis ve elde ettikleri sonuglara
gore kapsiilleme verimleri, peynir alt1 suyu proteini izolat1 (%83) harig, neredeyse %100
olmus. Maltodekstrin (%88) ve onun peynir alt1 suyu proteini izolat1 ile kombinasyonu
en iyi antosiyanin stabilitesini sergilerken, saf peynir alt1 suyu proteini izolat1 en yiiksek

miktarda toplam fenolik bilesik ve antioksidan aktivite icerdigini bulmuslar.
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Moura ve arkadaglar1 (2019) Hibiskus 6zii antosiyaninin iyonik jelasyon yontemile
enkapsiile etmislerdir. Iyonik jelasyon ydnteminde iki teknik kullanmuslardir,
damlatma-ekstriizyon ve atomizasyon teknikleri. Her iki teknikde cift emiilsiyon capraz
baglanmistir. Elde edilen partikiiller farkli sicaklik ve siirelerde depolanmistir.
Antosiyanin stabilitesi acisindan hem damlatma-ekstriizyon hem de atomizasyon

yonteminin uygulanabilir teknikler oldugunu bulmuslardir.

He ve digerleri (2017) yaptiklar1 ¢alismada antosiyanin yiiklii kitosan nanopargaciklari
olusturmak i¢in deneysel parametreleri Box-Behnken tasarimini kullanarak yanit yiizeyi
metodolojisi ile optimize etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore 214,83 nm partikiil
boyutu ve %61,80 kapsiilleme verimliligi olmustur. Serbest antosiyanin cozeltisi ile
karsilagtirildiginda, antosiyanin yiiklii kitosan nanopargaciklari, simiile edilmis
gastrointestinal sivida yavas bir bozulma gostermistir. Bir model igcecek sistemindeki
serbest antosiyanin c¢ozeltileri ile karsilastirildiginda, antosiyanin yiiklii kitosan

nanoparc¢aciklarinda antosiyaninlerin stabilitesinin arttig1 tespit edilmistir.

Tao ve arkadaslar1 (2017) vyaptiklar1 calismada dondurarak kurutma yontemini
kullanarak yaban mersini antosiyanini ekstraktlarmin kapsiillenmesi i¢in maltodekstrin,
B-siklodekstrin, peynir alt1 suyu proteini izolat1 ve Arap zamkini duvar malzemeleri
olarak bir araya getirdiler. Elde edilen antosiyanin tozlarinin o&zelliklerini farkli
acilardan analiz etmisler. Farkli formiilasyonlar kullanilarak kapsiillenmis tozlar
arasinda yigin yogunlugu, parcacik boyutu ve cam gecis sicakliginda bazi farkhiliklar
olmasmna ragmen, tiim numuneler benzer nem igerigi, su aktivitesi, renk ozelligi ve
saydamlik sergilemistir. Daha da Onemlisi, elde edilen optimum formiilasyonlar1
kullanarak yaptiklar1 kapsiillemenin yaban mersini antosiyaninlerini isitma sirasinda

bozulmaya kars1 korumada etkili oldugunu bulmuslardir.

Yapilan bir calismada Mahdavi ve digerleri (2016) Berberis vulgaris 6ziitiinden aldiklar1
antosiyanini, ii¢ farkli duvar materyali yani arap zamki-maltodekstrin, maltodekstrin,
jelatin-maltodekstrin  kombinasyonlarmi kullanarak sprey kurutma yontemi ile
enkapsiile etmiglerdir. Kapsiillenmis pigmentlerin depolama stabilitesi farkli depolama

sicakliklarinda 90 giline kadar 151k aydinlatmasi altinda incelenmistir. Elde edilen
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sonuglar ~ tim  duvar  malzemelerinin, kapsiillenmemis  antosiyaninlerle
karsilastirildiginda, depolama sirasinda kapsiillenmis pigmentlerin yar1 dmriinii biiytik
Olgiide arttirdigini géstermistir. Arap zamki ve maltodekstrin kombinasyonu en yiiksek
kapsiilleme verimini, tiim sicakliklarda daha diisik bozunma oranini goéstermis ve

pigmentleri stabilize etmede en etkili duvar malzemesi olarak bulunmustur.

Bir calismada Mueller ve arkadaslar1 (2018) antosiyanin kaynagi olan yaban mersini
Oziitlinli peynir alt1 suyu proteini ve narenciye pektini ile enkapsiile etmis, insanlarda
antosiyaninlerin biyoyararlanimmi ve bagirsak erisilebilirligini nasil etkiledigini
arastrmiglardir. Elde ettikleri sonuglar peynir alt1 suyu proteini kapsiillemesinin kisa
vadeli biyoyararlanimi modiile ettigini ve narenciye pektin kapsiillemesinin ince
bagirsaktan gecis sirasinda bagirsak erisilebilirligini arttirdigii ve insan plazmasinda

bozunma iirlinii floroglusinol aldehit olusumunu modiile ettigini géstermistir.

Cai ve digerleri (2019) yaptiklar1 ¢alismanin amaci yaban mersini antosiyaninlerinin bes
oranl1 karboksimetil nisasta/ksantan zamki kombinasyonlar1 ile kapsiillenerek
stabilitesini arttrmakti. Elde ettikleri sonucglar, tiim mikrokapsiillerin yiiksek
kapsiilleme verimliligi sundugunu ortaya koydu. Yaptiklar1 termogravimetrik analiz,
duvar malzemeleri  olarak  c¢alisan  karboksimetil  nisasta/ksantan  zamki
kombinasyonlarmin antosiyaninlerin termal kararliligini arttirdigini gostermistir. Elde
ettikleri sonuglara gore 30/1 karboksimetil nigasta/ksantan zamki orani ile olusturulan
mikrokapsiiller, {istlin antioksidan stabilitesi saglamiglardir. Ayrica sonuglar 30 giinliik
depolamadan (37°C) sonra antosiyaninlerin kararliliinm yiikseldigini ortaya

koymustur.

