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OZET

SIiYANOBAKTERILERDEN DOGAL RENK MADDESI FIKOSIYANININ FARKLI
YONTEMLERLE EKSTRAKTE EDILMESI, ENKAPSULASYONU, MODEL GIDA
SISTEMLERI ICINDE KULLANIMI VE STABILITESININ BELIRLENMESI

ILTER, Isil
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Figen ERTEKIN
Ocak 2017, 203 Sayfa

Renk gidalarda tiiketicinin dikkatini c¢eken, albeniyi arttiran Ozelliklerin basinda
gelmektedir. Tiiketicilerin taleplerindeki degisiklikler ve iilkelerin mevzuatlar1 dogrultusunda
sentetik renklendiricilerin kullanim1 her gecen giin azalmaktadir. Dogal renk maddelerinden
biri olan fikosiyanin, saglamis oldugu mavi renkten Otiirii ticari agidan olduk¢a Gnemli bir
dogal renklendiricidir. Bu tez c¢alismasinda dogal renk maddesi tretimi i¢in Spirulina
platensis’den mavi renge sahip fikosiyanin iiretimi (ekstraksiyon ve saflastirma) ve bu
pigmentlerin enkapsiilasyon teknolojisi ile ¢evresel kosullara kars: stabilitelerinin arttirilmast
ve model gida 6rnekleri igerisinde bu dogal renklendiricilerin kullanimi gerceklestirilmistir.
Oncelikle fikosiyanin en uygun kullanim kosullar1 gdz &niinde bulundurularak, kuru,
dondurulmus ve yas olmak iizere 3 farkli formunun ve distile su, Na-fosfat tampon pH 7
¢ozeltisi ve % 1,5 CaCly-su ¢ozeltisi igerisinden en iyi ¢oziici tipinin etkisi arastirilmistir. En
yiiksek (55.33 mg/g) toplam fikosiyanin miktarini veren dondurulmus form ve % 1,5 CaCl,-
su ¢ozeltisi segilerek klasik, ultrasonik ve mikrodalga ekstraksiyon yontemlerine 6zgii islem
degiskenleri (biyokiitle/cozgen orani, siire, titresim, hiz, gii¢) maksimum fikosiyanin dikkate
alimarak CCRD deneme desenine gore optimizasyon ¢aligsmasi yiirlitiilmiistiir. Gergeklestirilen
optimizasyon calismalarinda yliksek toplam fikosiyanin konsantrasyonu ve albenisi yiiksek
mavi rengin elde edilmesinde, klasik ekstraksiyon yontemiyle gerceklestirilen ekstraksiyon
secilmistir. Klasik ekstraksiyon yontemiyle optimum iglem kosulunda ekstrakte edilen toplam
fikosiyanin %30-70 amonyum siilfat ¢oktiirme ve diyaliz yontemi ile saflastirma islemine

tabi tutulmustur.
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Saflagtirilan fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleri ile
enkapsiile edilerek ¢evresel kosullara karsi stabilitelerinin arttirilmasi amaglanmistir. Her bir
enkapsiilasyon yontemi i¢in uygun kaplama materyali kombinasyonunun karisim oranlarini
ve enkapsiilasyon yontemine 6zgili islem parametrelerini belirlemek amaciyla birlesik D-
Optimal dizayn deneme desenine gore optimizasyon c¢aligmasi gergeklestirilmistir.
Piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleri ile gergeklestirilen optimizasyon
calismasinda enkapsiilasyon etkinligi yanit olarak segilmistir. Design-Expert paket programi
kullanilarak belirlenen optimum piiskiirtmeli kurutucu kosullari; kaplama materyali karisim
orant %34.4 maltodekstrin, %65.6 peyniraltt suyu protein izolatt ve hava giris sicakligi
167.6°C seklindedir. Diger bir mikroenkapsiilasyon yontemi olan koaservasyon isleminde
Design-Expert paket programi kullanilarak belirlenen optimum kosullar kaplama materyali
karigim orant %26.67 gum arabik, %73.33 jelatin ve c¢ozelti sicakligi 45.68°C olarak
belirlenmstir. Optimizasyon ¢alismasinda yanit olarak kullanilmayan fakat mikroenkapsiile
fikosiyanin drnekleri i¢in olduk¢a 6nemli olan mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik
madde miktari, Hunter L*, a* ve b* renk degerleri, nem igerigi, su aktivitesi, ¢oziinebilirlik
degerleri, partikiil capi, agiklik, tekdiizelik, partikiil morfolojisi, FT-IR o&zellikleri de

incelenmistir.

Saflastirilmis ve enkapsiile edilmis fikosiyaninin farkli sicaklik, pH ve aydinlik/karanlik
ortam kosullarinda stabilitesi belirlenmistir. Belirlenen en stabil pH, sicaklik ve 1s1k
ortaminda, gida katki maddesine kars1 stabilite calismasi gergeklestirilen tiim 6rneklerde katki
maddelerinin eklenmesinin iiriinlerin stabilitesine katki sagladigi sonucuna varilmistir. Tim
stabilite kosullarindaki toplam fikosiyanin miktar1 bozunma kinetigi ile belirlenmis ve
yartlanma Omrii hesaplanmistir. Enkapsiile edilmemis fikosiyaninin, iki farkli yontemle
enkapsiile edilmis fikosiyaninin ve sentetik mavi renklendirici Brilant blue (E133)'nun
renklendirici olarak; krem santi, dondurma, krem, asitli ve gazli i¢ecek, jole ve kek pisirme
gibi model gidalar icerisinde kullanimi ve stabilitesi test edilmistir. Enkapsiile edilmis ve
edilmemis fikosiyanin 6rneklerinin iirlinlin goriiniis, doku ve tat kriterleri {izerinde etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir. Yiiksek 1s1l islem etkisiyle kek pisirme sirasinda fikosiyanin iceren

orneklerde renk kayb1 oldugu da yapilan denemelerde belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fikosiyanin, mikrodalga ekstraksiyon, ultrosonik ekstraksiyon,

enkapsiilasyon, koaservasyon, pliskiirtmeli kurutma, stabilite, model gida



ABSTRACT

EXTRACTION AND ENCAPSULATION OF NATURAL COLORANT
PHYCOCYANIN OBTAINED FROM CYANOBACTERIA WITH DIFFERENT
METHODS AND ITS STORAGE STABILITY AND USE IN MODEL FOODS

ILTER, Isil
MSc in Food Eng.
Supervisor: Prof. Dr. Figen ERTEKIN
Ocak 2017, 203 Pages

Color is one of the major features that attract customers and makes the foods more
desirable. Due to varying demand of customer and food legislations, use of synthetic
colorants is being decreased day by day. Phycocyanin is a commercially important colorant
due to its blue color. For sustainable and innovative production of natural colorants, Spirulina
platensis was used for the production (extraction, purification) of blue colored phycocyanin
and encapsulation of pigments for improved stability against environmental conditions and

usage of these natural colorants in model food samples are also aimed in this study.

In the first stage of the study the effect of 3 different forms of biomass which are dry,
frozen, wet forms and most suitable solvent type among distilled water, Na-Phosphate pH7
suspension and 1.5 % CaCl,-water solution was analyzed, due to possible field of application,
and the most convenient pretreatment method was investigated. According to the results, the
highest total phycocyanin content (55.33 mg/g) was extracted from frozen biomass and 1.5 %
CaCl,-water solution as a solvent. After determining the most suitable pretreatment and
solvent type for phycocyanin, the process variables of classic homogenizing, ultrasonic and
microwave extraction methods (solvent/biomass ratio, time, vibration, speed, power) was
optimized considering the CCRD experimental design to enrich maximum phycocyanin
concentration and attractive blue color. Ammonium sulphate precipitation (%30-70) and
dialysis method were used for purification of total phycocyanin which was extracted via

classic homogenization method at optimum condition.



Improvement of stabilization of purified food grade phycocyanin against environmental
conditions is achieved by encapsulation using spray drying and coacervation methods. For
determining the suitable coating material combination ratios and specific process parameters
of encapsulation method, optimization will be done according to combined D-Optimal design
trial patterns for each encapsulation method. Microencapsulation efficiency is chosen as the
response in the optimization. Optimum spray drying condition was determined using the
Design-Expert package program; The coating material combination ratios is 34.4%
maltodextrin, 65.6% whey protein isolation and the air inlet temperature is 167.6 ° C. In the
coacervation process, which is another microencapsulation method, optimum coating material
combination ratios and inlet temperature determined by Design-Expert package program was
26.67% gum arabic, 73.33% gelatin and inlet temperature of 45.68 °© C. Microencapsulation
yield, total phenolic content, Hunter L *, a * and b * color values, moisture content, water
activity, solubility, particle diameter, span, uniformity, particle morphology, and FT-IR
characteristics were also examined which are not used in the optimization study but are very

important for microencapsulated phycocyanin samples.

The last stage of the study was defining the stability of the purified and encapsulated
phycocyanin in various temperatures, pH, illumination conditions and food additives. After
determining the optimum stable temperature, pH, illumination conditions, stability analyses
for food additives are performed. Accordingly, it was observed that all food additives
contributed to maintain the stability of the products. Total phycocyanin content at different
conditions was determined by degradation kinetics. The colorant is used in model foods like
whipped cream, ice cream, créme, acidic and fizzy drinks, jelly and cake for testing the
storage stability of the color. It has been observed that the samples of encapsulated and non-
encapsulated phycocyanin have no effect on the appearance, texture and taste criteria of the
model foods. It has also been determined that a loss of color in samples containing

phycocyanin is present due to the effect of high heat treatment during baking of cakes.

Keywords: Phycocyanin, microwave extraction, ultrasonication, encapsulation,

coacervation, spray drying, stability, model foods
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1. GIRIiS

Renk gidalarda tiiketicinin dikkatini ¢eken birincil 6zelliklerin basinda gelmektedir.
Gida endiistrisinde kullanilan sentetik renklendiriciler ile ilgili tiim {ilkeler siki diizenlemelere
gitmekte ve kullanimina izin verilen renklendirici sayisi giderek azalmaktadir. Sentetik
boyalarin 6zellikle ¢ocuklarda bazi alerjik reaksiyonlara neden olmasi, saglik iizerine yan
etkilerinin bulunmasi ve ¢evreye verdigi zararlar nedeniyle kullanim1 giderek yasaklanmakta,
buna bagli olarak dogal renklendiricilerin pazardaki pay1 da artmaktadir. Bu nedenle dogal
gida boyalarmin iiretimi giderek énemli hale gelmektedir. Dogal renk maddeleri gidalarda
istenilen rengin olusmasi ve gidanin goriiniisiiniin iyilestirilmesi i¢in kullanilmakla birlikte,
saglik agisindan da antioksidan ve antitiimoral aktivite gostererek katildiklari {iriine avantaj
saglamaktadir. Dogal renk maddelerinin en onemli dezavantaji ise stabilitelerinin diisiik
olmasidir. Gida renklendiricileri yapay olarak sentezleme veya bitkisel, hayvansal ve mineral
kaynaklardan ekstraksiyon yontemleri ile elde edilmektedirler. Son zamanlarda 6nemi giderek
artan makro ve mikroalgler ve siyanobakteriler dogal renk maddeleri iiretiminde kullanilan
sirdiriilebilir bir kaynaktir. Her gecen giin yetistiriciligi yayginlasan mikroalgler ve
siyanobakteri tiirlerinin besin bilesenleri incelenmekte, yetistiriciligi yapilacak yeni tiirlerin
arayisi giderek daha da artmaktadir. Mikroalgler ve siyanobakteriler biyoteknolojik yontemler
ile iiretilebilmekte, boliinerek ¢ogalmalart nedeniyle ¢ok hizli biyokiitle artis1 gostermekte ve
bu yontemle bitkilere gore ¢ok daha yiiksek miktarda pigment elde edilebilmektedir. Dogal
renk maddelerinden olan fikosiyanin pigmenti, saglamis oldugu mavi renkten Gtiirii ticari

acidan oldukga 6nemli bir dogal renklendiricidir.

Fikosiyanin siyanobakterilerden elde edilen, suda ¢oziinebilen, yiiksek antioksidan ve
giiclii floresan 6zellige sahip, toksik olmayan mavi bir pigmenttir. Bu dogal pigment, sahip
oldugu mavi renginden dolayr gida sanayisinde kullanilmaktadir. Giinlimiizde gida
sanayisinde ozellikle icecek ve sekerleme sektoriinde yapay mavi renkli boyalar kullanimi
kisitlanmakta ve dogal mavi renkli boyalarin kullanimma olan ilgi giderek artmaktadir.
Ozellikle seker, siit iiriinleri, jole ve meyveli igcecek iiretiminde renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Dogal renk maddesi 6zelliginin disinda fikosiyaninin bagisiklik sistemini
uyardigl, antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, antikanser ve kolesterol diisiiriicii etkiler

gosterdigi o6ne stiriilmektedir (Eriksen, 2008; Akoglu ve Cakmak., 2011).



Literatiirde fikosiyaninin enkapsiilasyonu ile ilgili olarak ekstriizyon yonteminin
kullanildig1 bilinmektedir (Yan et al., 2014). Fakat bu ¢alisma mikroenkapsiile fikosiyanini
renk maddesi olarak degil fonksiyonel iirlin olarak degerlendirmek iizere gerceklestirilmistir.
Dolayisiyla literatiirde fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleriyle

enkapsiilasyonu ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismada, dogal mavi renk maddesi fikosiyaninin eldesi i¢in bir siyanobakteri olan
Spirulina platensis kullanilmistir. Fikosiyanin, siyanobakterilerde (mavi-yesil algler) yiiksek
oranda bulunan mavi renkli bir pigmenttir. Baz1 siyanobakterilerin toksik 6zellik tasima riski
nedeniyle bu ¢alismada kullanilmak {izere gidalarda kullaniminin giivenli oldugu bilinen ve
FDA onayl Spirulina platensis hedef organizma olarak secilmistir. Siyanobakterilerden elde
edilen fikosiyanin pigmentinin, etkili ve verimli bir sekilde ekstraksiyonu biiyilk 6nem
tagimaktadir. Bu nedenle S. platensis biyokiitlesi dondurulmus, yas ve kurutulmus olmak
tizere i¢ sekilde ckstraksiyon islemine tabi tutulmustur. S. platensis'den elde edilen
biyokiitleye uygulanan 6n islemin belirlenmesinin ardindan farkli ekstraksiyon yontemlerinin
fikosiyanin konsantrasyonu tizerine etkisi incelenmistir. Bu amacla klasik, ultrasonik ve
mikrodalga olmak iizere 3 farkli ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Fikosiyanin
ekstraksiyonunda ¢ozgen olarak 3 farkli ¢ozgen (distile su, Na-fosfat tampon pH 7.4 ¢ozeltisi
ve % 1.5 CaCl, (w/v)) kullanilmistir. Ekstraksiyon yontemlerine 6zgii islem degiskenlerinin
(stire, biyokiitle/¢cozgen orani, hiz, titresim, gii¢) toplam fikosiyanin konsantrasyonu lizerine
etkisi incelenmistir. Tim ekstraksiyon yontemlerinde maksimum toplam fikosiyanin
konsantrasyonunu saglayacak bagimsiz islem degiskenleri merkezi tiimlesik tasarim (CCRD,
Central Composite Rotatable Design) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Fikosiyanin
ekstraksiyonu i¢in en uygun ekstraksiyon yonteminin belirlenmesinde ise maksimum toplam
fikosiyanin konsantrasyonu, minumum iglem siiresi, minumum c¢6zgen miktar1 dikkate

alimmastir.

Fikosiyanin ekstraksiyonu igin en uygun ekstraksiyon yonteminin belirlenmesinin
ardindan klasik ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edilen fikosiyaninin amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve diyaliz yontemiyle saflastirilmasi ve saf haldeki fikosiyanin renk maddesinin
piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemi olmak {izere 2 farkli enkapsiilasyon teknigi ile
mikroenkapsiilasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica, mikroenkapsiilasyon ydntemlerinin
farkliliklar1 g6z 6niinde bulundurularak ve 6n denemeler sonucu belirlenen en uygun kaplama

materyalleri (pliskiirtmeli kurutma yontemi i¢in maltodekstrin ve peynir altt suyu protein



izolat1; koaservasyon yontemi i¢in gum arabic ve jelatin) secilerek optimizasyon islemine
gecilmistir. Mikronkapsiilasyon islemlerinde en yiiksek fikosiyanin kaplama etkinligini elde
edebilmek icin D-optimal karisim dizayna gore optimizasyon calismasi gerceklestirilmistir.
Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen mikroenkapsiile 6rneklerde mikroenkapsiilasyon
etkinligi ve verimi, toplam fenolik madde miktari, Hunter L*, a* ve b* renk degerleri, nem
igerigi, su aktivitesi, ¢oziinebilirlik, LLD yOntemi ile partikiil boyutu, partikiil morfolojisi ve
kaplama materyalleri ile fikosiyanin arasindaki iliskiyi anlamak i¢in FTIR analizi
uygulanmistir. Ayrica farkli kaplama materyali oranlarina sahip emiilsiyonlarn kurutucuya
beslenmeden oOnce stabilitelerini belirlemek icin zeta potansiyeli analiz edilmistir.
Koaservasyon yontemiyle elde edilen mikroenkapsiile 6rneklerde mikroenkapsiilasyon
etkinligi ve verimi, toplam fenolik madde miktari, Hunter L*, a* ve b* renk degerleri,
¢cozlinebilirlik ve kaplama materyalleri ile fikosiyanin arasindaki iliskiyi anlamak igin

orneklere FTIR analizi uygulanmustir.