Yapilan bir calismada Souza ve arkadaglar1 (2017) jaboticaba posasindan elde ettikleri
antosiyaninleri maltodekstrin, pektin ve soya proteini izolat1 kullanarak dondurarak
kurutma yontemi ile enkapsiile etmisler. Kapsiillenmis antosiyaninleri UV 15181 altinda
90 giin sonra incelemis ve elde ettikleri sonuglara gore tastyicilarin toplam fenolik,
monomerik antosiyanin ve antioksidan aktiviteyi koruma oranlarmin swrasiyla %90,

%76 ve %73 ten daha yliksek oldugu bulunmustur.
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Bir ¢aligmada Khazaei ve digerleri (2014) Arap zamki ve maltodekstrin iceren ¢esitli
matrislerle kapsiillenmis dondurularak kurutulmus safran yapragi ekstraktinin
antosiyanin stabilitesi ve rengini incelemislerdir. Tozlarm toplam antosiyaninleri ve
renk parametreleri sirasiyla liretimden hemen sonra ve 10 haftaya kadar depolama
sirasinda pH diferansiyel yontemi ve bilgisayarli goriintiileme ile olgmiislerdir.
Kullanilan farkli duvar malzemelerinin depolama sonrasinda kapsiillerin antosiyanin
iceriginde oOnemli bir degisime sebep olmadigr gozlemlenmistir. Sonug olarak,
dondurarak kurutma ile mikroenkapsiilasyonun, safran yapragi ekstraktinin

antosiyaninlerini stabilize etmek i¢in uygun bir yontem oldugunu bulmuslardir.

Shaddel ve arkadaglar1 (2018) yaptiklar1 ¢alismada suda ¢Oziiniir bilesikler olan
antosiyaninlerin kararsizligini azaltmak i¢in jelatin ve Arap zamki kullanarak karmagik
koaservasyondan Once ¢ift emiilsiyon teknigiyle siyah ahududu suyu ekstraktlarini
mikrokapsiillediler. Elde ettikleri sonuclara gore, se¢ilen yontem, 37 + 2°C’de 2 aylik
depolamadan sonra antosiyaninlerin stabilitesini %?23,66’ya kadar ©Onemli Olg¢iide
artirdigmi  tespit etmislerdir. Ayrica DSC (dif.scann.calor) sonuglarmma gore

mikrokapstillerin yiiksek termostabilite gdsterdigi bulunmustur.

Yamashita ve digerleri (2017) yaptiklar1 ¢alismada bogiirtlen antosiyanini dondurarak
kurutma yontemi ile enkapsiile etmiglerdir. Tasiyic1 matrisler olarak 10 ve 20 dekstroz
esdegeri (DE) olan maltodekstrinler kullanmislardir. Elde ettikleri sonuclara gére 10DE
maltodekstrinin antosiyanin tutulmasi, higroskopiklik, nem igerigi, asitlik, su aktivitesi
ve renk indeksleri Ozellikleri agisindan 20DE maltodekstrinden daha iyi oldugu

sonuclarmi elde etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Sunulan tez ¢aliymasinda bitkisel deney materyali yani hammadde kaynagi olarak
mevsiminde yerel piyasadan temin edilen kara havug¢ kullanilmistir. Tezde kullanilan
tiim kimyasallar, ¢oziiciiler ve reaktifler ise analitik saflikta kullanilmis; Merck, Across,
Sigma ve Carlo Erba firmalarindan satin alimmistir. Kullanilan hammadde kaynagina ait

gorseller Sekil 3.1°de yer almaktadir.

3.2 Metot

Yapilan tez calismasi 3 asamadan olugmaktadir:

= Birinci asamada hammadde kaynagindan antosiyanin ekstrakti elde edilmistir.

» jkinci asamada elde edilen bu antosiyanin ekstrakt1; iyonik jellesme yontemiyle
sodyum aljinat, kitosan ve her ikisi de birlikte kullanilarak enkapsiile edilmistir.

» Ugiincii asamada ise iiretilen bu etken madde yiiklii kapsiillerin karakterizasyon

ve analizleri yapilmistir.

3.2.1 Kara havuctan fenolik bilesen ekstraksiyonu

Ekstraksiyon islemi Grigoras ve arkadaslarinin (2013) uyguladigi yontem modifiye
edilerek yapilmistir. Orneklerin dondurularak kurutulmasmnda liyofilizatdr (Labconco
Freezone 2.5, Amerika) kullanilmistir. Belirli boyutlarda dilimlenen 6rnekler kurutma
haznelerine yerlestirilerek -52°C’de vakum altinda kurutulmustur. Liyofilize edilen ve
parcalanarak belli bir boyuta getirilen toz halindeki kara havuglar 200 ml %80°lik
metanol ile karigtirildiktan sonra 15 dakika siireyle ultrasonik banyoda bekletilmis daha
sonra da manyetik karistirict ile karigtirilarak ekstraksiyonu saglanmistir. 5000 rpm’de

15 dakika santrifujlenerek siipernatant ayrilmistir. Bu iglem ayn1 numune i¢in methanol
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kullanilarak 2 kere daha gerceklestirildi. Rotary evaporator (Heidolph, Almanya) ile

icerisindeki metanol uzaklastirilarak analizler i¢in hazir ekstrakt elde edilmistir.