Gidaya uygun saflikta elde edilen ve mikroenkapsiile edilen fikosiyaninin gidalarda
kullanim potansiyelini belirlemek amaciyla pH, sicaklik, 1s1k gibi faktorlerin fikosiyanin
stabilitesi tizerine etkisi aragtirilmistir. Optimum kosullarda mikroenkapsiile edilen ve
edilmeyen fikosiyaninler igin %5 Sakkaroz, %0.5 Potasyum-sorbat ve %2 NaCl igeren farkli
gida ortamlart i¢inde stabilite ¢alismasi yiiriitiilmiistiir. Stabilite ¢alismalarinda depolama
sliresince tiim Orneklerin, toplam fikosiyanin miktarindaki degisime bagli olarak bozunma
kinetigi incelenmis, yarilanma siireleri hesaplanmigtir. Son olarak saf ve mikroenkapsiile
fikosiyaninler krem santi, dondurma, krema, jole, asitli ve gazli igecek ve kek gibi farkli gida
gruplarinda denenerek, depolama siiresince Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal
ozellikleri incelenmistir. Bunun yanisira gida endiistrisinde mavi rengi saglamak amaciyla
kullanilan sentetik mavi reklendirici brilant blue (E133) aym1 model gidalarda denenerek
stabiliteleri fikosiyanin ile karsilagtirilmistir. Bu ¢alismanin amaci; gidalarda kullaniminin
giivenli oldugu bilinen ve toksik 6zellik tagima riski olmayan, dogal renk maddesi olarak
Spirulina platensis’te bulunan, mavi renge sahip fikosiyanin pigmentinin farkli yontemlerle
ekstraksiyonu ve farkli enkapsiilasyon teknolojileri ile gevresel kosullara karsi stabilitesinin
arttirllmasi, arzu edilmeyen bir tat icermeyen, yenilebilir kaplama materyalleriyle kaplanmasi,
mikroenkapsiile renk maddesinin model gida Ornekleri igerisinde kullanilmasinin

arastirilmasidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Siyanobakteriler ve Spirulina platensis

Siyanobakteriler olarak da isimlendirilen mavi-yesil algler, fotosentez yapabilme
ozelligine sahip, prokaryot yapili canlilardir. Baliklar ve diger suda yasayan canlilar i¢in besin
maddesi olarak kullanilmalarindan dolayr dogadaki besin zincirinin baslangi¢ noktasini
olustururlar. ilk kez fosillerde saptanan siyanobakterilerin diinyanin olusumundan bu yana
siiregelen ilk canlilardan oldugu diisiiniilmektedir. Yasam alani olarak 151tk ve nem igeren
ortamlarda bulunurken; ¢amur, kaya, tahta ve bazi canlilarin yiizeylerinde, tatli ve tuzlu
sularin yiizeyinde de siklikla yasam siirdiirmektedirler. Siyanobakterilerin 6zellikle Spirulina,
Oscillatoria ve Anabaena tiirleri pigmentler, yag asitleri, karbonhidratlar, proteinler ve diger
birgok besin bilesiklerini tiretmeleri nedeniyle giincel ¢alismalarda Sikga kullanilmaktadirlar

(Yamada 1994).

Spirulina platensis; hiicre kiiltiiriinin iyi test edilmis olmasi, yetistiriciliginin
uygulanmasinin kolay olmasi ve iiretim fiyatinin diger tiirlere kiyasla daha diisiik olmasi
nedeniyle daha ¢ok tercih edilen bir tiirdlir (Li ve Qui 1997). Spirulina platensis, yiiksek
karbonat ve bikarbonat seviyeleri ile pH’s1 11’1 bulabilen, yiiksek pH ile karakterize edilen
tropikal ve subtropikal su kiitlelerinde yogun populasyon olusturabilmektedir. Baskin oldugu
ve tlirlin baslangic noktasi olarak Cad Golii, yarigél olan Sudan—Sahel Bolgesi ve Rift
Vadisi'nin alkali ve tuzlu golleri kabul edilmektedir. Ulkemiz iklim kosullari bakimimndan
Spirulina kiiltiirii igin elverisli kosullara sahiptir. Tiirkiye’de agik hava sartlarinda Spirulina
alginin yogun Kkiiltiirii {izerine yapilan ilk deneme 1997-1998 yillarinda Ege Universitesi

tarafindan gerceklestirilmistir (Dalay vd., 2001).

Spirulina platensis ¢ok hiicreli silindirik trikomlarin kendi uzunlugu boyunca heliks
biciminde dizilis gosteren, filamentli bir siyanobakteridir. Isik mikroskobu altinda, tek
diizlemde ikili boliinmeye ugrayan vejetatif hiicrelerden olusan mavi-yesil filamentleri ayiran
ceperler kolayca goriilebilmektedir. Spirulina platensis, yiiksek protein ve diger besleyici
elementler icerigi nedeniyle uzun zamandan beri acik havuzlarda fotoototrofik olarak
yetistiriciligi yapilabilen bir tiirdiir. Yetistirilen saf ve yiiksek hiicre yogunlugundaki kiiltiir,
yiksek katma degerli iiriinlerin basarili ticari iiretimi igin gereklidir ve bu da ayirma ve

saflagtirma islemlerinin maliyetini yliksek oranda diisiirmektedir. Sterilize biyoreaktor



igerisine ¢Ozilinlir karbon substratlarinin ilavesi, bu amaca ulasmak icin uygun sartlari

saglayabilir (Dalay vd., 2008).

Spirulina’nin hiicre duvarinin %86’s1 sindirilebilir polisakkaritlerden olugsmaktadir. Bu
nedenle insanlar tarafindan sindirimi kolaydir, ayrica yapisinda bulunan polisakkaritler
bagisiklik giliclendirici olarak kullanilabilmektedir. Yapilan beslenme arastirmalart ve detayl
toksisite ¢alismalar1 sonucunda Spirulina’nin insanlarda, farelerde, baliklarda, kanatlilarda ve
istiridyelerde istenmeyen veya toksik higbir etkiye sebep olmadigr bulgulanmistir.
Akut/kronik toksisite veya lireme ile ilgili hi¢bir negatif etkisi de bulunamamistir (Anonim
2016a).

Spirulina yiiksek ve kaliteli protein igermesinin (500-700 g/kg ham protein) yaninda;
demir, selenyum, magnezyum, kalsiyum gibi bir¢ok mikro ve makro minerallerin kaynagidir.
Ayrica dogadaki en zengin provitamin A, E vitamini, tiamin, kobalamin, biyotin, inositol
kaynagidir. Bununla birlikte son zamanlarda 6n plana ¢ikan 2000’den fazla enzim, birgok
esansiyel yag asitleri, antioksidan pigmentler ve yiiksek biyolojik degerlikli esansiyel

aminoasitleri de icermektedir (Anonim 2016b).

Spirulina'nin yapisindaki klorofil ve karotenoid pigmentler “lamella” adi verilen hiicre
yiizeyi membraninda, fikosiyanin ve fikoeritrin gibi pigmentler de fikobilisomlarda bulunur.
Fikobiliproteinler 1518in absorblanmasinda gorevli anten pigmentleridir (Glazer 1994).
Fikobiliproteinler tilakoid membranin stoplazmaya doniik kisminda yerlesik 6zel tilakoid
yapilar olan ve ¢ok fazla sayida bulunan fikobilizomlar i¢inde ¢ok molekiillii kompleksler
seklinde yer alirlar. Fikobiliproteinlerde 151k enerjisi, yiiksek enerji diizeyinden diisiik ener;ji
diizeyine aktarilmakta ve buna bagli olarak fikobiliproteinler enerji diizeylerine gore

fikobilizomlar iizerinde siralanmaktadir. Fikobilizom yapist Sekil 2.1. 'de gosterilmektedir.

1 Fikobilizom

Tilakoid membran
‘ L Fikoeritrin

Fikosiyanin

Allofikosiyanin

Sekil 2.1. Fikobilizomlar i¢inde fikobiliproteinlerin yerlesimi (MacColl, 1998)



Birinci grup anten pigmentleri (klorofil a, karotenoid) absorbe edilen 1sik enerjisini
fotosistem I’e gonderirken, ikinci grup anten pigmentleri olan fikobiliproteinler de aymi
sekilde absorbe ettikleri 151k enerjisini fotosistem II’ye transfer eder. Pigment proteinler
genellikle 550-650 nm dalga uzunlugundaki 1s1g1 tutar (Tunail, 2009). Absorbsiyon
ozelliklerine gore; fikoeritrinler (C-PE, mak. 540-570 nm), fikosiyaninler (C-fikosiyanin,
mak. 615-640 nm) ve allofikosiyaninler (C-APC, mak. 650-655 nm) olmak tizere 3 ana sinifa
ayrilmiglardir (Bermejo et al., 2006). Fikobiliproteinlerin %75’ini fikosiyaninler, %12’sini

allofikosiyaninler, %12’sini de fikoeritrinler ve pigmentsiz polipeptitler olusturur (Tunail,
2009).

Siyanobakterilerden elde edilen fikobiliproteinler ticari agidan biiyiik 6neme sahiptir ve
cok cesitli kullanim alanlar1 vardir. Baglica kullanim alanlar1 dogal renklendiriciler olmakla
birlikte ¢esitli arastirmalar nutrasotik ve farmasotik uygulamalarda kullanim potansiyelleri
oldugunu gostermektedir. Renklendirici olarak  kullanimlarinin  disinda  floresan
ozelliklerinden dolay1 klinik ve immiinoassay arastirma laboratuvarlarinda da genis bir
kullanim potansiyeline sahiptirler. Fikobiliproteinlerin mg fiyat1 3-25 dolar arasinda
degismekte; antikor, reseptdor veya baska biyolojik molekiillerle bag yapmis sekilde
isaretleyici olarak kullanilmasi halinde mg fiyatt 1500 dolara kadar ¢ikmaktadir (Spolaore et
al., 2006). Bugiine kadar fikobiliproteinlerin iiretimiyle ilgili 55 adet patent, ilag, gida ve diger
alanlardaki uygulamalar ile ilgili 30 adet patent ve floresan 6zellikleri kullanilarak yapilan
uygulamalar ile ilgili 236 adet patent oldugu tespit edilmistir. En az 11 sirket
fikobiliproteinleri, fikobiliprotein tiirevlerini ve uygulamalarini iiretmekte ve satmaktadir

(Sekar and Chandramohan, 2008).

2.2. Fikosiyanin
2.2.1. Fikosiyaninin Yapisi

Siyanobakterilerde yiiksek miktarda bulunan ve ekonomik anlamda en Onemli
fikobiliprotein gesidi mavi renkli fikosiyanindir. Fikosiyanin, mavi renkli, 610-665 nm dalga
boyunda en yiiksek absorpsiyonu veren, suda ¢oziiniir, koyu renkli ve floresan etkili olan
protein yapili fikobiliproteinler (fikobilinler) olarak bilinen pigmenttir. Fikosiyanin eldesinde
son zamanlarda yapilan ¢alismalarda Anabaena sp. (Shukia et al., 2008), Aphanizomenon

flosaquae (Benedetti et al., 2006), Arthronema africanum (Minkova et al., 2007), Cyanidium



caldarium (Stec et al., 1999), Galdieria sulphuraria (Graverholt, 2004), Gracilaria chilensis
(Contreras-Martel et al., 2007), Lyngbya sp. (Patel et al., 2005), Mastigocladus laminosus
(Kao and Berns 1977), Microcystis (Wang et al., 2012), Oscillatoria quadripunctulata (Soni
et al., 2006), Phormidium fragile (Soni et al., 2008), Spirulina fusiformis (Minkova et al.
2003), Spirulina platensis/Arthrospira platensis (Doke 2005; Niu et al., 2007; Zhang and
Chen 1999), Synechocystis sp. (Rogner et al., 1990), Synechococcus sp. (Gupta and Sainis
2010) tiirleri kullanilmustir.

Fikosiyanin elde edildigi canlinin protoplazmasi ig¢inde hiicre kuru agirhigmin yaklagik
%20’sine varabilen oranlarda bulunabilir (Erdal ve Okmen, 2013). Hiicre igerisinde yesil
renkli klorofil a ile mavi renkli fikosiyanin pigmentinin baskinligi nedeni ile hiicreler
karakteristik mavi-yesil renkte goriilmektedir. Fikosiyanin sahip oldugu fikosiyanobilin (FSB)
kromoforundan dolayr bu ismi almigtir. Proteinin prostetik grubu olarak kabul edilen
fikosiyanobilin dort pirol halkasinin olusturdugu dogrusal tetrapirol yapisi sergilemektedir

(Sekil 2.2).

t‘iOOH tI‘OOH
CH3 CH2 CHo CH3
SNy 1 1 |
CH3 CH CHy CHy CHz CH3 CH3 CH2
o :E: N ¢~ :N: NPT NN cF :N: “0
H H

Sekil 2.2. Fikosiyanobilin yapisi (MacColl, 1998)

Bu yap1 farkli bolgelerden sistein aminoasitine baglanarak fikosiyanin yapisini
olusturmaktadir. Fikosiyanobilinin kimyasal yapisi bir safra pigmenti olan ve hiicre i¢inde
gliclii radikal uzaklastirici etkiye sahip olan bilirubin ile benzerlik gostermektedir ve bu bulgu
fikosiyanobilinlerin de bilirubin gibi radikal uzaklastirici etkileri oldugunu desteklemektedir
(Benedetti et al., 2006). Fikosiyanin I ve J olmak iizere birbirleriyle nispeten homolog iki alt
birimden olugmaktadir. | zincirinde, fikosiyanobilin 84. sistein aminoasitine; J zincirinde ise
iki adet fikosiyanobilin 84. ve 155. sistein aminoasitlerine baglanmistir (Sekil 2.3) (MacColl
1998, Stec et al., 1999, Adir et al., 2001).



¢ + NH, 84. Sistein COOH
PS|B

p » NH, 84. Sistein —155. Sisteir— COOH
FS|B FSB

Sekil 2.3. Fikosiyaninin I ve J zincirlerinin yapis1 (MacColl, 1998)

Fikosiyanin monomer yapisinda olabildigi gibi, kendi i¢inde agregatlar yaparak trimer
yapisinda da olabilmekte hatta disk seklini alan hagzamer yapisinda da bulunabilmektedir

(Stec et al., 1999, Contreras-Martel et al., 2007).

Sekil 2.4.’te fikosiyanin monomerinin ii¢ boyutlu yapisi, Sekil 2.5.’te fikosiyaninin
trimer ve hegzamer yapis1 goriilmektedir. Fikosiyaninlerde -84 ve J-84 kromoforlar1 trimerik
disk yapisinin merkezinde yer alirken, J-155 kromoforu trimerik disk yapisinin ug¢ kisminda
yer almaktadir (Stec et al., 1999). Fikosiyaninin I ve J zincirleri benzer tersiyer yapiya
sahiptirler ve olusturduklart bu yap: ile globin protein yapisina benzerlik gdostermektedirler
(Schirmer et al., 1985). Tiim siyanobakterilerden ve kirmizi alglerden elde edilen fikosiyanin
yapisindaki aminoasit dizilimi biiyiikk benzerlikler gostermektedir (Stec et al., 1999, Adir et
al., 2001, Contreras-Martel et al., 2007). Elde edilen fikobiliproteinin igerigi siyanobakteri ve
mikroalg tlirlinlin  kullandig1 azot ve karbon kaynaklart ve gelisme kosullarindan

etkilenmektedir (Sekar and Chandramohan 2008).



. -84

Sekil 2.4. Fikosiyanin monomerinin ii¢ boyutlu yapisi ve sematik serit gosterimi (Adir et al., 2001)

Sar1 serit, I alt ilinitesini; mavi serit J alt iinitesini, kirmizi ¢ubuklar, fikosiyanobilin kofaktdriinii; kirmizi

kiireler su molekiiliinii simgelemektedir.

Sekil 2.5. Fikosiyaninin trimer ve hegzamer yapilarinin goriiniimii (Adir and Lerner 2003).

Turuncu ve mavi renkler sirasiyla I ve J alt {initelerini; sar1, kirmizi ve mor renkler sirasiyla 184, J84, ve

J155 fikosiyanobilin kofaktorleri gostermektedir.
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2.3. Fikosiyaninin Ekstraksiyonu

Fikosiyanin oncelikle algin hiicre duvarmin kirilmasi, hiicre par¢alanmasi, ekstraksiyon,
saflagtirma, kurutma ve karakterizasyon sonucunda elde edilebilmektedir. Hiicrenin dogal
yapist geregi cesitli kimyasal ve fiziksel yontemler kullanilarak hiicreden igerigin eldesi
gerceklestirilir. Sonikasyon, kavitasyon, ozmotik par¢alama ve dondurma-¢oziindiirme en ¢ok
kullanilan fiziksel yontemlerdendir. Kimyasal yontemler arasinda da asit, alkali, enzim ve

bunlarin kombinasyonlari ile muamele bulunmaktadir (Kuddus et al., 2013).

Fikosiyaninin fikobilizomlardan uygun sekilde ekstraksiyonu, hiicre duvarinin asir
dayanikli olmasi nedeniyle oldukga zordur (Stewart and Farmer 1984). Ekstraksiyon islemini
etkileyen en oOnemli yapt kullanilan hiicrenin formudur bu sebeple fikosiyanin
ekstraksiyonunda kuru veya yas biyokiitle kullanilmaktadir. Farkli sicakliklarda ve farkli
kurutma yontemleri ile kurutulan biyokiitle, ¢esitli tampon ¢ozeltiler kullanilarak ekstrakte
edilmektedir (Doke 2005, Niu et al., 2007; Oliveira et al., 2008). Biyokiitlenin kurutulmasi
asamasinda fikosiyanin kaybim1 aza indirmek icin diisiik sicaklik uygulamalar1 tercih
edilmektedir (Eriksen 2008). Sarada et al. (1999) kuru ve yas biyokiitlenin kullanimi ile
gerceklestirdikleri ¢aligmalarinda kurutulmus Spirulina sp. 'den %50 oraninda fikosiyanin
kayb1 oldugunu, yas biyokiitle kullaniminin daha uygun oldugunu belirlemislerdir. Islak
biyokiitleden C-fikosiyanin ekstraksiyonu i¢in fiziksel ve kimyasal bircok yontem
kullanilmistir. Bu yontemlerden bazilari; dondurma-¢oziindiirme (—25°C, —18°C veya sivi
azotta dondurma, 4°C veya 30°C’de ¢6ziindiirme) (Abalde et al., 1998, Zhang and Chen 1999,
Minkova et al., 2003, Doke 2005, Soni et al., 2006), homojenizasyon (Boussiba and
Richmond 1979, Abalde et al., 1998, Doke 2005, Schmidt et al., 2005), yiiksek basing
uygulamasi (Patil et al., 2006, Patil and Raghavarao 2007), sonikasyon (Abalde et al., 1998),
asit uygulamasi (Sarada et al., 1999), lizozim uygulamasi (Boussiba and Richmond 1979) ve
Klebsiella pneumonia ile ekstraksiyon (Zhu et al., 2007) yontemleridir.