Sekil 3.1 Ekstrakt hazirlama asamalar1
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3.2.2 Invers jellesme yontemi ile aljinat kitosan membranh antosiyanin

cekirdekli mikrokapsiil iiretimi

Yapilan tez ¢alismasinin bu agsamasinda elde edilen kara havug ekstrakti sodyum aljinat
ve kitosan kapli tanecikler halinde “damlatma (invers jelasyon) yontemi” kullanilarak
enkapsiile edilmigtir. Kalsiyum varhiginda aljinat ¢ozeltisi ile mikrokiireler elde
edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontem olup mikro ve makro boyut araliginda
partikiiller elde edilmesine olanak saglayan bir yontemdir. Kalsiyum iyonlar1 varliginda
sodyum aljinatta capraz bag olusmasi artar, aljinat-kalsiyumun pihtilagsmasimi ve bu
kompleksin kapsiil olusturmasin1 saglar. Iyonik jellesme ile kitosan ve tripolifosfat
molekiilleri arasinda ise elektrostatik bir etkilesim olusmasi sonucu, kitosan partikiilleri
de kendiliginden olusmaktadir. Bu amagla, laboratuvarimizda daha dnce yapilmis olan
calismalara ve literatlir arastirmalarina dayanarak optimum enkapsiilasyon deney
kosullarinin belirlenebilmesi i¢in ¢esitli degiskenler denenerek kosullar belirenmistir.
Enkapsiilasyon isleminde karsimiza c¢ikan en 6nemli faktorler, kapsiillenmek istenen
aktif bilesenin ne kadarmin kapsiil icinde hapsedilebildigi, kapsiillerin ¢aplari, boy

dagilimlar1 ve tiriinlerdeki stabiliteleridir.

Kara havug¢ ekstraktinin  aljinat ve/veya kitosan kaplama materyalleriyle
mikroenkapsiilasyonunda invers jelasyon metodu kullanilmistir. Bu amacla 200’er mL
hacimde ayr1 ayr1 % 2’lik (agirlik/hacim) aljinat, %2’lik (a/h) kitosan, %1 kitosan-%1

aljinat (a/h) polimer ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Aljinat ¢ozeltisinin hazirlanmast

Belirlenen derisimde %2’lik (agirlik/hacim) sodyum aljinat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
gerekli miktardaki toz sodyum aljinat distile suda 500 rpm’de 3 saat karistirilarak
¢cOziilmiistiir. Ardindan aljinat tamamen c¢oziindiikten sonra icerisindeki gaz
kabarciklarmin ortamdan uzaklastirilmast i¢in yaklasik 1 saat su banyosunda diisiik
hizda karistirilarak ¢oziinmiis ve kullanilmadan 6nce buzdolabi kosullarinda 12 saat

dinlendirilmistir.

Kitosan c¢ozeltisinin hazirlanmasi
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%?2’lik (a/h) kitosan ¢ozeltisi 1 g/L’lik glasyel asetik asit ¢ozeltisinde (pH=3,25)
hazirlanmustir. Istenilen derisimde kitosan ¢ozeltisi hazirlamak icin tartilan kitosan tozu
cozeltiye eklenip 500 rpm’de karistirilmigtir. Kitosan tamamen islandiktan sonra
karigtrma hizi 100-150 rpm seviyesine diigiiriilmiis ve 24 saat daha karistirilmistir.

Hazirlanan ¢6zelti kullanilmadan 6nce 4°C’de sicaklikta 12 saat dinlendirilmistir.

Kalsiyum kloriir ¢ozeltisinin hazirlanmast
Aljinat kapsiillerin hazirlanmasinda c¢apraz baglayict olarak %2 oraninda kalsiyum
kloriir ¢ozeltisi kullanilmistir ve yapilan ¢alismalarda ¢apraz baglayici (kalsiyum klortir)

konsantrasyonu degistirilmemistir.

Sodyum tripolifosfat ¢cozeltisinin hazirlanmasi
Kitosan kapsiillerin hazirlanmasinda capraz baglayic1 olarak %2 oraninda sodyum
tripolifosfat  ¢ozeltisi  kullanmilmistir.  Deneysel caligmalarda bu  ¢ozeltinin

konsantrasyonu degistirilmemistir.

Jellesme ortaminin hazirlanmasi

Hazirlanan %2’lik kitosan, %2’lik aljinat, %1°lik kitosan-%1’lik aljinat ¢dzeltilerinin
herbirine aktif madde olarak belirlenen konsantrasyonda (%0,5°lik) kara havug ekstrakt1
ilave edilip manyetik karistiricida karistirilarak homojenize edilmistir (Sekil 3.2).
Jellesme ¢Ozeltisini hazirlamak i¢in ¢dzelti ultra turrax karistiric1 yardimi ile 12000
rpm’de yaklasik 2 dakika karistirilmistir. Stabil emiilsiyon olusumu goézlendikten sonra

hazirlanan ¢ozelti enkapsiilasyon isleminde kullanilmistir.

Kara havug ekstraktinin invers jellesme yontemi ile sodyum aljinat ve kitosan ile
enkapsiilasyonu

Hazirlanan jellesme ¢ozeltilerinden 5 mL’lik enjektdr yardimu ile belirlenen miktarlarda
%2’lik (a/h) damlatma cozeltileri icerisine damlatilmistir (Sekil 3.3). Her 5 mL’lik
damlatma isleminden sonra olusan kapsiiller, jel yapmin dagilmadan korunmasi
amactyla damlatma c¢ozeltisinde yaklagik 1-2 dakika bekletilmistir. Daha fazla
bekletildigi durumda kapsiillerde aktif madde sizintis1 ve renk kaybi oldugu
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gozlenmistir.  Cozeltilerden ¢ikarilan  kapsiiller — siiziilerek oda  sicakliginda

kurutulmustur. Enkapsiilasyon islemleri 3 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2 Hazirlanan Reaksiyon Cozeltileri

Sodyum aljnat Kitosan o Kalshyum kiordr
Kara havug ekstrakts Kara havwg chstrakt Kars havug skatrak

o o {5

Sodyum tripelifesfat
——

Sekil 3.3 Enkapsiilasyon deney diizenekleri

3.3 Kara Havuc¢ Ekstrakti Yiiklenmis Kapsiillerin Karakterizasyonu

3.3.1 Enkapsiilasyon verimi

Tez caligmasinda enkapsiillerin verim degerleri gravimetrik yontemle belirlenmistir.
Kapsiil olusturulmadan 6nceki ¢ozelti agirligr ile kapsiil olusumundan sonraki kapsiil

agrrhiklarin farki enkapsiilasyon verimi olarak belirlenmistir.
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3.3.2 Fourier transform infrared spektrometresi ile karakterizasyon

IR spektroskopisi Orneklerin kimyasal yapilarinin karakterizasyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadir. IR spektroskopisi, temel olarak sentezlenen polimer yapidaki
fonksiyonel gruplarin tanimlanarak genel kimyasal yapis1 hakkinda yorum
yapilabilmesini saglamaktadir. IR spektroskopisinin 6zel bir uygulamasi olan “Fourier
Transform Infrared Spektrometresi” (FTIR, Bruker, Tensor II) kullamlmustir. IR
spektroskopinin bir alt dali olup elektromanyetik 1s1manmn infrared bolgesini kullanir.
Infrared bodlgesi, spektrumun 13000 — 33 cm™ dalga sayis1 kismin1 kapsar (Yildiz vd.
1997).

Sunulan projede aljinat kapli, kitosan kapli ve aljinat-kitosan kaplh kapsiillerin FTIR
spektrumlar1 ATR ile alinmistir. Elde edilen spektrumlar karsilagtirmali olarak
incelenmis ve kimyasal yapilar yorumlanmistir. Aljinat ve kitosanin kaplama maddesi

yapisina girip girmedigi test edilmistir.

3.3.3 Kapsiillerin 151k mikroskobu ile optik olarak incelenmesi

Mikroenkapsiillerin morfolojik yapist NIKON DS-Fi2 151k mikroskobu vasitasiyla 10
kat biiylitme ile goriintiilenmistir (Betz and Kulozik 2011).

3.3.4 Kapsiillerde ekstraksiyon islemi

Homojen bir sekilde 1 + 0,001 g tartilan her bir kapsiil 6rnegi 25mL MeOH-HOAc-H>O
(50:8:42, metanol-asetikasit-su) c¢ozeltisi ilave edilerek homojenizator (IKA T18 Basic
Ultra- Turrax) ile 10000 rpm’de 1 dakika karigtirilmistir (Ersus ve Yurdagel 2007). Ve
ornekler +4°C’de, 5000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmistir. islem sonunda iist faz yeni
bir falcona alinmis kalan siiziintiiye tekrar 25mL c¢ozelti ilave edilerek ayni islemler
tekrarlanmistir. Elde edilen ekstraktlar analizleri gergeklestirilene kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.
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3.3.5 Toplam fenolik miktan tayini

Toplam fenolik miktar1 tayini Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gerceklestirildi.
1:10 oraninda seyreltilmis 200 pl 6rnek ¢ozeltisine 1,58 ml saf su eklendikten sonra 100
ul Folin-Crocalteu reaktifi (1:10 seyreltilmis) ilave edilmistir. 5 dakika 25 C’de karanlik
ortamda bekledikten sonra 300 pl sodyum karbonat (%20) c¢ozeltisi eklenmistir.
Ornekler vorteksle karistirilip karanlik ortamda 2 saat bekletildikten sonra UV-Vis
spektrofotometrede 765 nm’de absorbans 6l¢iildii. Toplam fenolik miktar1 kuru bazda g
basina mg gallik asit (GAE) olarak ifade edildi. Deneyler {i¢ tekrarli olarak

gergeklestirilip sonuglarm ortalamasi alinmastir.

3.3.6 Antioksidan aktivite tayini

Antiradikal aktivite DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma St. Louis, MO,
Amerika) yontemine gore Agilent Carry 60 spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.
Radikalin karakteristik mor renginde meydana getirilen renk degisikliginin
spektrofotometre ile dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Antiradikal aktivite tayini Brand-
Williams ve arkadaslar1 (1995) tarafindan verilen yontemde bazi modifikasyonlar

uygulanarak yapilmstir.