Tim bu yontemlerin disginda siiper kritik karbondioksit teknigi iizerinde yapilan
caligmalarda siyanobakterilerden renk maddelerinin ekstraksiyonunda gelismeler saglandigi
ifade edilmistir (Valderrama et al., 2003, Herrero et al., 2006, Macias-Sanchez et al., 2007).
Viskari and Colyer (2003), ise azot kavitasyon yontemi ile etkili bir sekilde fikobiliprotein

ekstraksiyonu yapilabilecegini bildirmislerdir.
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Abalde et al. (1998), sonikasyon, sivi azotta dondurma/4°C’de ¢6ziindiirme ve -21°C’de
dondurma/4°C’de ¢oziindiirme yontemlerini karsilastirdiklar: ¢alismalarinda Synechococcus
sp.’den fikosiyanin ekstraksiyonunda -21°C’de dondurma/4°C’de ¢oziindiirme yOnteminin
13.42 mg/mL fikosiyanin miktar1 ile en etkili yontem oldugunu tespit etmislerdir. Soni et al.
(2006), Oscillatoria quadripunctulata susundan fikosiyanin ekstraksiyonunda sonikasyon,
lizozim, sakkaroz ile osmoz ve dondurma/g¢oziindiirme yontemlerini karsilastirmis, 0Smoz ve
dondurma/goziindiirme yontemlerinin benzer sonuglar gosterdigini ancak 0smoz yontemi ile
ortama kontaminant proteinlerin karisma riskinin fazla oldugunu, sonikasyon yonteminde ise
proteinde renk kaybi gozlemlendigini ve tiim bu nedenlerden dolay1 optimum ekstraksiyon
yonteminin dondurma/¢éziindiirme oldugunu bildirmislerdir. Ayni calismada en etkili

dondurma/goziindiirme sicakligini -25°C/4°C olarak belirlemiglerdir.

Genellikle fiziksel ve kimyasal yontemlerin kombinasyonlar1 kullanilarak etkin hiicre
parcalamasinin gerceklestirildigi goriilmektedir. Hiicre pargalama igleminin ardindan santrifiij
islemi uygulanir ve iist fazdan fikosiyanin elde edilmis olur. Elde edilen iist fazdan
fikosiyaninin ayrilmasi i¢cin amonyum siilfat, diyaliz ve polietilen glikol c¢oktiirme
uygulamalar1 gergeklestirilir. Saflagtirma basamaginda genellikle adsorbantlar, molekiiler
ayrim, anyon degistirici ve bunlarin kombinasyonlar1 ile kolon kromatografisi yontemi
kullanilmaktadir. Fikosiyanin pigmentinin saflastirma islemi sonunda kurutulmasinda
dondurarak kurutma yontemi en uygun kurutma yontemidir. Kullanilan ydntemin ve islem
basamaklarinin se¢imi elde edilen iiriiniin geri kazaniminda dnemli rol oynamaktadir. Ayrica
elde edilen fikobiliprotein yapisindaki C-fikosiyaninin karakterizasyonu pigment

kompleksinin yapisinin belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir (Kuddus et al., 2013).

Saflagtirma islemi sirasinda fikosiyanin safligt 620 nm’deki absorbans degerinin 280
nm’deki absorbans degerine orani (Ag20/Azg0) ile tespit edilmektedir. Elde edilen bu saflik
oranina gore fikosiyaninin kullanim alani belirlenmektedir. Buna gore, fikosiyaninin saflik
orani 0.7 ve lstiinde ise gidaya uygun, 3.9 ise reaktif, 4 ve lizerinde ise analitik saflikta

oldugu kabul edilmektedir (Rito-Palomares et al., 2001).
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Genel olarak her yontemin kendine gore avantaj ve dezantajlar1 vardir ve bu nedenle
ekstraksiyon sirasinda harcanan siire, maliyet, elde edilen verim ve saflik gibi faktorler de
dikkate alinarak c¢alisilan susa ait en uygun ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi
gerekmektedir. Endistriyel agidan diisiiniildiiglinde secilen ekstraksiyon yonteminin dlgek

bliylitmeye uygun ve ekonomik olmasi gerekmektedir.

2.3.1. Ekstraksiyon yontemleri
2.3.1.1. Klasik ekstraksiyon

Renk maddelerinin ekstraksiyonunda en sik kullanilan yodntemlerden biri klasik
ekstraksiyon yontemidir. Fazla miktarda 6rnek kiitlesi ekstrakte edilebilmesi, isciligin az
olmasi, diisiik maliyetli basit ekipman kullanilmasi gibi avantajlara sahipken, biiylik miktarda
organik ¢6zgen kullanimi ve uzun islem siiresi gibi dezavantajlart da mevcuttur. Klasik
ekstraksiyon uygulamalar1 ¢6zgen ekstraksiyonu, nemlendirme, maserasyon, su perkiisyonu

ve soxhlet ekstraksiyonu gibi farkli islemleri kapsamaktadir.

(Cozgen ekstraksiyonunda materyal direk olarak oda sicakliginda veya ekstraksiyonu
icin gerekli sicaklikta ¢ozgen ile muamele edilir, daha sonra organik ¢oziicii ayirma
yontemleri kullanilarak ortamdan uzaklastirilir veya geri kazanilir. Bu esnada molekiil agirlig
diisiik ucucu bilesenlerin kaybi1 ve istenmeyen bilesenlerin olusumu meydana gelebilir. Ayrica
kullanilan saf ve Kaliteli ¢ozgenler biiyiik miktarlarda kullanildiginda hem ekonomik hem de
cevre kirliligi acgisindan problemleri beraberinde getirmektedir (Eskilsson and Bjorklund,
2000; Wan and Wong, 1996).

Cozgen ekstraksiyonu meyve ve sebzeler ile atiklarindan karotenoidlerin
ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan ydntemlerden biridir. Cozgen ekstraksiyonunda
karotenoidler gidanin uygun bir ¢ézgenle isleme tutulmasi ve daha sonra ¢dzgenin ortamdan
uzaklastirilmas1 ile elde edilmektedir. Taze Orneklerde su igerigi yiiksek oldugundan
ekstraksiyonda su ile karigabilen ¢ozgenler kullanilmakta, kuru oOrneklerde ise su ile
karigmayan ¢ozgenler tercih edilmektedir. Bu amacgla pentan, etanol, metanol, hekzan ve
kloroform gibi ¢ozgenler ile aseton:petrol eteri (50:50 v/v), n-hekzan:toluen (5:4 v/v) gibi
solvent karigimlar1 kullanilmaktadir (Yildiz ve Toprak 2009). Co6zgen ekstraksiyonu
uygulamalarinda c¢ozgene asit veya baz eklenerek ekstraksiyon isleminin iyilestirildigi

caligmalar da literatiirde mevcuttur.
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Antosiyaninlerin ¢dzgen yontemiyle ekstraksiyonu ile ilgili yapilan arastirmalarda,
kusburnu ve iiziim suyu ya da sarap tretiminde atik olan posalardan antosiyaninlerin elde
edilmesinde asit-alkol ekstraksiyonu uygulanmistir. Bu amagla genelde etanol-0.1 N HCI
kullanilirken (Fuleki and Francis 1968), kusburnu posasinda metanol-%0.03 HCI ile
ekstraksiyon gergeklestirilmistir (Chiriboga and Francis 1970). Zeytin posasindan boyar
fenolik bilesik ektraksiyonu ile ilgili bir optimizasyon ¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu
calismada islem degiskeni olarak ¢ozgen konsantrasyonu (NaOH/su) 0.02-0.175 mol/L;
ekstraksiyon siiresi (30-90 dk); ornek miktart (2.5-5g) ve ekstraksiyon sicakligi (45-100°C)
dikkate alinmistir. Calisma sonucunda uzun islem siiresinin ve yiiksek sicakligin ekstraksiyon

verimini olumsuz yonde etkiledigi; 6rnek miktarinin artmasiyla verimin arttig1 belirlenmistir

(Elksibi et al., 2014).

Dere et al. (1998) yaptiklar1 caligmada, Cladophora glomerata (L.) Kuetzing, Ulva
rigita L., Codium tomentosum (Huds.) Stackh ve Cladostephus verticillatus alg tiirlerinin
Klorofil a, b ve toplam karotenoid igerigini spektrofotometrik olarak belirlemislerdir. Bu
calismada, ¢oziicii olarak metanol, aseton ve dietil eter kullanilmistir. Ornekler klasik
homojenizatérde 1000 dev/dak boyunca homojenize edildikten sonra santrifiij edilerek 400-
700 nm arasinda UV-spektrofotometrede absorbans degerleri dlgiilerek klorofil a, b degerleri
belirlenmistir. Metanol kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyonlarda daha yiliksek pigment
iceriginin elde edildigi fakat metanoliin toksik 6zelligi sebebiyle kullaniminin sinirlandirildigt

belirtilmektedir.

Pasquet et al. (2011) Bacillariophyceae (diatom) siifina ait iki farkli C. closterium
tiurtinde Klasik ekstraksiyon yontemleri kullanarak karotenoid ve klorofil ekstraksiyonu
gerceklestirmislerdir. Dondurularak kurutulmus biyokiitle oda sicakliginda aseton ¢ozgeni ile
isleme tabi tutulmustur. C6zgen ekstraksiyonu yontemiyle yiiksek verimlilikte klorofil a,b ve

B-karoten (7.8pug/mg) elde edilmistir.
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2.3.1.2. Ultrasonik ekstraksiyon

Ultrason (sonikasyon); sozliik anlami itibariyle, saniyede 20.000 veya daha fazla
titresim gerceklestiren ses dalgalart ile enerji meydana getirilmesi olarak ifade edilmektedir.
Genellikle, ultrason diizenegi 20 kHz'den 10 MHz'e kadar degisen frekanslar kullanmaktadir.
Ultrason uygulamalarinin siiflandirilmalari i¢in iiretilen ses alaninin enerji miktar1 en dnemli
olgiittiir (Capelo and Mota 2005). Ultrasonun dogal iiriinlerin ekstraksiyonunda kullanilabilir
olmasi, enerji tasarrufu saglamasi, ekstraksiyon siiresini kisaltmasi, verimi arttirmasi gibi
avantajlara sahip iken, hiicre duvarlari hasar gorerek doku igindeki ekstrakte edilebilir
bilesenlerin tamamen ortaya ¢ikmasi bazen dezavantaj olmaktadir (Yilmaz 2011). Ultrasonik
banyonun sematik gosterimi Sekil 2.6. 'da goriilmektedir. Uygulanan gii¢ ve siire artist
sistemde bulunan su sicakligini arttirdigindan dolayi, ultrasonik banyoya sogutmali sirkiilator
baglanmasi su sicakliginin sabit kalmasini saglamaktadir. Boylece ekstrakte edilen maddeler

sicaklik artisindan zarar gérmeden ekstrakte edilebilmektedir.
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Sekil 2.6. Ultrasonik banyonun sematik gosterimi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi alglerden yiiksek degerlikli bilesiklerin eldesinde
oldukga fazla kullanilan bir yontemdir (Rosell6-Soto et al., 2015). Literatiirde ultrasonik
ekstraksiyon yontemiyle mikroalglerden yag ekstraksiyonu ile ilgili bir ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir (Araujo et al.,, 2013; Bermudez Menéndez et al., 2014; Ma et al., 2008).
Cravotto et al. (2008), mikroalglerden ultrasonik ekstraksiyon yontemi kullanarak elde
ettikleri yag veriminin geleneksel yontemlerden fazla oldugunu gézlemlemislerdir. Yapilan
bir ¢alismada Haematococcus pluvialis mikroalginden astaksantin eldesinde, ultrasonik
ekstraksiyon ile geleneksel ekstraksiyon kiyaslandiginda verimin %55 arttigr bulgulanmistir

(Ruen-ngam et al., 2011).
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Gu et al. (2008) Rhodobacterden karotenoidlerin aseton veya HCI ilavesiyle
gerceklestirilen ultrasonifikasyon destekli ekstraksiyonunda 10 ile 30°C arasindaki
ekstraksiyonda sicaklik artisinin ekstraksiyon verimini arttirdigini, 30°C tizerinde verimin
azaldiginmi ve 50°C'deki ekstraksiyon veriminin 10°C'dekinin altinda oldugunu saptamislardir.
Day and Rathod (2013) Spirulina platensis'ten B-karoten eldesinde ultrasonik ekstraksiyon
yontemini kullanarak, optimum karotenoid verimi n-heptanla ve 30°C' de elde etmislerdir. Xu
and Pan (2013) kirmiz1 greyfurttan likopenin ekstraksiyonunda ultrasonik yontemin klasik
solvent ekstraksiyonundan daha etkin oldugunu ve optimum 30°C'de ve 30 dak'da

gerceklestigini belirtmiglerdir.

Yolmeh et al. (2014) yaptiklar ¢alismada annato tohumundan biksin renk maddesinin
eldesinde ultrasonik ekstraksiyon ve klasik ekstraksiyon yontemlerinin etkisini
degerlendirmislerdir. Ultrasonik ekstraksiyon uygulamasinin klasik ekstraksiyona gore islem
stiresini 2 saatten 7.25 dakikaya diisiirdiigii ve islem sonunda elde edilen verimlerin sirayla
%6.35 ve %3.95 oldugu bulgulanmistir. Ayrica islemin bitkide bulunan karotenoidlere zarar

vermeden hem nitelik hem de nicelik acisinda 1yi bir renk elde edildigi de belirtilmektedir.

2.3.1.3. Mikrodalga ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yoOntemi ¢evreci ekstraksiyon yontemlerinden
birisidir. Mikrodalgalar yiiksek frekansl elektromanyetik dalgalardir (300-300000 MHz).
Mikrodalga enerjisi kullanilarak 1sitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol rotasyonu
(donme) yoluyla molekiil {izerine mikrodalganin direkt etkisi temeline dayanir. Cogu
uygulamada bu iki mekanizma es zamanli meydana gelir. Mikrodalga ile ekstraksiyon
yontemi hizli bir ydntem olmakla birlikte diisiik ¢6zgen tiikketimi, ekstraksiyon
parametrelerinin rahatlikla kontrolii (zaman, gii¢), ¢cozgen seciminde sinirlama getirmemesi,
evaporasyon/konsantrasyon basamagi gerektirmemesi, kisa islem siiresi ve yiiksek verim
sistemin dnemli avantajlari arasinda yer almaktadir. Ornegin igindeki tiim maddeleri ekstrakte
etmesi ve her durumda ekstraksiyon sonrasi temizleme basamagi gerektirmesi ise sistemin en
biiyiikk dezavantajlar1 arasindadir (Lopez-Avila, 1999). Mikrodalga ekstraktdriiniin sematik
gosterimi Sekil 2.7.'de goriilmektedir. Ekstraksiyon kapali bir kapta gergeklestirilir ve bu
sistem sicakligin kontrol altina alinmasini saglar. Kapali kap sisteminde, her hazne eszamanli

olarak 1sinlanir. Kapali kap sistemi ugucu bilesiklerin olmasi halinde avantaj saglamaktadir.
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Sekil 2.7. Mikrodalga ekstraktorli sematik gosterimi (Biiyiiktuncel, 2012)

Cravotto et al. (2008), yaptiklar1 ¢alismalarinda gelencksel yontem ile mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemi kiyaslandiginda, mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde
sirenin 10 kat azaldigi, verimin de arttigini bulgulamislardir. Mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemiyle mikroalglerden yag, antioksidan ve pigment eldesinin oldukg¢a hizli

ve etkin oldugu rapor edilmistir (Wang et al., 2008; Pasquet et al., 2011)

Mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile mor misirdan antosiyanin ekstraksiyonunda
optimizasyon calismast gerceklestirilmistir.  Asitlendirilmis %95'lik etanol kullanilarak
gerceklestirilen ¢alismada 555 W gii¢ 19 dakika uygulanarak 185.1 mg/100 g antosiyanin elde
edildigi bulgulanmistir. Klasik ekstraksiyon yontemi ile kiyaslama yapildiginda siire ve
etkinlik acisindan mikrodalga destekli ekstraksiyonun daha verimli oldugu belirlenmistir

(Yang and Zhai, 2010).

Annatto  bitkisinden biksin ekstraksiyonunun mikrodalga destekli yoOntemle
gerceklestirildigi ¢alismada Ornek miktarinin ve islem siiresinin artmasiyla ekstraksiyon
veriminin arttig1 ayrica renk maddesini alkali ortamda kendini muhafaza ettigi bulgulanmistir.
Ekstraksiyon isleminde sabit 900W gii¢ uygulayarak pH 8'de 90 dakika siiresince 3609.24
mg/L biksin renk maddesi elde edilmistir (Sinha et al., 2013).
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2.4. Fikosiyaninin Kullanmim Alanlari

Ozellikle gida ve kozmetik sektdrlerinde, sentetik renklendiricilerin ¢evreye ve
tiiketiciye yonelik yan etkilerinin ortaya ¢ikmasinin ardindan biyolojik kaynaklardan elde
edilen dogal renklendiricilere olan talep artmaktadir. Siyanobakterilerin yapisinda
karotenoidler, klorofil ve fikosiyanin olmak iizere ¢esitli renklendirici olarak

kullanilabilinecek yapilar mevcuttur (Gantt, 1975).

Fikosiyanin gida ve kozmetik sektdriinde kullanim alanina sahip dogal renklendirici
olarak sentetik renklendiricilerin yerini almaktadir. Renklendirici 6zelliginin yanisira dnemli
Olciide antioksidan, antiinflamatuar ve karaciger koruyucu 6zellik de gostermektedir (Romay
and Gonzalez, 2000). C-fikosiyanin igeren fikobiliproteinler, florosan o6zellikleri ile
biyomedikal aragtirmalarda  kullanilmaktadir ~ (Glazer, 1994).  Fikobiliproteinlerin
immunoglobilin, protein A, biotin ve avidin gibi biyolojik 6zgiinlige sahip molekiillerle
birlestirilmesi sonucu floresan prob olarak kullanildigi ve histokimya, floresan mikroskobi,
akis sitometrisi, bagisiklik testleri gibi bir¢cok alanda kullanim potansiyeline sahip oldugu
bildirilmistir (Oi et al., 1982, Glazer 1994, Sekar and Chandramohan, 2008). Omurilik
timoriiniin  belirlenmesinde ve oksidatif stres kaynakli hastaliklarin tedavisinde C-
fikosiyaninin kullanimi mevcuttur (Bhat and Madyastha, 2000). Ila¢ sektdriinde kullanilan
fikosiyanin saflig1 4 iken gida endiistrisinde bu oran 2 olarak belirlenmistir (Bhaskar et al.,

2005).

Spirulina’ dan ekstrakte edilen fikosiyanin; 11k ve sicakliga karsi stabilitesinin diisiik
olmasina ragmen dogal gida renklendiricisi olarak sakiz ve sekerleme gibi {liriinlerde
kullanilmaktadir (Jespersen et al., 2005; Kato, 1994; Hirata et al., 2000). Japonya'da A.
platensis'den elde edilen C-fikosiyanin gida ve kozmetik sektoriinde kullanilmaktadir
(Prasanna et al., 2007).

Yapilan c¢aligmalarda C-fikosiyaninin gidalarda rengi stabilize edici ve reolojik
ozellikleri gibi fonksiyonel 6zellikleri de incelenmistir (Jespersen et al. 2005; Mishra et al.
2008; Batista et al. 2006). C-fikosiyanin renklendirici 6zelliginin yanisira hastalik tedavi
edici, bagisiklik sistemini gii¢lendirici, antioksidan, antikanser, antiviral ve kolestrolii
diisiirticti etkisi de bulunan fonksiyonel bir {iriin olarak da tercih edilmektedir (Jensen et al.,
2001).
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Fikosiyanin diinyada ¢esitli firmalar tarafindan ticari olarak iiretilmektedir. Japonya’da
“Dainippon Ink. & Chemicals Inc.” sirketi “lina mavisi” adiyla ticari olarak fikosiyanin
tretimi yapmakta ve kg fiyatin1 130 dolardan satmaktadir (Herrera et al., 1989; Henrikson,
2011). S. platensis’den elde edilen C-fikosiyanin, Japonya’da gida ve kozmetik alaninda
renklendirici olarak kullanilmasina ragmen Avrupa'da yasal kisitlamalar nedeni ile bu tip
kullanim heniiz onaylanmamustir. C-fikosiyanin, fermente siit iirlinleri, dondurma, alkolsiiz
ickiler, tathilar, sakizlar, buzlu sekerler, dekorasyon {iriinleri gibi bir¢ok gida iiriiniinde
renklendirici olarak kullanilmaktadir. Ancak mavi renkli gidalarin simirlt tiketimi bu
maddenin gidalarda renklendirici olarak kullanimina olan ilgiyi azaltmaktadir. Sicakliga ve
1518a kars1 stabilitesinin zayif olmasina ragmen indigo ve gardenya mavisinden ¢ok daha
dayanikli oldugu kabul edilmistir. Kirmizi mikroalg tiirii olan Phorphyridium aerugineum’dan
elde edilen fikosiyaninin renginin 1s1ga ve pH degisimlerine karsi stabil kaldigi ancak
sicakliga karst duyarli oldugu bildirilmistir. Fikosiyaninin farkli kosullardaki stabilitesinin
belirlenmesi gida proseslerindeki kullanim olanaklarinin tespiti agisindan olduk¢a énemlidir.
Is1 uygulanmaksizin igeceklere (Pepsi ve Bacardi Brezzer) ilave edilmesi halinde oda
sicakliginda 1 ay boyunca renk kaybi olmadigi tespit edilmistir. Kuru gidalarda kullanilmasi
durumunda renk stabilitesi ¢ok yiliksektir. Kek dekorasyonunda kullanilan sekerli ¢igeklerin
renklerinin bir yil boyunca stabil kaldigi belirlenmistir (Eriksen, 2008; Sekar and
Chandramohan, 2008).

Siyanobakterilerin fonksiyonel gida olarak tiiketimi fikosiyaninin kullanim alanlarindan
bir digerini olusturmaktadir. Kurutulmus S. platensis’in fonksiyonel gida olarak tiiketiminde
fikosiyaninin fonksiyonunu gosteren bir dizi ¢aligma bulunmaktadir. Son zamanlarda ilgi
fikosiyaninin fonksiyonel bilesenler igeren kurutulmus S. platensis ile alinmasina dogru
kaymaktadir. Besinsel degerlerinin Gtesinde tiim siyanobakterilerin fikosiyanin igerikleri
nedeniyle, bagisiklik sistemini uyardigi, antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, antikanser ve
kolesterol diisiiriicti etkiler gosterdigi One siirlilmistiir. Siyanobakteriler biyolojik olarak
bir¢ok aktif bilesik icerdiginden, siyanobakterinin tiiketilmesi ile olusan bu saglik etkilerinin

yalnizca fikosiyanin igerigi ile iliskilendirilmesi tam olarak miimkiin degildir (Eriksen 2008).
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Farkli siyanobakterilerden elde edilen saf fikosiyaninin antioksidan ve radikal
uzaklastiric1 aktivitesi oldugu ve bu baglamda saflastirilmis C-fikosiyanin’nin nutrasétik ve
farmasotik olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu bir¢cok arastirici tarafindan
bildirilmistir (Benedetti et al., 2006; Bermejo et al., 2008; Soni et al., 2008). Hidroksil
radikallerinin yok olmasinda fikosiyaninin biiyiik bir kismini olusturan fikosiyanobilinlerin

sorumlu oldugu belirlenmistir (Zhou et al., 2005).
2.5. Mikroenkapsiilasyon

Dogal renk katki maddeleri 151k, 1s1 ve pH’ya kars1 hassas olduklar1 gibi oksidasyona da
dayanikli degildirler (Freund et al., 1988). Mikroenkapsiilasyon, ¢ekirdek materyalin
korunmasi, dayanikliginin artmasi ve yavasca agiga ¢ikmasini saglamak i¢in uygulanilan
teknolojik islemlerdendir. Dogal gida renklendiricilerinin, dayanim, ¢oziiniirliik ve elde etme
problemlerinin iistesinden gelmek i¢in uygulanan mikroenkapsiilasyon islemi igin g¢esitli
teknolojiler ve kaplama materyallerinden yararlanilmaktadir. Enkapsiilasyon islemi ile elde
edilen dogal renk maddelerinin oksidasyon ve ¢oziinilirlige karst dayanimi gelismekte
boylelikle kullanimi daha kolaylasmaktadir. Ayrica enkapsiilasyon ile pigmentlerin sudaki

dagilabilirlikleri de artmaktadir (Ozkan ve Ersus, 2014).

Enkapstilasyon; bir maddenin veya karisimin baska bir madde veya sistem ile
kaplanmast veya hapsedilmesi olarak tanimlanmaktadir (Madene et al., 2006).
Mikroenkapstilasyon ise aktif bir maddenin (¢ekirdek materyal) ¢evresinin bir veya daha fazla
kaplama maddesi (duvar materyali) ile sarilip mikrometre ile milimetre araliginda biiyiikliige
sahip kapsiillerin (mikrokapsiil) elde edilmesinde kullanilan bir teknolojidir. Mikrokapstiller
basitce kiire seklinde olup cevresinde homojen bir duvar yer almaktadir. Mikrokapsiil
icerisinde yer alan madde veya karisim, ¢ekirdek, i¢ faz veya dolgu olarak ifade edilirken dig
kisimda yer alan duvar ise kabuk, kaplama, duvar materyali veya membran olarak
isimlendirilmektedir (Gharsallaoui et al., 2007). Kaplama maddesi ¢ekirdegi 1sik, sicaklik,
oksijen, nem ve diger bilesenler ile etkilesim gibi ¢evre kosullarindan korumaktadir. Ayrica
cekirdek materyalinin istenilen kosullarda kontrollii sekilde kapsiilden salinimi

saglanabilmektedir (Risch, 1955; Dziezak, 1988) .
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Mikrokapsiillerin goriiniisleri ¢ekirdek materyalinin fiziko-kimyasal 6zelliklerine, duvar
materyalinin kompozisyonuna ve mikroenkapsiilasyon teknigine gore degisim gostermektedir.

Sekil 2.8°da farkli tiplere sahip mikrokapsiiller goriilmektedir.
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COK GEKIRDEKLI COK TABAKALI
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)
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Sekil 2.8. Farkl: tiplerde mikrokapsiil morfolojileri (Gibbs et al., 1999)

Mikroenkapsiilasyon iiriinlerinin ortaya ¢ikist 1950lerde, basinca duyarli karbonsuz
kopya kagidi tiretilmesi yoniinde gergeklestirilen arastirmalar sonucunda baslamistir (Green

and Scheicher, 1955).

Enkapsiilasyon teknolojisi glinlimiizde farmokoloji, kimya, kozmetik, gida ve boya gibi farkl
birgok sektorde kullanilmaktadir (Augustin et al., 2001; Heinzen, 2002). Mikroenkapsiilasyon
teknolojisinin gida endiistrisinde kullanilmas: da oldukga eskiye dayanmaktadir. Ozellikle son
yillarda fonksiyonel gidalarin 6neminin giderek artmasi sonucunda mikroenkapsiilasyon
islemi gida sektorii igin daha ¢ok anlam kazanmistir (Kunz et al., 2003). Mikroenkapsiilasyon
teknigi, gida sektoriinde genellikle, sivi damlaciklarin, kati partikiillerin veya gaz bilesenlerin
gida safliginda kaplama materyalleri ile kaplanmasi i¢in kullanilmaktadir (Gharsallaoui et al.,
2007). Gida firtinleri igerisinde ¢ogunlukla kat1 ve siv1 yaglar, aroma bilesenleri, vitaminler,

mineraller, renk bilesenleri ve enzimler mikroenkapsiillenmislerdir.



21

Mikroenkapsiilasyon teknolojisinin gida endiistrisinde kullanim amaglar1

e Kaplanacak maddenin dis etkenlere kars1 korunmasi (1s1, nem, hava ve 151k gibi);
e Bubharlasarak kaybolmasinin 6nlenmesi; fiziksel 6zelliklerinin daha iyi korunmasi;
e Maddenin kaplanmasiyla taginmasinin kolaylastirilmast;

e Dogru yerde ve dogru zamanda ¢alismasinin saglanmast;

e Kaplanacak maddenin tat ve kokusunun maskelenmesi;

e Bagka bilesenlerle reaksiyona girmesinin 6nlenmesi;

o Kiicilik miktarlarda kullanimi istendiginde seyreltilebilmesi ve

e Seyreltmenin homojen bir halde saglanmasi seklinde siralanabilir (Desai and Park,
2005).

Gida bilesenlerinin ¢ekirdek materyal olarak kullanilip kaplama materyalleri igerisinde
enkapsiilasyonu isleminde birgok farkli yontem kullanilmaktadir. Mikroenkapsiilasyon
yonteminin se¢ilmesi esnasinda, gekirdek ve kaplama materyallerinin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin ve kaplanacak olan gida bileseninin kullanilacagi yerin biiyiik énemi vardir.
Cizelge 2.1. de gidalarin kaplanmasinda kullanilan mikroenkapsiilasyon teknikleri ve segilen
teknige gore temel islem basamaklari verilmektedir. Modifiye kaplama materyallerinin ve
yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasi ile birlikte giliniimiizde fonksiyonelligi c¢ok yiiksek
mikroenkapsiile gidalar elde edilebilmektedir. Enkapsiile edilmis bilesenlerin agiga ¢ikmasi
pH degistirme, mekaniksel kuvvet, sicaklik, enzimatik aktivite, zaman, ozmotik kuvvet gibi
tetikleyici faktorlerle baslamaktadir. Gida endiistrisinde gerceklestirilen enkapsiilasyon
islemlerinde maliyet, farmakoloji veya kozmetik endiistrisine gore daha biiyilkk 6nem arz
etmektedir. Kullanilacak olan kaplama materyallerinin ve mikroenkapsiilasyon yonteminin

secimi ayr1 ayr1 diisliniilemez.
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Cizelge 2.1 Farkli mikroenkapsiilasyon teknikleri ve her teknikte kullanilan iglem basamaklar1 (Desai and Park,
2005)

Mikroenkapsiilasyon Teknigi Islem Basamaklari

Piiskiirtmeli kurutma Dispersiyon hazirlama
Dispersiyonun homojenizasyonu
Beslenen dispersiyonun atomizasyonu

Atomize pargaciklarin kurutulmasi

Piiskiirtmeli dondurma Dispersiyon hazirlama
Dispersiyonun homojenizasyonu

Beslenen dispersiyonun atomizasyonu

Akiskan yatakta kaplama Kaplama sivisinin hazirlanmasi
Kaplanacak olan maddenin akiskanlastirilmasi

Kaplanacak olan maddenin kaplanmasi

Ekstriizyon Eritilmis kaplama sivisinin hazirlanmasi

Erimis polimerlere kaplanacak maddenin dispersiyonu

NS N N N R N N N N N NN

Kaplama maddesi - kaplanacak madde dispersiyonunun
sogutulmasi veya dehidrate edici s1vi igerisinden

gecirilmesi

Dondurarak kurutma v" Kaplanacak madde karigiminin kaplama sivisi igerisine
karistirilmasi

v Karisimin dondurularak kurutulmasi

<

Koaservasyon Birbirine karigmayan ti¢lii kimyasal s1v1 fazinin
olusturulmasi
Kaplanmis materyalin dinlendirilmesi

Kaplanmis materyalin katilastirilmasi

Kokristalizasyon Siiper doygun sakkaroz sivisinin hazirlanmasi

Kaplama materyalinin siiper doygun siviya eklenmesi

A NERNEENEENEEN

Sivinin, sakkarozun kristalizasyon sicakligina ulagsmasi

ile gerekli 1s1nin emilimi

<

Lipozom tutuklama Mikro akiskanlastirma

<\

Ultrasonikasyon

v’ Uzaklastirilacak kismin buharlastirilmasi
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Dogal renk maddelerinin kaynaklarindan ekstrakte edilmeleri ile stabilite problemi
ortaya cikmaktadir. Renk maddelerinin mikroenkapsiilasyonunda, piiskiirtmeli kurutma,
dondurarak kurutma, koaservasyon ve emiilsiyon yontemleri kullanilirken, gida endiistrisinde

en yaygin kullanilan yontem piiskiirtmeli kurutmadir.

Fikosiyaninin kararliliginin smirli oldugu ve yapisindaki proteinlerin 1s1l kararliliginin
koruyucu katki maddeleri veya diisiik konsantrasyonlarda seker eklenmesi ile arttigi, sitrik
asit eklenmesiyle de kararliliginin 35°C’da 45 giine ¢iktig1, renkte minimum kayip oldugu ve
raf omriinii gelistirdigi belirlenmistir (Jespersen et al., 2005; Chaiklahan et al., 2012; Mishra
et al., 2008). Cevresel kosullara karsi kararliliginin diisik olmasi fikosiyaninin dogal
renklendirici olarak gidalarda kullanimini sinirlamaktadir. Enkapsiilasyon teknolojisi gida
bilesenlerini bozunmaya kars1 korumayr amaglayan ve gida islemede yaygin kullanilan bir
yontemdir. Dogal renk maddelerinin gida iiriinlerinde kullanilabilmesi i¢in stabilitelerinin ve
yavas salimimlarmin saglanmast amaci ile biyo-uyumlu ve biyo-parcalanabilir kaplama
maddeleri ile kaplanmasi1 gida endiistrisi i¢in biiylik 6nem tasimakta ve kullanim alanlarini
yayginlastirmaktadir. Kaplanan renk maddelerinin katildiklar1 gida sisteminde salinimlarinin
kolay ve diizglin olmasi i¢in kapsiil parcacik boyutunun kiiciik (mikro), pargacik boyut

dagiliminin dar olmasi gereklidir.

Mavi fikobiliproteinlerden = olan  fikosiyaninin  stabilitesinin  arttirilmasinda
enkapsiilasyon teknolojisinin uygulanmast ile ilgili literatiirde smirli sayida calisma
bulunmaktadir. Fikosiyaninin mikroenkapsiilasyonu ile ilgili yapilan bir ¢aligsmada alginat ve
kitosan kaplama metaryalleri ile ekstriizyon yontemi uygulanmistir. Oncelikle %1-3.5 (w/w)
alginat ¢ozeltileri olusturulup ¢esitli oranlarda fikosiyanin ile karistirilmis ve %2’lik kalsiyum
kloriir ¢dzeltisinde ekstriizyon uygulanmistir. Uriinler dondurarak kurutucuya yerlestirilerek
fikosiyanin/alginat mikroenkapsiilleri (PAM) elde edilmistir. Diger {iriin grubunda ise %?2’lik
kitosan ¢ozeltiside kullanilarak fikosiyanin/alginat/kitosan mikrokapsiilleri (PACM)
olusturulmustur. Yapilan galigma sonucunda optimum kosullarin %2.5 alginat, %2 kitosan, %
2.5 kalsiyum kloriir oldugu ve fikosiyanin alginat oran1 3:2 oldugu belirlenmistir. Hem PAM
hem de PACM ile kiiresel sekilli tiriinler elde edilirken, PACM ile ¢ap1 daha kiigiik iirtinler
elde edilmistir. Depolamada sicakligin etkisi PACM ile azaltilabilirken, PAM’in etkisi
olmamustir. Enkapsiile iirtinlerin asidik kosullara dayanikli oldugu ve hafif alkali kosulda

fikosiyaninin agiga ciktig1 gozlemlenmistir (Yan et al., 2014).
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2.5.1. Piiskiirtmeli kurutma yontemi

Siv1 akiskan formdaki gida maddelerinin kurutularak toz forma doniistiiriilmesinde,
iriin verimliligi ve diigiik isletme maliyetleri acisindan diger kurutma yontemlerine kiyasla en
¢ok tercih edilen kurutma yontemi piiskiirtmeli kurutmadir. Plskiirterek kurutma isleminin
temel prensibi; sivi akiskan formdaki liriinlin kurutma hiicresindeki sicak hava igerisine doner
atomizor veya nozul yardimi ile ¢ok kiigiik damlaciklar halinde beslenerek iiriine genis bir
yiizey alan1 kazandirilmasit ve bdylece hizli bir evaporasyon isleminin saglanmasidir.
Piiskiirtmeli kurutucu islem basamaklari; (1) beslemenin atomizasyonu ile damlacik olusumu,
(2) damlaciklarin sicak kurutma havasi ile temasi, (3) damlaciklardan nem uzaklasmasi, (4)
toz tiriinden havanin ayrilmasi seklinde gergeklesmektedir. Piiskiirtmeli kurutucu sematik

gosterimi ve islem basamaklarinin siralamasi Sekil 2.9. 'da goriilmektedir.

2, Basamak
T l Besleme Damlacik-Hava
} 1LBa§amak | etkilesimi

| Atomizasyon | | '

L ' Hava = —

=
|
|

I AT (T

4. Basamak
Toz Grin-hava
ayrimi

a Toz lirlin

e

3. Basamak
Nem uzaklasma

Sekil 2.9. Piiskiirtmeli kurutucu sematik gésterimi ve islem basamaklari

Piiskiirtmeli kurutucuda atomizdr veya nozul tarafindan olusturulan damlaciklar sicak
hava akimi ile temas eder etmez damlacik yiizeyinde buharlagsma olay1 baglar. Bu anda
damlacik yiizeyindeki sicaklik yas termometre sicakligindadir. Damlaciktan nemin
uzaklastirilmasi, yiizeyde olusan kabuktan nemin diflizyon hizina bagl olup zamanla olusan
kabuk kalinlasarak nem diflizyonu da azalir ve kuruyan tanecik ¢ok kisa siirede (1-10 saniye)
havanin ¢ikig sicakligina ulagmadan kurutma kabinini terk eder (Foust et al., 1976;
Geankoplis, 1983). Dolayisiyla {iriin ¢ikis sicaklign hava c¢ikis sicakliginin altinda

kalmaktadir. Piiskiirtmeli kurutma isleminde son {irliniin kalitesini ve kurutma isleminin
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etkinligini dogrudan etkileyen ve siv1 akigkan tirliniin kurutma ortaminda kiigiik damlaciklar
seklinde dagilmasin1 saglayan atomizasyon isleminde doner tip atomizorler veya nozullar
kullanilmaktadir. Doner tip atomizorler kanall1 disli ve kanalsiz disk seklinde ikiye ayrilirken,
nozul tip atomizorler ise atomizasyon isleminde uygulanan kuvvet tipine bagli olarak basingli,
sonik ve pnomatik olmak iizere iice ayrilmaktadir. Piiskiirtmeli kurutucuda kullanilacak olan

doner veya nozul tipi atomizor segerken;

e Besleme kapasitesi

e Beslemenin fiziksel 6zellikleri (yogunluk, viskozite, vb.)
e Partikiil boyutu

e Partikiil boyut dagilimi (homojenlik)

e Islem esnekligi

¢ Kurutuma odasinin dizayni dikkate alinmalidir.