Hazirlanan ekstrakt ¢ozeltilerden 50ul alinarak {izerine 4ml 0,1 mM DPPH radikalinin
metanol ile hazirlanan ¢6zeltisi eklendikten sonra vorteks ile karistirilip oda sicakliginda
30 dakika bekletilmistir. Ayn1 islem ekstre yerine ¢oziicli igeren bir kor ornek igin es
zamanli olarak tekrarlanmistir. Karigimlarin absorbans degerleri 517 nm dalga boyunda
okunmus her ekstre icin Ol¢iimler 5 kez tekrarlanarak gergeklestirilmistir. Ekstre
cozeltilerinin serbest radikal temizleyici etkisi DPPH absorbsiyonunun % inhibisyonu

olarak belirtilecektir. Bu deger asagidaki Denklem (3.1) ile hesaplanmugtir:
% inhibisyon = (K — 0|K) x 100 (3.1)

K: Kontroliin 517 nm deki absorbans degeri

O: Ornegin 517 nm deki absorbans degeri
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3.3.7 Toplam monomerik antosiyanin tayini

Fuleki ve Francis (1968) tarafindan Onerilmis olan kara havug ekstraktindaki toplam
monomerik antosiyanin tayini pH diferansiyel yOntemi {izerinde birtakim
modifikasyonlar yapilirak uygulanmistir. Antosiyaninler meyvelerin sebzelerin ve
cesitli tohumlarin, ¢i¢eklerin kendine has mavimsi, kirmizi, ve mor tonlardaki birtakim
renklerini veren suda ¢oziinen dogal renk bilesenleridir. Antosiyanidin pigmentlerinin
asitlige yani pH’ya bagl olarak bir belirte¢ gibi davranarak renk degistirmesi durumu
bu bilesiklerin en belirgin 6zelliklerindendir. Bu olay bu bilesenlerin degisik pH’larda
farkli formlarda bulunmalarindan dolayidir. Antosiyaninler, pH 1,0’de oksonium veya
flavilium formu adi verilen renkli karaktere sahip olurken, pH 4,5’de agirlikli olarak
renksiz olan karbinol formunda ve pH 7-8 araliginda ise kuinoidal ad1 verilen yesil-

mavi renkli formda bulunmaktadir.

pH diferansiyel yonteminin temel prensibi, pH 1,0 ve pH 4,5’taki renk farkliliginin
spektrofotometrik olarak ol¢iilmesidir. Bu nedenle pH 1,0 ve pH 4,5 tampon ¢ozeltilerle
ayarlanan orneklerin spektrofotometrede Olgiilen absorbans degerleri arasindaki fark,

ornegin igerigindeki antosiyanin miktariyla dogru orantili olarak degistigi kabul

edilmektedir.

Yapilan calismada pH 1,0 ve pH 4,5 i¢in hazirlanmis olan, 0,4-0,8 araliginda absorbans
vermesi i¢in belirli oranda seyreltilen her bir 6rnek icinde 516nm (maksimum dalga
boyu) ve bulaniklik 6gelerinin tespit edilmesi i¢in de 700nm dalga boyunda absorbans

Oletimii yapilmistir.

Orneklerin 516 ve 700 nm’de okunan absorbans degerlerinin farklar1 (Asis — A700)
hesaplanarak, sonrasinda pH 1,0 i¢in bulunan absorbans farki, pH 4,5 i¢in hesaplanan
absorbans farkindan ¢ikarilmis ve boylece gercek absorbans degeri Denklem (3.2) ile
bulunmustur. Ornekte bulunan antosiyanin miktar1 Denklem (3.3) araciligiyla drnekteki
baslica antosiyanin cinsinden belirlenir. Eger Ornekteki baglica antosiyanin tiirii

bilinmiyorsa sonu¢ genellikle siyanidin-3-glikozit cinsinden verilmektedir.
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Absorbans = (Asis — A700)pH 1.0 — (Asie - A700)pH 4.5 (3.2)

(4) (10° ) (MW) (DF)
(E) (L)

Toplam antesiyvanin mg/L =

(3.3)

Bu bagmtida; A: absorbans, MW: pigmentlerin molekiil agirligi, DF: seyreltme

faktorii, E: molar absorbans, L: kiivetin optik yolu (1cm) karsiligidir.

3.3.8 istatistiksel Analiz

Analiz sonuglarmin tiimi Windows tabanli SAS 8.2 istatistiksel analiz yazilimi
kullanilarak degerlendirilmistir (SAS Institute, Cary, North Carolina, Amerika).
Ortalamalar arasindaki 6nemli fark %95 anlamlilik diizeyinde test edilmistir. Tiim

analizler paralel ve tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Kara havuctan elde edilen antosiyanince ve fenolik bilesenlerce zengin ekstraktin
cikarilmast ve enkapsiile edilmesi amaciyla yiiriitiillen bu arastirma kapsaminda,
ekstraktin enkapsiilasyonu, enkapsiilasyon verimi, FTIR, monomerik antosiyanin,

toplam fenolik madde miktari, antioksidan kapasitesi ve optik analizleri yapilmistir.

4.1 Aljinat-Kitosan Membranh Siv1 Cekirdekli Mikrokapsiil Uretimi

Genel olarak enkapsiilasyon isleminde bir kapsiiliin etkinligi, zar porozitesi ve kalinlig
ile kapsiil boyut dagilimiyla birlikte yiizey alant ve mekanik Ozellikleriyle ifade
edilmektedir. Ornegin kapsiiliin zar kalinlig1 artinca gevreledigi hedef bilesen daha iyi
korunacak, kapsiil zar1 inceldik¢e radyal kiitle transfer hizi artacaktir. Bu amacla en
diisiik ¢apli (0,7 mm ¢apl gri renkli) enjektor ucu kullanilarak pompalanan emiilsiyonu

kii¢iik s1tvi damlaciklar1 halinde olusmasi prensibinden faydalanilmastir.

Sunulan projenin bu asamasinda elde edilen antosiyanince zengin kara havug ekstrakti
biyopolimer olarak belirlenen sodyum aljinat ve kitosan kapli mikrokiireler olusturmak
tizere “invers jelasyon (damlatma) yontemi” kullanilarak kapsiillenmistir. Kalsiyum
iyonu ile sodyum aljinatta capraz bag olusumu artar, tripolifosfat varliginda ise
kitosanda elektrostatik etkilesimler ile fiziksel sekilde baglanma gercgeklesir ve kapsiil
olusturmasina neden olur. Kalsiyum tuzlari ile aljinat ¢ozeltisinden ve tripolifosfat ile
kitosandan mikrokiireler elde etme yaygin olarak kullanilan iyonik jellesme teknigi olup

mikro ve makro boyutta partikiiller elde edilmektedir.

Tez projesinde ilgili is paketi i¢in gerekli olan sirnga pompa ve damlatma diizenegi
proje igin tasarlanmis ve Sekil 4.1°de verilmistir. Uretilen kapsiillerin biiyiikliigii ve
sekli kullanilan siringa c¢apina, kullanilan jellesme ¢ozeltisinin viskozitesine ve
kalsiyum kloriir ¢ozeltisi ile siringa arasindaki mesafeye baglhdir. Kiiresel jel olusumu

icin yaklagik 10 cm mesafe birakilmistir.
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Sekil 4.1 Damlatma deney diizenegi

Tez kapsaminda olusturulan deney tasariminda 2 farkli kaplama maddesi ve birde
bunlarin karistmi kullanilmigtir. Hazirlanan %2’lik kitosan, %2’lik aljinat, %1 lik
kitosan-%1’lik aljinat ¢ozeltilerinden elde edilen antosiyanin yiikli kapsiiller Sekil

4.2’de verilmektedir.
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Sekil 4.2 Farkli kaplama maddeleriyle kara havug ekstraktinin enkapsiilasyonu

39



4.2 Kapsiillerin Karakterizasyonu

4.2.1 Enkapsiilasyon verimi ve optik analiz

Iyonik jellesme yontemiyle elde edilen kara havug ekstrakt1 yiiklii aljinat, kitosan ve
aljinat-kitosan kapsiillere ait enkapsiilasyon verimi gravimetrik olarak hesaplanmustir.
Yapilan literatiir incelemelerine ve daha onceki yapilan ¢aligmalarimiza dayanilarak
kaplama maddesi konsantrasyonunun, enkapsiilasyon verimi {izerine en etkili parametre

oldugunu soyleyebiliriz (Cizelge 4.1).

Bu boliimde farkli membran kompozisyonlarinda hazirlanan yas ve kuru kapsiillerin
ortalama caplart hesaplanmistir (Sekil 4.3). Kapsiillerin optik analizi optik mikroskop
kameradan alinan goriintiilerin islenmesi yoluyla yapilmistir (Sekil 4.4). Damlatma
yontemiyle hazirlanan emiilsiyon kiirecikleri, membran polimeri ¢ozelti yiizeyinden
gecerken birtakim deformasyon ve sekil bozukluklarina ugramakta ya da tamamen
dagilmaktadir. Bu gozlem, capraz baglanma olaymin gerceklestigi jel havuzundaki
¢Ozeltinin  konsantrasyonunun, emiilsiyon icgerisindeki membran cozeltisinin
konsantrasyonuna orani ile ilgilidir. Bu nedenle, membran c¢ozeltisinde kullanilan
biyopolimerin viskozitesi kapsiill duvarmin mekaniksel ve fiziksel oOzellikleri
bakimindan olduk¢a etkili bir parametredir. Goriintiiler incelenecek olursa,
enkapsiilasyonda kullanilan sodyum aljinat ve kitosanin kapsiil sekilleri tizerine en etkili

degisken oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Farkli kaplama maddeleriyle kaplanan kapsiillerin enkapsiilasyon verimi ve

partikiil caplar1
Enkapsiilasyon Verimi (%) | Partikiil Cap1 (um)
%?2’lik aljinat 83+0,07 960+0,37
%?2’lik kitosan 56+1,62 615+0,45
%1°lik kitosan-%1’lik
aljinat 71+0,94 810+0,64
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Partikiil Cap1 (num)

-

%2’lik aljinat %2’lik kitosan %1’lik kitosan-
. %1’lik aljinat
Uretilen Kapsiiller

Sekil 4.3 Kapsiillerin ortalama ¢ap degisimi

|

Sekil 4.4 Kapsiillerin optik goriintiileri
4.2.2 Fourier transform infrared spektrometresi (FTIR) ile karakterizasyon

Sadece sodyum aljinat ile kaplanmis, sadece kitosan ile kaplanmis ve sodyum aljinat-
kitosan ile kaplanmis kapsiillere ait FTIR spektrumlar1 karsilastirmali olarak
incelendiginde; her iki polimerin karakteristik piklerini ve kitosana ait amin gruplar1

piklerinin varlig1 arastirilarak kitosanin kapsiil yapisia girip girmedigi yorumlanmuistir.