Son yiizyilda piiskiirtmeli kurutma teknolojisi derinlemesine incelenmistir. Literatiirde
yer alan birgok ¢aligmada (de Vilder et al., 1976; Alexander and King, 1985; Rosenberg et al.,
1988; Wallack et al., 1990; Twomey et al., 2000; Kelly et al., 2002; Schuck, 2002) da
belirtildildigi tizere piskiirtmeli kurutucu islem parametreleri (besleme hizi, besleme
konsantrasyonu, sicaklik, yiizey gerilimi) son {iriiniin fiziksel 6zellikleri iizerine dogrudan
etkilidir. Masters (1972) sabit atomizasyon basincinda ve kurutma kosullarinda besleme
hizinin ve konsantrasyonun ylikselmesiyle elde edilen son iiriiniin partikiil boyutunun
artacagini belirtmistir. Ayrica beslemenin yiizey geriliminin artmasiyla da son iiriiniin partikiil
boyutu artmaktadir. Piiskiirtmeli kurutucuda diger énemli bir iglem parametresi olan hava
giris sicakliginin yiikselmesi ise partikiil boyutunu artirirken, yigin yogunlugunun azalmasina
neden olmaktadir. Hava hizinin yiikselmesinin ise y18in yogunlugu lizerine sabit bir etkisi
bulunmazken, 1s1 ve kiitle transfer hizin1 artirdig1 icin partikiil boyutunu etkilemektedir.
Besleme c¢ozeltisinin pompalama hizi ve kuru madde igerigi yiikseldigi takdirde ise elde

edilen toz tiriiniin pargacik boyutunun arttig1 bilinmektedir (Ilicali ve Aslan, 1993).
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Piiskiirtmeli kurutmanin en biiylik avantaji, hem hidrofobik hem de hidrofilik polimer
coOzeltilerde kullanilabilir olmasidir. Ekonomik olmasi ve {iriiniin ¢ok kisa siire kurutucuda
kalmasi ise diger avantajlaridir. Dezavantaji ise kurutma g¢emberinin duvarina yapisma
problemi ve hassas liriinlerin yiiksek sicaklik ile temas ederek bozulmasidir (Nesterenko et al.,
2013).

Kaplama materyalinin se¢imi de plskiirtmeli  kurutucuda gergeklestirilen
mikroenkapsiilasyonun 6nemli basamaklarindandir. Gidalar i¢in genellikle kaplama materyali
olarak karbonhidratlar (maltodekstirinler, kitosan, dekstroz, laktoz, pullulan v.b.), seliilozlar
(karboksimetilseliiloz, metilseliiloz, etilseliiloz vb.), gamlar (akasya gami, agar, sodyum
aljinat), proteinler (gluten, kazein, jelatin) kullanilabilmektedir (Ko¢ vd., 2010). Cizelge
2.2.'de c¢esitli  bilesenlerin  piiskiirtmeli ~ kurutma  yontemiyle  gerceklestirilen

mikroenkapsiilasyon ¢alismalar1 ve islem parametreleri gosterilmektedir.
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Cizelge 2.2. Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile gerceklestirilen mikroenkapsiilasyon ¢aligmalari

Cekirdek  Kaplama Hava giris Hava ¢cikis  Enkapsiilasyon Referans
materyali  materyali sicakhigr  sicakhgi gerekcesi
(°O) (°O)
Etil butirat  Peynir alti suyu 160 80 Aroma Rosenberg
ve Etil proteinleri/laktoz korunmasi and Sheu,
kaprilat 1996
Likopen Jelatin/sakkaroz 190 52 Depolama Shuetal.,
stabilitesini 2006
artirma
Siyah Maltodekstrin 160 107 Depolama Ersus ve
havug stabilitesini Yurdagel,
antosiyanin artirma 2007
pigmenti
Portakal Laktoz/kazeinat 180 80 Aroma Edris and
yagi korunmast Bergnstahl,
2001
D-limonen  Gam arabik/ 200 110 Oksidasyon Soottitanta
maltodekstrin/ onlenmesi wat et al.,
modifiye nisasta 2005
Portakal Mesquite gam 200 110 Oksidasyon Beristain et
kabugu onlenmesi al., 2002
yagl
Limon yag1 B-siklodekstrin 160 60 Aroma Baik et al.,
korunmasi 2004
Ton baligi  Kitosan/lesitin 180 - Oksidasyon Jimenez et
yagi onlenmesi al., 2004
Karabiber  Gam 176-180 105-115 Aroma Shaikh et
oleoresini arabik/modifiye korunmasi al., 2006
nisasta
Kurkumin  Jelatin, nisasta 190 70 Suda ¢oziiniirlik Wang et al.,
kazandirilmasi 2009
Likopen Modifiye nisasta 180 98 Suda ¢oziiniirlik Rocha et al.,
kazandirilmasi, 2012
stabilitesinin

gelistirilmesi
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2.5.2. Koaservasyon yontemi

Koaservasyon yontemi, genel anlamda, birbirine karismayan iki kolloid sisteminde faz
ayrilmasi olarak tanimlanir (de Kruif et al., 2004). Koaservasyon, kaplama materyalinin sivi
fazinin polimerik ¢ozeltiden ayrilmasi ile birlikte kaplama fazinin ¢ekirdek materyali homojen
bir tabaka halinde sarmasi1 sonucunda gergeklesmektedir (Desai ve Park, 2005). Koeservasyon
enkapsiilasyon teknolojisinin orijinal yontemi olarak da bilinmektedir (Risch, 1995). Bu
yontem enkapsiilasyon isleminde calisilan ilk yontem olup Green and Scheicer (1955)‘in

basinca duyarl karbonsuz kopya kagidi iiretimine yonelik ¢calismalarinda kullanilmistir.

Koaservasyon basit ve karmasik koaservasyon olmak {izere ikiye ayrilir. Basit
koaservasyonda tek bir tip polimer kullanilirken karmasik koaservasyon isleminde ise iki
veya daha fazla polimer kullanilmaktadir. Basit koaservasyonda desolvasyon ajan: faz ayrimi
icin eklenmektedir. Kompleks koaservasyonda ise iki zit yiikli polimer arasinda
komplekslesme olugmaktadir. Kompleks koaservasyon metodunda suda ¢oziinebilen iki farkli
yiikke sahip duvar malzemeleri kullanilir ve bir polimerin eksi yiikii ile digerinin pozitif
yiikiinlin nétralizasyonu, polimer bakimindan zengin fazin ayrilmasina neden olur. Cekirdek
materyal polimer ile uyumlu olmali ve koaservasyon ortaminda ¢oziinmemelidir. Kaplama
malzemeleri bu bakimdan olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Segilen kaplama malzemesinin
kapstile edilecek malzemeyle herhangi bir etkilesiminin olmamasina dikkat edilmeli ve
bununla birlikte suda ¢06ziinebilir, biyouyumlu ve biyopargalanabilir 6zelliklere sahip

olmalidir (Gibbs et al., 1999).

Diger enkapsiilasyon yontemlerinden farkli olarak enkapsiile yap1 kimyasal yontemlerle
olusturulmaktadir. Yapilan enkapsiilasyon c¢aligmalarinda koaservasyon islemi i¢in kaplama
materyali olarak gliadin, heparin/jelatin, karragenan, Kkitosan, soya proteini, jelatin/
karboksimetil seliiloz, B-laktoglobulin/gam akasya kullanilmistir. Bunlar arasindan en ¢ok

caligilan jelatin/ gam kombinasyonlaridir (Gouin, 2004).

Koaservasyon yonteminde jelatin materyalinin kullanilmasimin yapinin olusturulmasi
icin kritik 5nem tasidig1 yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir (Ozkan ve Ersus, 2014). Jelatin
ve arap zamki kompleks koaservasyon yonteminde siklikla kullanilan iki polimerdir. Jelatin
protein yapida olup pozitif yiike sahiptir, arap zamki ise polisakkarid olup negatif yiike

sahiptir. Jelatin ve arap zamki tipik polielektrolitlerdendir. Jelatin izoelektrik noktasinin
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altindaki pH’da pozitif, arap zamki ise negatif yiiklidir. Uygun pH, sicaklik ve
konsantrasyonda kompleks olusturarak faz ayrismasi saglanmaktadir. Koaservasyon islemi
tizerinde pH ve sicaklik degiskenleri 6nemli rol oynamaktadir. Yontemin prensibi Sekil

2.10.'da belirtilmektedir.

Koaservasyon yonteminde yapinin daha saglam olmasi i¢in ¢apraz baglayici ajanlar da
kullanilabildigi gibi islem sonrasi iirlindeki suyun uzaklastirilmasi i¢in kurutma islemi de
gerceklestirilmektedir (Gibbs et al.,1999). Bu sebeple literatiirde yapilan ¢alismalarda sicak
hava ile kurutma (Sutaphanit and Chitprasert, 2014; Quan et al., 2013), piiskiirtmeli kurutma
(Tapal and Tiku, 2012; Dong et al., 2011; Eratte et al., 2014; Jun-xia et al., 2011),
dondururarak kurutma (Leclercq et al., 2009; Eratte et al., 2014; Santos et al., 2015) ve vakum
kurutma (Dima et al., 2014; Eratte et al., 2014) yontemleri kullanildig: belirtilmektedir

Koaservasyon yontemi ile elde edilen mikrokapsiillerin kontrollii salinim ve 1siya direng
Ozelliklerinin iyilestigi yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (Jun-xia et al., 2011) Jelatin ve
gum arabik kombinasyonu kullanilarak karbonsuz kagit, koku ve aroma esansli malzemelerin
tiretimi gergeklestirilmistir (Jun-xia et al., 2011). Koaservatin yapisini iyilestirmek amaciyla
baz1 yilizey aktif maddeler de kullanilmaktadir, fakat bunlarin miktarmin optimizasyonu
yapinin olusturulmasi bakimmdan onem tasimaktadir (Nakagawa et al., 2004). Koaservat
yontemiyle elde edilen mikrokapsiillerin kontrollii salinim o6zelligi partikiiliin yapisina,

boyutuna, ¢apraz baglama 6zelligine ve salinim ortamina gore belirlenir.

.-""J" {:2{?{:: TEE%;: f:f:f.";.‘. ) o OO'

Emiilzivon | Koaservasyon | AF=1 ywap1

Karponhidrat yspas [Swm arabis)
Protein yapaz [lelatim)

Cakirdek
materyali

Sekil 2.10. Kompleks koaservasyon yonteminin prensibi (Madene et al., 2006)
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Koaservasyon teknolojisi, gida endiistrisinde sik kullanilan bir yontem degildir. Bunun
baslica sebebi, islemin ¢ok karmasik olmasinin yaninda maliyetinin de yiiksek olmasidir
(Soper, 1995). Dogal renk pigmentlerinin koaservasyon yontemi ile enkapsiilasyonunda
islem degiskeni olarak genellikle ¢ozelti sicakliginin koaservatif yapit olusumu iizerindeki
etkisi incelenmistir (Wang et al., 2014; Nakagawa and Nagao, 2012; Ireche et al., 1995;
Butstraen and Salaiin, 2014). Cizelge 2.3 de koaservasyon yontemi kullanilarak

gerceklestirilen mikroenkapsiilasyon ¢alismalari ve islem parametreleri verilmistir.
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Cizelge 2.3. Koaservasyon yontemi ile gerceklestirilen mikroenkapstilasyon ¢alismalari

Cekirdek Kaplama Ortam pH  Enkapsiilasyon Referans
materyal materyali Sicakhigi gerekeesi
(O
Tuna yagi Jelatin, Sodyum 50 4.7 Oksidasyonun Wang et al.,
(omega-3 yag hekzametafosfat Onlenmesi 2014
asitleri) (SHMP)
Lutein Jelatin, Gum 45 4.2 Stabilitesinin Qvetal., 2011
arabik, gelistirilmesi
Ksilitol Jelatin, Gum 50 4.0 Stabilitesinin Santos et al.,
arabik, gelistirilmesi 2015
Tuna yagi Peynir alt1 suyu 25 3.75 Oksidasyonun Eratte et al.,
(omega-3 yag protein izolati, Onlenmesi 2014
asitleri) gum arabik
Kurkumin Soya protein 25 Sudaki Tapal and Tiku
izolat1 ¢cozinlrligini 2012
arttirmak
Fukoksantin Jelatin, Gum 50 4.00 Oksidasyonun Quan et al.,
arabik onlenmesi, Sudaki 2013
¢Oziiniirliglini
arttirilmasi
Aroma Jelatin, Gum 42 4.2 Stabilitesinin Leclercq et al.,
bilesenleri arabik gelistirilmesi 2009
(limonen ve
mentol)
Kirmizi renk Kitosan, gum 45 3.6 Sudaki Butstraen and
maddesi (yagda arabik ¢cozlnlrliglini Salaiin 2014
¢Oziiniir) arttirilmasi
Portakal yagi Soya protein 50 4.00 Oksidasyonun Jun-xia et al.,
izolati, Gum Onlenmesi, 2011
arabik aromanin
korunmasi
Nane yag1 Jelatin, Gum 50 4.00 Stabilitesinin Dong et al.,
arabik gelistirilmesi 2011
Feslegen Jelatin 40 3.5- Stabilitesinin Sutaphanit and
esansiyel yagi 4.00 gelistirilmesi, Chitprasert,
Oksidasyonun 2014
Onlenmesi,
Yenibahar Kitosan- k- 25 45 Fonksiyonel Dima et al.,
aromatik yagi Karragenan 0zellik kazanmasi, 2014

Stabilitesinin
gelistirilmesi
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2.6. Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology)

Geleneksel optimizasyon yontemlerinin temelini, sadece bir parametreyi zamanla
degistirirken digerlerini sabit tutmak olusturur. Bu yaklasim, arastirmaciya hem maliyet hem
de zaman acisindan 6nemli dezavantajlar getirmektedir. Ayrica, bu yaklagimla c¢esitli islem
parametreleri  arasindaki etkilesimlerin  belirlenmesi ve prosesin tam anlamiyla
tanimlanabilmesi i¢in yeterli veri elde etmek oldukea giigtiir (Cochran and Cox, 1957). Yanit
ylizey yontemi ise, sistemin yanitini etkileyen ¢ok sayida degiskeni bir arada ve eszamanli
olarak incelemektedir. Bu sayede, prosesin islem parametrelerindeki degisime verdigi yanit en

az sayida deneme yapilarak en iyi sekilde tanimlanabilmektedir.

Yanit ylizey yontemi, “Denemelerin Optimum Kosullara Ulasmasi” ismi ile 1951
yilinda Box ve Wilson tarafindan gelistirilmis ve tamimlanmistir. Ik olarak kimya
endiistrisine uygulanmistir. Son 50 yilda fiziksel bilimler ve miihendislik, sosyal bilimler,
biyoteknoloji ve gida endiistrisini de iceren c¢esitli dallarda da uygulama alani bulmustur.
Uriin ve proses tasariminda, tanimlanmasinda, gelistirilmesinde ve optimizasyonunda,
belirsizlik (uncertainty) analizlerinde, kalitenin iyilestirilmesinde sik¢a kullanilan bir
yontemdir. Yanit yiizey yontemi, gida bilimi ve teknolojisi alaninda da yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Firinda pisirme, osmotik dehidrasyon, kurutma, firinda kavurma,
ekstraksiyon, ekstriizyon, pastdrizasyon ve biyoteknolojik islemler, enzim {iretimi,
fermantasyon, pilskiirtmeli kurutma, mikroenkapsiilasyon gibi c¢esitli alanlarda pek ¢ok
arastirmaci tarafindan basarili bir sekilde kullanilmistir (Cui et al., 1994; Sacchetti et al.,
2001; Eren ve Kaymak Ertekin 2007; Mundra et al., 2007; Kog vd., 2010; Kog vd., 2011; Kog
vd., 2015).

Khuri ve Cornell (1996), yanit yilizey yontemini, bir igletim sisteminde problemlerin
analiz edilmesi ve modellenmesi i¢in, deneysel faktorlerle bunlarin Sl¢giilen yanitlari arasinda
baglantilar kuran matematiksel ve istatistiksel teknikler olarak tanimlamaktadir. Myers ve
Montgomery (1995) ve Montgomery (2001) ise yanit yiizey yOntemini, proseslerin
gelistirilmesi ve optimizasyonu i¢in gerekli istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada
kullanildig1 bir yontem olarak tanimlamistir. Box ve Draper (2007) yanit yiizey yontemini
tanimlarken; empirik model gelistirmek ve bu modeli degerlendirmek i¢in kullanilan bir grup

istatistiksel teknikleri kapsadigini belirtmiglerdir. Dikkatlice dizayn ve analiz edilmis
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denemelerle, bagimli bir degisken veya yanit ile bu yanit1 etkileyen bagimsiz degiskenler

arasindaki iliskiyi aragtirmaktadir, ifadelerine yer vermistir.

Yanit yiizey yontemi, deneysel tasarimi, emprik model gelistirmeyi ve bu modeli
degerlendirmeyi iceren iteratif bir prosestir. Yanit yiizey yonteminin ilkesini, bir dizi
istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birbiri ardina uygulanmasi ve her bir asamada elde
edilen verilerin bir sonraki asamada kullanilmasi olusturmaktadir. Genel olarak yanit yiizey
yontemi 3 asamadan (eleme denemeleri, bolge arastirmasi ve islemin veya {irlinlin
optimizasyonu) olusmaktadir. Sistemi karakterize eden performans olgiilerinin (yanitlarin) ve
bu yanitlar iizerinde etkili olabilecek faktorlerin veya kontrol edilebilir degiskenlerin
belirlenmesi gerekmektedir. Genellikle bu faktorler olduk¢a uzun bir liste olusturmaktadir. Bu
durumda, eleme (screening) denemeleri yapilarak bu faktorler arasindan istatistiksel olarak en
onemli olanlar segilebilir. Eleme denemeleri, daha az sayida ve daha verimli esas deneme
yapilmasina olanak saglamaktadir. Ayrica maliyet ve zaman agisindan da 6nemli avantajlar

saglamaktadir.