41



TPP ile capraz baglanmis kitosan (Sekil 4.5), CaCl, ile ¢apraz baglanmis NaAlg (Sekil
4.6) ve aljinat-kitosan ile kaplanmig taneciklerin (Sekil 4.7) FTIR spektrumlari
sekillerle gosterilmistir. Capraz bagl kitosanin FTIR spektrumunda, 3317 cm™’de
goriilen absorpsiyon bandi OH- ve NH,- gerilme titresimine, 1639 cm™'deki band
karbonil (C=0) grubu gerilme titresimine (amid I bandi), 1549 cm™'deki band N-H
egilme titresimine (amid II band1) ve 1377 cm''deki band N-H gerilme titresimine
(amid IIT band1) atfedilmektedir (Esmaeili and Asgari, 2015; Dai et al. 2008) 1061 ve
1029 cm'de gozlenen bantlar ise ikincil hidroksil grubu ve birincil hidroksil grubuna
ait bantlardir (Dai et al. 2008). Ayrica, 1211 cm!’de gériilen band PO, grubuna ait
asimetrik gerilme titresimine ait olup, kitosanin NH3" gruplar1 ile tripolifosfat anyonlar1
arasindaki iyonik capraz baglarm olusumunu isaret etmektedir (Sacco et al. 2014).
Capraz bagli sodyum aljinatin FTIR spektrumunda, 1594 ve 1419 cm™!'de goriilen giiclii
absorpsiyon bantlar1 karboksil gruplarina ait asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerine
atfedilmektedir. 1024 cm™'deki band ise C-O-C titresimine aittir (Bekin et al. 2014).
Aljinat-kitosan kapli taneciklerin, 1593, 1417, 1079 ve 1024 cm™''de gdzlenen bandlari,
kitosan ve aljinatin karakteristik absorpsiyon bandlaridir. Capraz bagl kitosana ait
spektrumda 1549 cm''de goriilen absorpsiyon band1 kitosanin aljinat ile reaksiyondan
sonra 1593 cm™'e, -OH ve —-NH gerilme titresimine ait band ise 3117 cm™'den 3330 cm’
I'e kaymustir, bu da kitosan ve aljinat arasinda polielektrolit komplekslerinin olustugunu

gostermektedir (Dai et al. 2008).
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4,2.3 Kapsiillerin biyoaktif 6zellikleri

pH diferansiyel metodu ile tayin edilen toplam monomerik antosiyanin miktari
sonuglart mg siyanidin-3-glukozit esdegeri/g kuru kapsiil olarak Cizelge 4.2°de
sunulmustur. Ornekler tampon ¢ozeltilerle seyreltilmis ve 515 ve 700nm dalga
boyundaki absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Duvar materyali olarak %?2’lik sodyum aljinat
kullanildiginda en yiiksek antosiyanin miktarma ulasilmistir. Daha sonra sirasiyla
%1°lik kitosan-%1’lik aljinat ve %?2’lik kitosan kapl kapsiillerin antosiyanin miktar1
gelmektedir. Bu sonuglara gore sodyum aljinatin ¢ekirdek maddesini en yiiksek oranda

hapsettigi goriilmektedir.

Cizelge 4.2 Farkli kaplama maddeleriyle kaplanan kapsiillerin toplam fenolik ve
monomerik antosiyanin degerleri ile antiradikal aktiviteleri

. . Toplam
Biyoaktif Fenolik Antirabikal Toplam Monomerik
Analizler | Madde Tayini Aktivite (% Antosiyanin Mlk.tarl
inhibisyon) (mg cyn-3 glukozid/1g
Kaplama (GAE)/g kuru y kuru kapsiil)
kapsiil
Maddesi
02 lik aljmat J7+2.71 mg o 51xl. ,052+0,01 mg cyn-
%2’lik alji 89.17+2.71 % 31+1.12 0,052+0,01 mg 3
glukozid
%2’lik kitosan 52.17£1.85 m, % 17£2.13 0,028+0,02 mg cyn-3
g g cy
glukozid
%1°lik kitosan- 71.63+0.72 mg % 24+0.81 0,039+0,01 mg cyn-3
%1’lik aljinat glukozid

Literatiirde renk pigmentlerinin enkapsiilasyonu ile ilgili ¢esitli makaleler
bulunmaktadir. Yapilan bir arastrmada domates posasi atiklarindan siiperkritik CO-
kulanilarak ekstraksiyon ile likopen elde edilmis ve bu likopen ekstrakti %4,5, %10 ve
%4,8 oranlarinda sirasiyla jelatin, poliglutamik asit ve likopen olacak sekilde emiilsiyon

sistemiyle kapsiillenmistir (Chiu 2007). Bir diger ¢calismada ise dut suyu antosiyaninleri
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bu caligmada da tercih edilen biyopolimerler aljinat ve kitosan ile iyonik jelasyon
yontemiyle kapsiillenmis ve kapsiillendikten sonra deney kosullar1 yanit yiizey yontemi

kullanilarak optimize edilmistir (Coruhli 2013).

Farkli arastirmaci gruplar tarafindan zencefil ekstrakti (Simon-Brown et al. 2016),
propolis (Spinelli ez al. 2015), zeytin posasi (Paini et al. 2015), maviyemis (Flores et al.
2014; Jimenez-Aguilar et al. 2011) ve iizlim posasi ekstrakti (Spigno et al. 2013)
piiskiirtmeli kurutma yontemiyle, dut yapragi ekstrakti kompleks koaservasyon metodu
ile (Peanparkdee et al. 2016), bogiirtlen ve ahududu ise dondurarak kurutma metodu
(Da Rosa et al. 2014, Laine et al. 2008) ile kapsiillenmistir. Sonrasinda ise

enkapsiilasyon kosullar1 ve aktif bilesenlerin biyoaktiviteleri ¢aligilmistir.