Ikinci asama olan bolge arastirmasinda amag, eleme denemeleri ile belirlenen bagimsiz
degiskenlerin sistemin yanitinda olusturduklar1 degerlerin, optimum noktaya yakin sonuglar
verip vermedigini belirlemektir. Optimum noktaya yaklastik¢a yanit yilizeydeki egrilik daha
belirgin hale gelmektedir. Yanit yilizey yonteminin bu asamasinda birinci dereceden modeller
kullanilir. Birinci dereceden modeller sistemin yanitini belirlemede yeterli ise segilen deneme
bolgesinin optimum noktadan uzakta oldugu anlasilir ve yeni bir deneme bolgesi se¢ilir. Bu
islem, olusturulan yanit yiizeydeki egriligin 6nemli oldugu bdlgeler bulununcaya kadar devam

eder.

Yanit ylizey yonteminin ii¢lincli asamasi, islem optimum noktaya yaklasildiginda bagslar.
Gercek yanit fonksiyonu optimum nokta etrafinda 6nemli bir egrilik gostermektedir. Bu
egriligin tahminlenmesinde lineer olmayan modeller, genellikle ikinci dereceden polinomiyal
modeller kullanilir. Uygun bir model elde edildikten sonra, bu model optimum noktanin

arastirilmasinda kullanilir.

Gorildigi  gibi, yamit ylizey yontemi, proses degiskenlerinin deneysel uzaymi
arastirmak icin deneysel stratejileri, sistemin yaniti ve iizerinde etkili olan bagimsiz

degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in kullanilan empirik modelleme tekniklerini ve
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proses degiskenlerinin sistemin yanitinda arzu edilen etkiyi gosterdigi seviyelerinin

bulunmasi i¢in kullanilan optimizasyon tekniklerini igermektedir (Eren, 2004).

Denemelerin dizayn edilmesi, modelin se¢imi ve gelistirilmesi, modelin istatistiksel
olarak dogrulanmasi ve optimizasyon, yanit yiizey yonteminin baslica kisimlarini

olusturmaktadir. Yanit yilizey yonteminin akis semas1 Sekil 2.11°de gosterilmistir.

Yanit ylizey yonteminin bazi avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yontemin

avantajlarini agagidaki gibi siralayabiliriz:

e Daha az deney yaparak, daha fazla bilgi sahibi olma imkan1 vermektedir.
e Bagimsiz degiskenlerin etkilerinin birlikte incelenmesini miimkiin kilmaktadir.
e Sistemin matematiksel bir model ile tanimlanmasi, dolayisiyla bagimli degisken ve

bagimsiz degisken arasindaki iliskinin bu model ile ifade edilmesini saglamaktadir.

Yanit ylizey yoOnteminin dezavantaji ise, elde edilen modelin dogrusal olmayan
sistemlerin modellenmesinde basarili olamamasidir. Hiperbolik ya da ¢an egrisi seklinde
simetrik olmayan fonksiyonlar, polinomiyal modeller ile modellenememektedir (Myers and
Montgomery, 1995).
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Bihnen Faktérler Bilnmeven Faktdrler
l Onemsiz
Eleme Denemelen % foltigder

Onemli

Faltérlar
Etkilerin = ve  etkilesimlenin
tahmumlermesi

Hawyir

l Ewvet

Tamt Yiizey Yonteni

Hayr

Fontrol

Sekil 2.11. Yanit Yiizey Yonteminin Akig Semasi
2.6.1. D-Optimal dizayn

D-optimal dizayn bodlge tarama ve optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmakta olup,

asagidaki durumlar i¢in sikca tercih edilmektedir.

e Diizensiz deneme bolgesinde tarama veya optimizasyon ¢alismalarinda

e (ok seviyeli nitel faktor tarama caligmalarinda

e Nitel faktorler ile optimizasyon ¢alismalarinda

e Deneme sayilarinin klasik dizayna gore azaltilmasi istendiginde

o Ozel regresyon modellerinin fit edilmesi gerektiginde

e Proses ve karisim faktorlerinin ayni dizayn igerisinde incelenmesi gerektigi

durumlarda
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D-optimal dizayn bilgisayar destekli tiiretilmis bir dizayn olup, yanitlar ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskiyi aciklamak igin tahminlenen bir matematiksel model
olusturmaktadir. Klasik dizaynlarin aksine D-optimal dizayn olusturulan matematiksel modeli
temel alarak muhtemel yeni alt bdlgeler yaratmaktadir. Olusturulan bu alt bolgelerde de

tarama islemi gerceklestirilir.

Bir calismada deneme bolgesi, arastirilan bagimsiz degiskenlerin sinirlar1 tarafindan
tanimlanir. Her bir bagimsiz degiskenin tek tipi, bagimsiz degiskenlerin bolgeleri ve toplam
bagimsiz degisken sayisi deneme bolgesinin alanini etkiler. Kiibik ve kuadratik dizaynlarin

aksine D-optimal dizaynda deneme bolgeleri hiperkiiplere benzemektedir (Eriksson, 2008).

Bir problemin formiilasyonunda biitiin alanlarin incelenmesi miimkiin olmadig1 icin
kisitlamalar olusmaktadir. Kisitlama, deneme boélgesinin bir kosesinin deneyler igin
ulasilabilir olmadigini ifade etmektedir. Sekil 2.12.'deki orta ¢izgi sag iist kosedeki kisitlama
ile kuadratik dizayna ornek olarak gosterilmektedir. Bu kdse arastirilmamis ve sonug olarak
normal dizayn kabul edilebilir degildir. Bunun nedenleri denemeyi yapanin 6zel faktor
kombinasyonlarin1  dnlemek istemesi veya bu kosenin dis etkenlerden dolay1

arastiritlamamasindan kaynaklanabilmektedir (Eriksson, 2008).

>

\ A
L— Faktir A —— Faktir A

10 A
57 Y/ ¢

Sekil 2.12. Diizensiz deneme bolgelerini gosteren 6rnek sematik diyagramlar (Eriksson, 2008)

Fakitis B
» Fakitin B
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Diizensiz deneysel alanda islem yapmak icin 2 yol vardir. Birincisi deneme bolgesini
tekrar bir kuadratik forma sahip olana kadar alani kii¢liltmektir. Ancak, bu tiim deneme
dizaynin1 bozacagi igin tavsiye edilmez. Daha etkin bir ¢6ziim bilgisayar destekli D-Optimal
dizayn kullanimidir. Sekil 2.13'de goriildiigii gibi karenin sol iistiinde, D-Optimal algoritmasi
hari¢ koseler yerine kisitlanmis gercevenin iizerinde 2 nokta secer. Bu deneme sayilarini
arttirmaktadir ancak kisith deneme bolgesinin karmasikligr ile basa ¢ikmak icin gereklidir.

Ayrica, merkez noktasi manipiile edilmektedir (Eriksson, 2008).

Sekil 2.13. D-optimal deneme dizayni1 sematik gosterimi (Eriksson, 2008)

Analitik siireclerin optimizasyonunda istatistiksel teknikler sik¢a kullanilmaktadir. D-
optimal dizayn ozellikle iiriin formiilasyonlarinda en ¢ok tercih edilen yontemlerdendir.
Ciinkii karisim faktorleri ile proses faktorlerini bir arada degerlendirme olanagi saglamaktadir.
Sekil 2.14' de D-optimal dizayn ile karisim ve proses faktorlerinin birlikte incelenmesini
anlatan Sematik gosterim goriilmektedir. Kiip proses faktorlerini ifade ederken, tliggen
prizmalar ise karisim faktorlerini ifade etmektedir (Eriksson, 2008). D-optimal dizayn ¢oklu
bagimsiz degiskenlerin birlikte degerlendirilmesinde klasik deneme desenlerine gore az
sayida deneme yapmayr gerektirmektedir. Ayrica klasik deneme ydntemlerinin
aciklayamadigi faktor interaksiyonuna da cevap vermektedir (Borhan et al., 2014). D-optimal
dizayn gida endiistrisinde Uriin bilesiminin optimize edildigi durumlarda kullanilmaktadir

(Nikzade et al., 2012; Shaviklo and Rafipour, 2014; Kog vd., 2015).

Sekil 2.14. D-optimal deneme dizayninda proses ve karigim faktorlerinin bir arada incelenmesi (Eriksson, 2008)
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2.6.2. Merkezi tiimlesik tasarim (Central Composite Rotatable Design)

Merkezi tlimlesik dizayn cogunlukla ikinci dereceden yanit yiizey problemlerinin
tahminlenmesinde kullanilmaktadir. Merkezi timlesik dizayn iki seviyeli tam ya da kismi
faktoriyel dizaynlar ile eksenel veya yildiz noktalarinin en az bir merkez noktayr da
bilinyesinde barindiracak sekilde birlestirmektedir (Box et al., 2005; Montgomery, 2001; Box
and Wilson, 1951). Bunun yani sira merkezi tiimlesik dizayn lineer ve kuadratik modellerin

bir arada degerlendirilmesine de olanak tanimaktadir.

Cogunlukla, merkezi tiimlesik bir dizayn K sayida ve Xi,......... Xk olacak sekilde

kodlanan faktorler i¢in 3 kistmdan meydana gelmektedir:

1. Bir faktoriyel veya kiibik dizayn, x;j = -1 veya x;j = +1 (i=1, ..., k) kordinatlarinda

toplamda n sayida nokta igerir;

2. Bir eksenel veya yildiz kismi, merkez nokta hari¢ biitiin koordinatlarda nax=2*k

nokta sayisi kadar sabit bir degere sahip +a veya — a;

3. X =.x=0 (i=1, .., k) kordinatlarinda nc deneme sayis1 kadar merkez nokta

denemesidir.

Merkez noktasi tiim bagimsiz degiskenlerin orta (0) degerini aldigr deneme noktasidir.
Bu noktada yapilan tekrar denemeleri, uygun serbestlik derecesi saglayarak, kalinti hatanin,
saf deneysel hata ve “lack of fit” olarak ayrilmasimi saglar. Boylece bagimli degiskenlerin
iizerine bagimsiz degiskenlerin etkisinin ortaya kondugu matematiksel model test edilebilir.
“Lack of fit” model uygunsuzlugu olarak bilinmekte olup, modelin matematiksel formundan
kaynaklanan hatay: ifade etmektedir. Eksenel veya yildiz noktalari ise bagimsiz degiskenlerin
en yiiksek (+a) ve en diisiik (-a) degerleri aldiklar1 noktalardir ve modeldeki egrilerin genis

bir aralikta tahminlenmesine olanak saglamaktadirlar.
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Merkezi tlimlesik dizayn 22 faktoriyel bir tasarima 4 (nc) adet merkez ve 4 (o = (2k)1/4,
0=1.414) adet eksenel noktanin eklenmesi ile olugsmakta ve toplam 12 denemeyi igermektedir.
Merkezi tiimlesik dizayn 23 faktoriyel bir tasarim igin ise 6 (nc) adet merkez ve 6 (o =
(2k)1/4, 0=1.683) adet ecksenel noktanin eklenmesi sonucunda toplam 20 denemeyi
kapsamaktadir. Ornek bir 3 degiskenli CCRD modelinin deneysel tasarim noktalari ile birlikte
goriniimii Sekil 2.15’da verilmektedir (Turan ve Altundogan, 2011).

+1
7 - O
/ * <——— Yildiz noktalar
F 9
,,,,,, Faktorler
of .-
* s SO P e - *
_____ e l\
. Merkez noktasi
D
* N e Faktoriyvel dizayn
/ -1 \J/) noktalan
(&

Sekil 2.15. Ornek bir CCRD modeli

Sekil 2.15°den de goriilebilecegi lizere merkezi tiimlesik tasarimin en bilyiikk avantaji,
ana tasarim noktalar1 disinda (faktoriyel dizayn noktalar1) da deneysel tasarima olanak
vermesidir. Bu model genellikle bir arastirmada matematiksel agidan dogrusal modellerin
yeterli olmadigr durumlarda, ikinci dereceden model denklemlerinin olusturulmas: ve
aciklanmasinda kullanilmaktadir. Bu durumda, matematiksel model ikinci dereceden bir
polinom formuna doniismektedir. Yanit degerleri ise, dogrusal ve ikinci dereceden modeller
tarafindan se¢ilmis olan faktorlere bagli olarak belirlenmektedir (Turan ve Altundogan, 2011).

Yanit degerleri asagida Esitlik 2.1°de verilen sekilde hesaplanmaktadir:
k k k
=B+ 2By X+ By x7+ 2 D By xx e
j=1 j=1 i <j=2 (2.1)

Burada; n tahmini yanit, x; ve X yanit degerleri, o sabit katsayi, Bj, Bjj ve Bij sirayla

lineer, ikinci dereceden ve iki terimli etkilesim katsayilari olup, e ise hata degerleridir.
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2.6.3. Optimizasyon

Optimizasyon, prosesin belirlenen hedefler (yanitlar) dogrultusunda, bagimsiz
degiskenlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degiskenlerin hedefe (yanita)
olan etkileri de goz Oniinde bulundurularak bir araya getirilip uygulanmasi islemidir.

Optimizasyonun bir¢ok avantaji bulunmaktadir:

e Prosesin daha kisa siirede ger¢eklesmesini saglamaktadir.

Enerji tasarrufu saglayarak prosesin ekonomik yiikiinii azaltmaktadir.

Istenilen kalitede iiriin elde edilmesini saglamaktadir.

Bir ekipman veya bir proses i¢in gerekli ve dogru bilgileri elde etme imkani

saglamaktadir.

Yeni bir ekipman tasarimu i¢in, girdi bilgilerinin elde edilmesini saglayip, proseslerde

bu ekipman ile daha kisa siirede ve daha etkin ¢aligmay1 saglamaktadir.

Proseslerin optimizasyonunda genellikle sistemin performansini veya iriiniin kalite
kriterlerini belirleyen ¢ok sayida yanitla es zamanli olarak calistirilir. Bu yanitlarin bazilarinin
maksimum seviyede tutulmasi, bazilarinin minimum seviyede tutulmasi, bazilarinin da kabul
edilebilir degerler veya hedef deger almas1 arzu edilebilir. Birgok durumda, yanitlar birbirleri
ile rekabet halindedir, diger bir ifadeyle bir yanitin gelistirilmesi diger bir yanit iizerinde
olumsuz bir etki olusturabilir. Bu yilizden, optimizasyon caligmalarinda sistemi karakterize
eden tiim yanitlarin hep birlikte ele alinmas1 gerekmektedir. Ancak bu durumda, optimizasyon
oldukca karmasik bir hal almaktadir. Bu problemi ¢6zmek igin farkli yaklagimlar One

stiriilmiistiir. Cok yanitli optimizasyon problemlerinin ¢éziimiinde:

e Lineer olmayan programlama,
e Yanitlarin izohips egrileri ¢izilerek st tiste yerlestirilmesi (superimposing),

e Desirability fonksiyonu gibi yaklagimlar kullanilmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Calisma kapsaminda dogal mavi renk veren fikosiyanin iiretimi i¢in Spirulina platensis
kullanmilmistir. Ege Universitesi Mikroalg Kiiltir Koleksiyonun’dan (EGEMACC-
http://www.egemacc.com/index.php) ticari olarak kullanilan S. platensis EGEMACC 38,
calismada kullanilmak iizere secilmis bir tiirdiir. Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii
Algal Biyoteknoloji laboratuvarinda S. platensis Zarrouk ortaminda (Zarrouk, 1966) 50 umol

photons m?s?t 151k siddetinde ve 224+2°C de havalandirmali olarak yetistirilmistir.

Mikroenkapsiilasyon c¢alismalarinda kullanilan saf fikosiyanin belirlenen uygun
ekstraksiyon yontemi ve optimum islem kosullarmda Ege Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii Temel Islemler Laboratuvarinda iiretilerek, Ege Universitesi Biyomiihendislik

Boliimii Algal Biyoteknoloji Laboratuvarinda saflastirilarak elde edilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Fikosiyanin ekstraksiyonu

3.2.1.1. Biyokiitleye uygulanacak onislemin belirlenmesi

S. platensis biyokiitlesi dondurulmus, yas ve kurutulmus olmak {iizere ii¢ sekilde
ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Dondurma islemi -20+2°C'taki derin dondurucuda 24
saat siiresince, kurutma islemi ise 50+2°C’ta yaklasik %8 nem igerigi hedef alinarak tepsili
kurutucuda gergeklestirilmistir. Biyokiitleye uygulanacak 6n igslemlerin (donma, kurutma ve
yas) etkisini belirlemek amaciyla ekstraksiyon yontemi, ¢ozgen tipi ve Ug¢ farkli yapidaki
biyokiitlenin kuru madde miktari sabit tutulmustur. Ekstraksiyon islemi 7000 dev/dak ve 10
dak siiresince klasik homojenizatérde sogutmali sirkiilator kullanilarak gerceklestirilmistir.
Coziicli ortam olarak %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi kullanilmigtir. Dondurulmus, yas ve kuru
biyokiitlelerin sabit kosullarda ekstraksiyonu sonucunda, en uygun formun secilmesinde

maksimum toplam fikosiyanin konsantrasyonu dikkate alinmistir.
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3.2.1.2. Cozgen tipinin secilmesi

S. platensis'den elde edilen biyokiitleye uygulanan 6n islemin belirlenmesinin ardindan
farkli ekstraksiyon yontemlerinin fikosiyanin konsantrasyonu {izerine etkisi incelenmistir. Bu
amagla klasik, ultrasonik ve mikrodalga olmak tizere 3 farkli ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir. Fikosiyanin ekstraksiyonunda ¢ozgen olarak 3 farkli ¢ozgen (distile su, Na-

fosfat tampon pH 7.4 ¢6zeltisi ve % 1.5 CaCl, (w/v)) kullanilmustir.

Klasik, ultrasonik ve mikrodalga ekstraksiyon isleminde kullanilacak olan ¢ozgen
tipinin seciminde ekstraksiyon kosullari, S. platensis biyokiitlesinin yapisal 6zellikleri g6z
oniinde bulundurularak belirlenmistir. Ekstraksiyon asamasinda klasik ve ultrasonik
yontemde; islem sicakligi sogutmali su banyosu ile 25+2°C' de sabit, mikrodalga ekstraksiyon
yonteminde ise ekstraksiyon haznesindeki sicaklik 40+2°C’ yi asmayacak sekilde
gerceklestirilmistir. Klasik ekstraksiyon yonteminde mekanik homojenizator (Ultra Turrax,
IKA, Model T25, Almanya), ultrasonik ekstraksiyon yonteminde ultrasonik banyo (Daihan
Wisd WUC-DO6H, Kore) ve mikrodalga ekstraksiyon yonteminde ise mikrodalga

ekstraksiyon cihazi (Milestone, italya) kullanilmistir.

Ekstraksiyon yoOntemine uygun ¢ozgen tipi en yiliksek toplam fikosiyanin
konsantrasyonu dikkate alinarak secilmistir. Elde edilen ekstraktlarin santrifiij dncesi hiicre
yapilart mikroskop altinda incelenmis, goriintiileri kaydedilmistir; santrifiij sonrasi renk

degerleri (L*, a*, b*, Hue ve Chroma) Konika Minolta CR-300 kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.2.1.3. Ekstraksiyon islem kosullar1 optimizasyonu ve uygun ekstraksiyon

yonteminin secimi

Ekstraksiyon denemelerinin ikinci asamasinda; ekstraksiyon yontemlerine 6zgii islem
degiskenlerinin (siire, biyokiitle/cozgen orani, hiz, titresim, gii¢) toplam fikosiyanin
konsantrasyonu iizerine etkisi incelenmistir. Klasik homojenizasyon yontemi ile ekstraksiyon
asamasinda maksimum toplam fikosiyanin konsantrasyonunu saglayacak optimum hiz
(dev/dak), siire (dak) ve biyokiitle/cozgen orami (% w/w) (bagimsiz islem degiskenleri)
merkezi tiimlesik tasarim (CCRD, Central Composite Rotatable Design) yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon ve mikrodalga ekstraksiyon yontemlerinde de
optimum islem degiskenleri: ultrasonik yontem igin amplitude (%), siire (dak) ve

biyokiitle/¢6zgen orani (%); mikrodalga icin gii¢ (W), siire (s) ve biyokiitle/¢ozgen orani (%)
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maksimum toplam fikosiyaninin konsantrasyonunu saglayacak sekildle CCRD yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Dogal renk maddesi olan fikosiyaninin ekstraksiyon islemlerinde
yonteme 6zgl olarak se¢ilen bagimsiz degiskenlerin CCRD yodntemine gore olusturulan sinir

kosullar1 Cizelge 3.1.’de goriilmektedir.

Her bir ekstraksiyon yoOntemine 6zgii islem parametreleri CCRD deneme deseni
kullanilarak, desirability fonksiyon yaklasimina gore maksimum toplam fikosiyanin miktari
ve kabul edilebilir toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesini saglayacak
sekilde optimize edilmistir. Fikosiyanin ekstraksiyonu icin saflagtirma asamasinda
kullanilmak {izere en uygun ekstraksiyon yonteminin belirlenmesinde ise yiiksek toplam
fikosiyanin konsantrasyonu, en diisikk b degeri, kisa islem siiresi, diisilk ¢6zgen tiiketimini

saglayan kosul dikkate alinmistir.

Cizelge 3.1. Ekstraksiyon yontemine 6zgii CCRD deneme deseni i¢in degiskenler ve seviyeleri

Ekstraksiyon Bagimsiz degiskenler Kodlanms seviyeler

yontemi -1.682 -1 0 1 1.682

Klasik Biyokiitle/¢ozgen orani (%) (A)  0.32 1 2 3 3.68
Homojenizasyon Hom. Hiz1 (dev/dak) (B) 3636 5000 7000 9000 10363
Siire (dak) (©) 159 5 10 15 18.41

Ultrasonik Biyokiitle/¢ozgen oran1 (%) (A)  0.32 1 2 3 3.68
Amplitude (%) (D) 19.77 30 45 60 70.23

Siire (dak) (C) 489 10 175 25 30.11

Mikrodalga Biyokiitle/¢ozgen oran1 (%) (A)  0.32 1 2 3 3.68
Gii¢ (W) (E) 6591 100 150 200 234.09
Siire (s) (C) 19.09 60 120 180 220.91
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3.2.2. Fikosiyaninin mikroenkapsiilasyonu

Fikosiyanin ekstraksiyonu i¢in, yiiksek toplam fikosiyanin konsantrasyonu, en diisiik b
degeri, kisa islem siiresi, diisiik ¢ozgen tiiketimini saglayan kosul en uygun ekstraksiyon
yonteminin belirlenmesinin ardindan elde edilen saf haldeki fikosiyanin renk maddesi
puskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemi olmak iizere 2 farkli mikroenkapsiilasyon
teknigi ile enkapsiile edilmistir. Piiskiirtmeli kurutma denemeleri laboratuvar Olgekli
puskiirtmeli kurutucuda (Biichi mini spray drier B-290 Switzerland) yiiriitiilmistiir.
Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyon isleminde kurutucu islem degiskenleri
olan besleme debisi, aspirasyon hizi ve hava hizi tim denemelerde sabit tutulurken, hava giris

sicakligi bagimsiz iglem degiskeni olarak incelenmistir.

Koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon isleminde ise ¢6zelti pH’s1 sabit
tutulurken, islem sicakligi bagimsiz degisken olarak incelenmistir. Fikosiyanin dogal renk
maddesi koaservasyon isleminde ¢ozelti sicakligindan ve piiskiirtmeli kurutma isleminde
kurutma ortamima beslendikleri anda karsilasacaklar1 havanin sicakligindan dogrudan

etkilenecektir.
3.2.2.1. Fikosiyanin emiilsiyonunun hazirlanmasi

Saf halde elde edilen fikosiyanin kimyasal yapisindan dolayr su igerisinde
coziinmektedir. Fikosiyaninin su igerisinde ¢0ziinmesinden dolayr piiskiirtmeli kurutma
yontemi ile mikroenkapsiilasyon islemi dncesi emiilsiyon hazirlama asamasinda ¢ift katmanl
emiilsiyon (doublelayer emulsion) olarak hazirlanmistir. Emiilsiyon hazirlama kosullarinin
belirlenmesinde farkli fikosiyanin/ kaplama oranlar1 (1:50, 1:100, 1:250, 1:500), farkli son
homojenizasyon hizlar1 (10000, 12500 ve 15000 dev/dak), farkli kuru madde igerigi (%10, 20
ve 30) ve kuru maddenin farkli oranlarda yag igerigi (%20 ve %30) goz Oniinde
bulundurularak emiilsiyonlar hazirlanmistir. Farkli kosullarda hazirlanan bu emiilsiyonlarin
mikroskop altinda goriintiileri incelenmis ve emiilsiyon stabiliteleri faz ayrimina bakilarak

degerlendirilmistir.

Piiskiirtmeli kurutma yontemi igin emiilsiyon hazirlama isleminde Oncelikle saf
fikosiyanin su igerisinde ¢oOziindiiriildiikten (1:1) sonra %1 Tween 20 iceren aygigek yagi

icerisine damla damla olacak sekilde ilave edilmistir ve klasik homojenizatorde 12000
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dev/dak’de 2 dakika siiresince oda sicakliginda karistirma islemi uygulanmistir. Elde edilen
yagh fikosiyanin karisimi protein ¢Ozeltisi igerisine yine damla damla olacak sekilde ilave
edilip, klasik homojenizatérde 10000 dev/dak’de 5 dakika siiresince oda sicakliginda
karistirma islemi uygulanmistir. Hazirlanan karigim son olarak karbonhidrat ¢oézeltisi ile
klasik homojenizatérde 12500 dev/dak’de 5 dakika siiresince oda sicakliginda homojenize
edilerek ¢ift katmali fikosiyanin emiilsiyonu hazirlanmistir. Elde edilen olan emiilsiyonun
kuru madde igerigi %20, ay¢igek yagi icerigi %30 (kuru temelde) ve fikosiyanin/kaplama
materyali orant 1:100 seklindedir. Cift katmanli emiilsiyon islemi sonucunda elde edilen

damlacigin yapisi Sekil 3.1°de goriilmektedir.

Karbonhidrat ¢ozeltisi
Protein ¢ozeltisi

Aycicek yagi
E Sulu Fikosiyanin gozeltisi

<

Sekil 3.1. Cift katmanli fikosiyanin emiilsiyonunun damlacik yapist

Koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon isleminde ise fikosiyanin yukarida
belirtildigi sekilde cift katmanli emiilsiyon olarak hazirlanmistir. Emiilsiyon hazirlama
kosullariin belirlenmesinde farkli fikosiyanin/ kaplama oranlar1 (1:50, 1:100, 1:250, 1:500)
denenmistir. Koaservasyon yonteminde hazirlanan emiilsiyonun kurumadde igerigi %4, kuru

maddedeki aycicek yagi yiizdesi %20 ve fikosiyanin kaplama materyali orant 1:100'ddir.
3.2.2.2. Kaplama materyali tipinin secilmesi

Kaplama materyallerinin tipinin belirlenmesinde piiskiirtmeli kurutma yontemi ile
mikroenkapsiilasyon asamasinda karbonhidrat bazli maltodekstrin (DE19-20) ve gam arabik;
protein bazli peynir alti suyu protein izolatt ve Na-kazeinat kombinasyonlar1 denenmistir.
Mikroenkapsiilasyon igleminde kaplama materyalleri olarak bir adet karbonhidrat ve bir adet
protein segileceginden maltodekstrintpeynir altt suyu protein izolati; maltodekstrintNa-
kazeinat; gam arabik+peynir alti suyu protein izolati ve gam arabik+Na-kazeinat
kombinasyonlar1 denenmistir. Her bir kaplama materyali kombinasyonu i¢in 3 farkli
emiilsiyon i¢inde kaplama materyali oran1 denemesi de ger¢eklestirilmistir (%33-66, %50-50,

%66-33). Elde edilen 6rneklerin yiizey ve toplam fikosiyanin miktarlar1 belirlenerek esitlik
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3.5'¢ gore mikroenkapsiilasyon etkinligi hesaplanmigs ve en yiiksek fikosiyanin
mikroenkapstilasyon etkinligini ve en diisik maviligi ifade eden b degerini saglayan
karbonhidrat ve protein ¢ifti se¢ilmistir. Piiskiirtmeli kurutma islemi sabit kosullarda (hava
girig sicakligr: 180+£2°C, besleme debisi: 10 ml/dak, aspirasyon hizi: 400 L/dak, hava hizi: 40
L/dak) gerceklestirilerek prosesden kaynaklanabilecek farkliliklar elimine edilmistir.

Koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon asamasinda ise yontemin farkliligindan
dolay1 karbonhidrat bazli kitosan ve gam arabik; protein bazli peynir alt1 suyu protein izolati
ve jelatin kombinasyonlar1 denenmistir. Mikroenkapsiilasyon isleminde kaplama materyalleri
olarak bir adet karbonhidrat ve bir adet protein segileceginden %50-50 oraninda, gam
arabik+peynir alt1 suyu protein izolati; gam arabik-+jelatin; kitosantpeynir alt1 suyu protein
izolati ve kitosantjelatin kombinasyonlar1 oranlarinda denenerek en yiiksek fikosiyanin
mikroenkapsiilasyon etkinligini saglayan karbonhidrat ve protein ¢ifti segilmistir.
Koaservasyon isleminde etkili islem parametresi olan ¢ozelti pH's1 her bir kaplama ¢ifti igin 3
farkli pH degerinde (3.75+0.02, 4.00+0.02 ve 4.25+0.02) ve 50+2°C sabit ¢ozelti sicakliginda
gergeklestirilmistir.

3.2.2.3. Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyon

Kaplama materyallerinin tipinin belirlenmesinin ardindan, en uygun kaplama
materyallerinin oranlarini ve piiskiirtmeli kurutucu islem degiskeni olan hava girig sicakligini
belirlemek amaciyla D-optimal karisim dizaynina gére optimizasyon caligmasi
gerceklestirilmistir. D-optimal karisim dizayni deneme desenine gore piiskiirtmeli kurutucu
islem degiskenlerinin araliklar1 Cizelge 3.2'de ve deneme plani ise Cizelge 3.3'de
goriilmektedir. Optimum kaplama materyali karisim orant ve hava giris sicakliginin
belirlenmesinde maksimum mikroenkapsiilasyon etkinligini saglayacak kosul secilmistir.
Piiskiirtmeli kurutucu islem degiskenleri olan besleme debisi 10 ml/dak, aspirasyon hizi 400
L/dak ve hava hiz1 40 L/dak olacak sekilde ve tiim denemelerde sabit tutulmustur. Elde edilen
mikroenkapsiile drneklerde mikroenkapsiilasyon etkinligi ve verimi, toplam fenolik madde
miktari, Hunter L*, a* ve b* renk degerleri, nem igerigi, su aktivitesi, ¢ozilinebilirlik, LLD
yontemi ile partikiil boyutu, partikiil morfolojisi (SEM) ve kaplama materyalleri ve
fikosiyanin arasindaki iliskiyi anlamak i¢in FTIR analizi uygulanmistir. Ayrica farkli kaplama
materyali oranlarina sahip emiilsiyonlarin kurutucuya beslenmeden Once stabilitelerini

belirlemek i¢in zeta potansiyeli analiz edilmistir.
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Cizelge 3.2. Fikosiyaninin piskiirtmeli kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyonuna 6zgii D-optimal karigim

dizayn1 deneme deseni igin degiskenler ve seviyeleri

Yontem Bagimsiz Degisken Seviyeleri
degiskenler
Piiskiirtmeli Karbonhidrat 0 (0) 25(0.25) 50(0.50) 75(0.75) 100 (1)
Kurutma (%)

Protein (%)  0(0) 25(0.25) 50 (0.50) 75(0.75) 100 (1)
Hava Giris 150 (-1) 157.5(-05) 165(0) 172.5(0.5) 180(1)
Sicaklig1 (°C)
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Cizelge 3.3. Fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma ydntemi ile mikroenkapsiilasyonu asamasinda izlenecek olan D-

Optimal karisim dizayni deneme plani

Dn. No Karbonhidrat (%0) Protein (%0) Hava Giris Sicakhgi (°C)
X1 X X3
1 100 0 150
2 100 0 180
3 0 100 150
4 0 100 180
5 75 25 157.5
6 25 75 172.5
7 100 0 157.5
8 0 100 157.5
9 75 25 150
10 75 25 180
11 75 25 172.5
12 25 75 157.5
13 100 0 172.5
14 0 100 172.5
15 25 75 150
16 25 75 180
17 50 50 165
18 100 0 165
19 0 100 165
20 75 25 165
21 25 75 165
22 100 0 150
23 0 100 150
24 100 0 180
25 0 100 180

N
(o3}

75 25 150
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3.2.24. Koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon

Koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon islemi i¢in uygun kaplama materyalleri
kullanilmistir. Emiilsiyon hazirlama islemi sonucunda elde edilen emiilsiyonun pH’s1 1 N
sitrik asit ile diistiriilerek proteinlerin ¢okelmesi saglanmigtir. pH azaltma islemi esnasinda
emiilsiyon ¢ozeltisi belli hizda karistirilarak su banyosunda deneme deseninde belirtilen
sicakliklara ulasilmustir. Istenilen sicaklikta emiilsiyon 15 dakika siiresince bekletilip ve daha
sonra sicakligi hizli bir sekilde sogutmali su banyosunda disiirilmiistiir. Sicakligin
azaltilmastyla birlikte pH tekrar 7°e yiikseltilmistir. Boylece emiilsiyon ¢dzeltisinde istenilen
mikroenkapsiile yapmin olugmasina olanak saglanmistir. Elde edilen yapidaki
mikroenkapsiile fikosiyanin renk maddesinin 12 saat 4+2°C’ta bekletilerek sertlesmelerine
izin verilmistir. Kaplama materyali tipinin 6nemi kadar kaplama materyallerinin karisim
kompozisyonlar1 da 6nemli oldugundan, en uygun kaplama materyallerinin oranlarini ve
¢ozelti sicakliginmi belirlemek amaciyla D-optimal karisim dizaynina gore optimizasyon
caligmasi gergeklestirilmistir. D-optimal karisim dizayni1 deneme desenine gore koaservasyon
islem degiskenlerinin araliklart Cizelge 3.4'de ve deneme plani ise Cizelge 3.5'de
goriilmektedir. Optimum kaplama materyali karisim orani belirlenmesinde esitlik 3.5'e gore
hesaplanan en yiiksek mikroenkapsiilasyon etkinligini saglayan kosul segilmistir.
Koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon isleminde kullanilan kaplama materyaline
0zgii hazirlanan emiilsiyonun pH’s1 sert ve siki koaservatif yapinin olusmasini saglayan 3.75
degeri olarak belirlenmis ve tiim denemeler siiresince sabit tutulmustur. Ayrica elde edilen
mikroenkapsiile orneklerde mikroenkapsiilasyon etkinligi ve verimi, toplam fenolik madde
miktari, Hunter L*, a* ve b* renk degerleri, ¢oziinebilirlik ve kaplama materyalleri ile

fikosiyanin arasindaki iligkiyi anlamak icin 6rneklere FTIR analizi uygulanmigstir.