Antiradikal aktivite ve toplam fenolik madde analizi sonuglar1 da toplam monomerik
antosiyanin tayini sonuclari ile paralel bulunmustur. Duvar materyali olarak %72’lik
sodyum aljinat kullanildiginda en yiiksek fenolik miktarina ve antiradikal aktiviteye
ulasilmistir. Daha sonra sirastyla %1°lik kitosan-%1’lik aljinat ve %2’lik kitosan kapli
kapsiillerin fenolik miktar1 ve antiradikal aktiviteleri gelmektedir. Bu sonucglara gore
sodyum aljinatin ¢ekirdek maddesini en yiiksek oranda hapsettigi ve korudugu

goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan ¢aligmada, giiglii antioksidan ve antosiyanin kaynagi olan kara havugtan
antosiyanin ve fenolik¢e zengin ekstrakt elde edilmis ve bu ekstraktin uygun olmayan
cevre kosullarindan ve proses islemlerinden etkilenmesini en aza indirmek ig¢in
ekstraktlar enkapsiile edilmistir. Enkapsiilasyonda kullanilabilecek uygun biyopolimer
tastyicilar ve bu tasityicilarin konsantrasyonu belirlenerek kapsiillerin kullanilabilirligi

calisilmastir.

Sunulan ¢alismada sodyum aljinat ve kitosan biyopolimerleri kaplama kabuk materyali
olarak kullanilirken, kalsiyum kloriir ve tripolifosfat ¢ozeltisi ise jellesme ¢oOzeltisi
olarak belirlenmistir. Biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikteki sodyum aljinat ve kitosan
biyomedikal, farmasotik kimya ve gida alanlarinda enkapsiilasyon islemlerinde olduk¢a

tercih edilen polimerlerdir (Giinay 2010, Ozgen 2014).

Elde edilen kara havug ekstrakti damlatma metodu kullanilarak invers jellesme
yontemiyle kapsiillenmistir. Uygulama kosullar1 esnek ve pratik olan damlatma
yonteminde birbiriyle karismayan iki ayr1 faz bulunmaktadir. Yontemin temel prensibi,
icerisinde bir polimer ¢6zeltisi tasiyan ve ¢ekirdek maddesi olmasi istenen emiilsiyonun,
jellestirici bir ¢ozelti icerisine damlatilmasidir. Jellestirici ajan, emiilsiyon ¢ozeltisinden
polimer c¢ozeltisine dogru hareket ederken faz araylizeyinde gerceklesen ani
polimerizasyon reaksiyonu sonucu kapsiil zar1 kendiliginden olusur ve i¢i sivi ¢ekirdekli
kapsiiller elde edilir. Bu teknikle verimi yiiksek, boy dagilim grafigi dar, siv1 ¢ekirdekli
ve kiire formda kapsiiller iiretilmektedir. Bu yontemin diger avantajlar1 olan oda
sicakliginda uygulanabilir olmasi, pargacik boyutu kontrolii saglanmasi, organik ¢oziicii
kullanim1 gerektirmemesi, ortam asitligi veya sicaklik kontrolii gerektirmemesi gida
alaninda da kullanilabilirligini saglamaktadir (Ersus ve Yurdagel 2007, Rao and
McClements 2011, Gazori et al. 2009).

Elde edilen bulgulara gore sodyum aljinatin duvar materyali olarak kullanildig:
durumda morfolojisi olduk¢a diizgiin, homojen, tam kiiresel ve kiire yiizeyleri diizgiin,

kaplama kalitesi oldukg¢a iyi, daha seffaf, parlak ve boy dagilimi aralig1 daha diisiik ve
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stabil mikrokapsiiller basariyla elde edilmistir. Enkapsiilasyon verimi ve kapsiillerin
biyoaktif 6zellikleri de incelendiginde sodyum aljinatin en iyi sonug verdigi ve ¢ekirdek
maddesini en iyi oranda hapsettigi goriilmiistiir. Mikrokapsiillere ait optik mikroskop

goriintiileri Boliim 3.4.2°de verilmistir.

Sodyum aljinat ve kitosanin birlikte duvar materyali olarak kullanildigi durumda
kapsiiller incelendiginde ise yine diizgiin, homojen, kiiresel ve iyi kaplama kalitesinde
kapsiiller elde edilmistir. Enkapsiilasyon verimi ve kapsiillerin biyoaktif 6zellikleri de
incelendiginde sodyum aljinata gore nispeten daha az biyoaktif Ozellik gosterdigi
goriilmektedir. Kitosana oranla stabilitesi kismen daha iyi ve daha biiyiik partikiil

capina sahip kiireler elde edilmistir.

Sadece kitosanin duvar materyali olarak kullanildig1 kapsiillerde ise; kaplama
kalitesinin zayif oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle 1slak kapsiillerde mekaniksel olarak
dayaniksiz zayif partikiiller elde edilmistir. Boy dagilim araligi genis ve kiireselligini

koruyamayan partikiillerde ayrica ¢ekirdek sizintis1 da gézlenmistir.

Sonug olarak; sadece sodyum aljinat kullanilarak ve sodyum aljinat ile kitosanin birlikte
kullanildig1 durumlarda kapsiillenen kiireler liyofilize edildikten sonra da tam

kiireselligini, matriksi, stabilitesini ve yapisini koruyabilmislerdir.
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