Cizelge 3.4. Fikosiyaninin koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyonuna 6zgii D-optimal karigim dizayni

deneme deseni igin degiskenler ve seviyeleri

Yontem Bagimsiz Degisken Seviyeleri
degiskenler

Koaservasyon Karbonhidrat (%) 0(0) 125(0.25) 25(0.50) 37.5(0.75) 50 (1)
Protein (%) 50(0) 87.5(0.25) 75(0.50) 62.5(0.75) 50 (1)
Cozelti Sicakhgr 40 (-1) 45 (-0.5) 50 (0) 55 (0.5) 60(1)

(WY
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Cizelge 3.5. Fikosiyaninin koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyonu asamasinda izlenen D-Optimal

karisim dizayni deneme plani

Dn. No Karbonhidrat (%o) Protein (%) Cozelti sicakhigi (°C)

Y1 Y, Ys
1 0 100 40
2 0 100 40
3 0 100 45
4 0 100 50
5 0 100 55
6 0 100 60
7 0 100 60
8 12,5 87,5 40
9 12,5 87,5 45
10 12,5 87,5 50
11 12,5 87,5 55
12 12,5 87,5 60
13 25 75 50
14 37,5 62,5 40
15 37,5 62,5 45
16 37,5 62,5 50
17 37,5 62,5 55
18 37,5 62,5 60
19 37,5 62,5 60
20 50 50 40
21 50 50 40
22 50 50 45
23 50 50 50
24 50 50 55
25 50 50 60

N
(o]

50 50 60
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3.2.3. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tek rnek
t—testi SPSS, V20, (IBM, USA) paket programi yardimiyla uygulanmis olup, regresyon
analizi, istatistiksel analizler, izohips ve yanit yiizey grafikleri ve optimizasyon Design Expert

Version 7.0 (Stateaselnc.) paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Ekstraksiyon denemelerinin ikinci asamasinda; ekstraksiyon yontemlerine 6zgii islem
degiskenlerinin (siire, biyokiitle/cozgen orani, hiz, titresim, giic) toplam fikosiyanin
konsantrasyonu iizerine etkisi incelenmistir. Her bir ekstraksiyon yontemine ozgii islem
parametreleri CCRD deneme deseni kullanilarak, desirability fonksiyon yaklagimina gore
maksimum toplam fikosiyanin miktar1 ve kabul edilebilir toplam fenolik madde miktar1 ve
TEAC antioksidan aktivitesini saglayacak sekilde optimize edilmistir. Klasik, ultrasonik ve
mikrodalga ekstraksiyon islemleri sonrasinda elde edilen ekstraktlarin toplam fikosiyanin
miktart (FM) verilerinin regresyon analizi sonucu yanit i¢in ikinci dereceden polinomiyal

denklem (Es. 3.1) elde edilmistir.
FM = Bo+ X5 Bixi + Xy Bu xF + XS Xhoiva Buyxji (k= 1,2,3) (3.1)

Kaplama materyallerinin tipinin belirlenmesinin ardindan, en uygun kaplama
materyallerinin oranlarini ve piiskiirtmeli kurutucu islem degiskeni olan hava giris sicakligini
belirlemek amaciyla D-optimal karigim dizaynina gore optimizasyon c¢alismast
gerceklestirilmistir. Kaplama materyali tipinin dnemi kadar kaplama materyallerinin karigim
kompozisyonlar1 da 6nemli oldugundan, en uygun kaplama materyallerinin oranlarini ve
cozelti sicakligimi belirlemek amaciyla D-optimal karisim dizaynina gore optimizasyon

calismasi gergeklestirilmistir..
ME = By + B1C1 + B2C; + B3Xy + B4C1Co + BsC1 X1 +B6Co Xy + B7C1 00X, (3.2)

Bir matematik model olusturulduktan sonra her bir yanit i¢in model ¢oklu lineer
regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Her bir yanit i¢in modeldeki 6nemli terimler varyans
analizi (ANOVA) ile bulunarak ve polinomlarin maksimize ve minimize edilmesi yani
optimum noktanin aranmasina geg¢ilmistir. Optimizasyon i¢in grafiksel (superimposing) (Kog

ve Kaymak-Ertekin, 2010) veya sayisal yontemler (desirability fonksiyonu) (Derringer and
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Suich, 1980) kullanilmistir. Modele gore belirlenen optimum noktada (optimum islem
kosullarinda) da en az ii¢ deneme yapilmis ve optimum nokta deneysel olarak da
dogrulanmistir. Elde edilen her yanit i¢in, modelden tahminlenen ve optimum noktanin
dogrulanmasi denemelerinden elde edilen ortalama sonuglar arasinda istatistiksel agidan
onemli bir fark olup olmadigi tek ornek t—testi ve tek 6rnek ANOVA (Duncan, Post-hoc) ile
belirlenmistir (p<0.05).

3.2.4. Fikosiyanin stabilitesinin belirlenmesi

Piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleriyle mikroenkapsiilasyon islemleri
sonucunda optimum kosullarda elde edilen mikroenkapsiile fikosiyaninin ve enkapsiile
edilmemis saf fikosiyaninin stabiliteleri sulu ortamda, ti¢ farkli sicaklik (4, 13, 40 °C) ve {ig
farkli pH (3.5, 4.6, 7) kosulunda 1 hafta siireyle oncelikle ilk giin 6 saatte bir daha sonra, 24
saatlik periyot araliginda test edilmistir. Ayrica iki farkli yontemle mikroenkapsiile edilmis ve
mikroenkapsiile edilmemis fikosiyanin i¢in stabilite agisindan en uygun sicaklik ve pH
kosullarinda, %5 Sakkaroz, %0.5 Potasyum-sorbat ve %2 NaCl igeren farkli gida ortam
kosullart i¢in de stabilite caligmasi ylritilmistir. Farkli sicaklik, pH ve gida ortam
denemeleri i¢in 15181 etkisini de belirlemek amaciyla karanlik ve aydinlik ortam olmak iizere
stabilite ¢alismalar1 iki farkli kosulda gergeklestirilmistir. Stabilite denemeleri istenilen
sicakligi saglamak i¢in sogutmali su banyosunda gergeklestirilmis olup, istenilen pH’ya sitrik
asit ve/veya sodyum hidroksit kullanilarak ulasilmistir. Enkapsiile edilmemis fikosiyanin,
puskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleriyle optimum kosulda enkapsiile edilmis
fikosiyanin Orneklerinin stabilitesini belirlemek i¢in baslangic fikosiyanin konsantrasyonlari
sabit olacak sekilde denemeler gergeklestirilmistir. Mikroenkapsiile 6rneklerde emiilsiyondaki
baslangic fikosiyanin miktar1 iizerinden hesaplamalar yapilarak esit miktarda fikosiyanin
iceren iriinler kullanilmistir. Boylelikle prosesin etkisiyle meydana gelen etkiler de goz
oniinde bulundurulmustur. Stabilite c¢alismasinda fikosiyanin konsantrasyonu (UV-vis
spektrofotometre ile) ve toplam fenolik madde miktari analiz edilmistir. Saf fikosiyanin de

benzer denemelere tabi tutulmustur, mikroenkapsiile iirlinler ile stabiliteleri karsilastirilmistir.
3.2.5. Model gida denemeleri

Enkapsiile edilmemis fikosiyanin, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleriyle

optimum kosulda enkapsiile edilmis fikosiyanin 6rneklerinin, model gida olarak secilen krem



53

santi (yag ve seker igerigi yliksek iirlin), dondurma (yag ve seker icerigi yiiksek {iriin), krema
(vag igerigi yiiksek iiriin), asitli ve gazli igecek (asidik ortam), jole (seker icerigi yliksek tiriin)
ve kek pisirme (1s1l islem etkisi) denemeleri gerceklestirilmis Ve iirline Ozgii olarak
belirlenmis olan depolama siiresince tiriinlerin Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal

ozellikleri incelenmistir.

Enkapsiile edilmemis fikosiyanin, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleriyle
optimum kosulda enkapsiile edilmis fikosiyanin orneklerinin model gida oOrneklerindeki
denemelerinde duyusal degerlendirme ve Hunter L*, a* ve b* degerlerini belirlemek igin
baslangi¢ fikosiyanin konsantrasyonlar1 sabit olacak sekilde denemeler gerceklestirilmistir.
Mikroenkapsiile o6rneklerde emiilsiyondaki baslangic fikosiyanin miktar1 iizerinden
hesaplamalar yapilarak kullanilan sentetik renklendirici ile esit miktarda fikosiyanin igeren
triinler hazirlanmistir. Eklenen renk maddesinin  miktarinin = belirlenmesinde mavi
renklendirici olarak kullanilan Brillant blue i¢in belirlenen her bir model gida 6rnegi i¢in 100
mg/kg kullanim miktar1 dikkate alinmistir. Bu sayede prosesin etkisiyle meydana gelen
etkiler de gz oniinde bulundurulmustur. Uriine 6zgii olarak planlanan depolama siireleri
krema ve krem santi igin 7 giin, j6le igin 7 giin, asitli ve gazli igecek i¢in 60 giin, dondurma ve

kek i¢in 3 giin seklindedir.
3.3.  Analiz Yontemleri
3.3.1. Ekstraklarda toplam fikesiyanin miktarimin belirlenmesi

Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstraktlar 4000 dev/dak, 10 dakika 20°C'de sogutmali
santrifiij kullanilarak (Niive NF400) santrifiij edilmis, elde edilen mavi renkli siipernatantin
spektrofotometrik Ol¢timleri yapilmis ve degerler Esitlik 3.3'de yerine koyularak toplam

fikosiyanin miktar1 belirlenmistir (Bennett and Bogorad, 1973).

. (m Agrs— 0.474XA
Fikosiyanin (—g) = =8 852 (3.3)
mL 5,34

Kuru agirlik iizerinden elde edilen toplam fikosiyanin miktar1 asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmustir (Silveria et al., 2007). Esitlik 3.4' den elde edilen sonug, gram

kuru agirlik basina diisen mg fikosiyanin miktarini géstermektedir.
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Fikosiyanin (%)x(;ézgen hacmi (ml)

Fikosiyanin (%) =

- Biyokiitle agirligt (g)xXBiyokiitlenin kuru madde miktari (%)

(3.4)

Orneklerin kuru madde miktarin1 belirlemek amaciyla vakum etiiv kullanilarak nem
tayini gerceklestirilmistir. Vakum etiiv (Vacucell 22) kullanilarak daras1 daha 6nceden alinmig
petri kaplarina yaklasik 2 gram biyokiitle tartilarak 60°C'de, 0.22 bar basingta sabit tartima

gelene kadar islem siirdiiriilmiistiir.
3.3.2. Enkapsiile iiriinlerde yiizeydeki fikosiyanin miktarinin belirlenmesi

Kaplanmamis fikosiyanin miktar1 ise Robert et al. (2010)’a gore bazi1 modifikasyonlar
ile gerceklestirilmigtir. 100 mg mikroenkapsiile 6rnek 4 ml etanol ve su (1:1) karigimi
icerisinde ilave edilerek 1 dakika siire ile karistirilmis ve 0.45 pm’lik filtreden siiziilmiistiir
Filtrasyon sonrasinda elde edilen fazin yukarida belirtildigi sekilde fikosiyanin

konsantrasyonu spektrofotometrede belirlenmistir.
3.3.3. Enkapsiile iiriinlerde toplam fikosiyanin miktarinin belirlenmesi

Mikroenkapsiile 6rneklerdeki toplam fikosiyanin miktar1 100 mg mikroenkapsiile 6rnek
4 ml saf su igerisine ilave edilerek ultrasonik banyoda 5 dakika siire boyunca %100 Amp.
giice tabi tutulmustur. Ultrasonikasyon sonrasinda karisim 13500 dev/dak hizda 5 dakika
siresince santriflij edilip ve iist faz alinarak, yukarida belirtildigi sekilde fikosiyanin

konsantrasyonu spektrofotometrede belirlenmistir.
3.3.4. Mikroenkapsiilasyon etkinligi

Mikroenkapsiilasyon etkinligi (ME), mikrokapsiillerin ~ kaplama  kalitesinin
degerlendirilmesinde kullanilmakta olup, mikroenkapsiile ornekteki kaplanmig fikosiyanin
miktarinin, mikroenkapsiile 6rnekteki toplam fikosiyanin miktarina oranlanmasi ile Esitlik

3.5’e gore hesaplanmistir.

ME(%) = Toplam fikosiyanin miktar1 - Yiizeydeki fikosiyanin miktari < 100 3.5
(%) = Toplam fikosiyanin miktari (3:5)
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3.3.5. Mikroenkapsiilasyon verimi

Mikroenkapsiilasyon verimi (MV), mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda elde edilen
kapsiillerdeki g¢ekirdek materyali miktarinin, hazirlanan emiilsiyondaki c¢ekirdek materyali

miktaria orani olarak tanimlanmis (Quan et al., 2013) ve Esitlik 3.6' ya gore hesaplanmustir.

MV (%) = Mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin ger¢ek miktari Ty 36
o Mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin teorik miktari (3.6)

3.3.6. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Antioksidan aktivite tayini fark ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen fikosiyanin
ekstraktlarma Re et al. (1999) tarafindan Onerilen yonteme gore gerceklestirilmistir. Bu
yontem, ABTS+ (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonikasit) radikal katyonu tarafindan
tutulan antioksidatif maddelerin miktarinin, sentetik birantioksidan olan Troloks’un (suda
¢oziinen E vitamini analogu) standart miktarlariyla kiyaslanarak bagil 6l¢timiini
saglamaktadir. Olgiimler, mavi/yesil renkli stabil bir bilesik olan ABTS radikalinin
kaybolugunun spektrofotometrik olarak belirlenmesiyle yapilmaktadir. Mavi/yesil ABTS+
kromoforu olusturmak i¢in ABTS ve potasyumpersiilfat arasinda gergeklesen reaksiyondan
yararlanilmistir. Bu amag dogrultusunda 2.45 mM potasyum persulfat iceren 7 mM’lik ABTS
¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢6zelti karanlikta oda sicakliginda 12-16 saat bekletilerek stok
ABTS+ radikal ¢ozeltisinin olugmasi saglanmistir. Analize baslamadan énce ABTS+ caligsma
cozeltisi elde etmek amaciyla stok radikal ¢ozeltisinden 1 mL alinarak, 734 nm’de absorbans
degeri 0.700+0.02 olacak sekilde yaklagik 90-100 mL PBS (tuzlu fosfat tamponu) ile
seyreltilmistir. Daha sonra 10 mL ekstrakt 990 mL ABTS+ galisma ¢ozeltisi ile reaksiyona
sokulmug ve 6 dakika sonunda 734 nm de absorbanslar1 belirlenmistir. 6.dakika sonunda
saptanmis olan absorbans degeri esas alinarak, baslangic degerine gore ylizde azalma orani

(inhibisyon orani) Esitlik 3.7' ye gore hesaplanmustir.

Baslangi¢ absorbans degeri—6.dakika sonunda absorbans degeri

inhibisyon (%) =

(3.7)

Baslangi¢ absorbans degeri

10 uL 6rnek alinarak yapilan bu islemler en az 3 kez tekrarlanmig ve inhibisyon oranlari
hesaplanarak bunlarin ortalamasi alinmistir. Daha sonra, yine kiivet icerigi 1 mL olacak

sekilde 20 ve 30 pL ornek hacimlerine karsi, sirastyla 980 ve 970 pL radikal ¢ozeltisi



56

eklenerek ayni islemler tekrarlanmistir. Elde edilen ortalama yiizde inhibisyon degerleri 6rnek
hacimlerine (10, 20 ve 30 uL) kars1 bir grafige aktarilmis ve bu verilere dogrusal regresyon
analizi uygulanarak o6rnege iliskin egriye ve bu egriyi tanimlayan esitlige ulasilmistir. Analize
baglamadan  once  Orneklere uygulanan  spektrofotometrik  uygulamalar  farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan troloks standartlarina da uygulanmig, ortalama inhibisyon
degerleri hesaplanarak troloks konsantrasyonuna karsi grafige islenmistir. Elde edilen verilere
dogrusal regresyon analizi uygulanmak suretiyle, troloks standart egrisine ve bu egriyi
tammlayan esitlige ulasilmistir (EK Sekil 1). Ornege ait yiizde inhibisyon egrisinin egiminin,
troloks standart egrisinin egimine oranlanmasiyla 6rnegin antioksidan aktivitesi belirlenmis
ve TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity—troloks esdeger antioksidan aktivite) olarak
ifade edilmistir (Kirca ve Ozkan 2007).

3.3.7. Toplam fenolik madde miktarimin belirlenmesi

Farkli yontemler kullanilarak elde edilen fikosiyanin ekstraktlarin ve mikroenkapsiile
fikosiyanin Orneklerinin toplam fenolik madde miktari, Folin-Ciocalteu ayraci kullanilarak
spektrofotometrik (VARIAN Cary 50 Bio, UV/VIS Spectrophotometer) yontem ile
belirlenmistir. Sivi ekstaktlarin toplam fenolik madde miktar1 belirlenirken 100 mL’lik
balonjojeye 75 mL saf su koyulmus tizerine 1 mL 6rnek ekstrakti eklenmis; 5 ml folin ayraci
eklendikten sonra 3 dakika bekletilmistir. Daha sonra 10 mL doymus sodyum karbonat
cozeltisi ilave edilip saf su ile balon joje 100 mL ¢izgisine kadar tamamlandiktan sonra iyice
karistilip 60 dakika bekletilmistir (Cemeroglu, 2010). Bekleme siiresi sonunda 720 nm’de

spektrofotometrede sahit ¢ozeltiyle sifirlanarak 6rnekler okunmustur.

Mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarmi belirlemek
icin 125 pl sulu ¢ozeltiye 0.5 ml su ilave edilmis, iizerine 125 pl folin ayraci eklenmistir.
Daha sonra 1.25 ml doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilip toplam hacim 3 ml'ye
tamamlanmistir. 90 dakika karanlikta bekletilen cozeltilerin absorbans degerleri 760 nm
degerinde okunmustur (Heimler et al., 2005). Kaydedilen absorbans degerleri gallik asit
kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisinde elde edilen denklemde yerine koyularak

hesaplanmistir (EK Sekil 2).
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3.3.8. Emiilsiyon stabilitesi ve Mikroskobik yapi

Test tiiplerine belirli bir ylikseklikte doldurulan emiilsiyon 6rnekleri oda sicakliginda 5
giin boyunca depolanmistir. 5 giin sonundaki faz ayrimi degerlendirilmis ve sonuclar
kremlesme derecesi olarak ifade edilmistir (Klinkesorn et al., 2005). Esitlik 3.8'e gore

hesaplanmustir.

Serum fazin yiiksekligi

Kremlesme Derecesi = 100 X (3.8)

Toplam emiilsiyon yiiksekligi

Emiilsiyonlarin damlacik yapisin1  belirlemek amaciyla Trinokiiler mikroskop
(Olympus CX31) ve dijital fotograf makinesi (Olympus Digital SLR-E330) kullanilmistir.
Ornekler mikroskop altinda 100 kat biiyiitiilerek cekilmistir.

3.3.9. Zeta potansiyeli

Piskiirtmeli  kurutucuya beslenen farkli kaplama materyali oranlarma sahip
emiilsiyonlarin stabilitesi zeta potansiyeli degeri ile de ifade edilebilmektedir. Zeta potansiyeli
Olgtimii 25°C laser doppler mikroelektroforez teknigi ile Malvern Zeta Sizer cihazi
kullanilarak, Ege Universitesi Kimya Miihendisligi Béliimii'nde hizmet alimi ile

gerceklestirilmistir.
3.3.10. FT-IR (Fourier Transform Infrared spectroscopy) analizi

Mikroenkapsiilasyon islemlerinde kullanilan her bir kaplama materyallerinin,
mikroenkapsiile edilmemis fikosiyaninin ve mikroenkapsiile 6rneklerin 4000 ile 650 cm™
dalga boyu araliginda FT-IR spektrumlar1 analizi Perkin Elmer Spectrum 100 cihazi
kullanilarak Ege Universitesi Kimya Miihendisligi Béliimii'nde hizmet alimi ile

gerceklestirilmistir.
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3.3.11. Coziinebilirlik analizi

Coziinebilirlik analizi igin; 1 g toz 6rnek 25 ml saf su ile seyreltildikten sonra 3000
dev/dak 5 dakika boyunca mekanik bir karistirict ile karistirilmis, elde edilen ¢ozelti 5 dk
boyunca 3000 dev/dak ile santrifiijlenerek, iist faz sivi metal petri kaplarina aktarilmis ve
etlivde 105°C’ta 4 saat siireyle kurutulmustur. % c¢oziinebilirlik, toz kiitlesi/ ¢ozelti hacmi

olarak hesaplanmistir (Cano-Chauca et al., 2005).
3.3.12. Renk degerleri

Ekstraksiyon sonucu elde edilen 6rneklerin ve mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerinin
L*, a* b* renk degerleri Konika Minolta CR-300 cihazi kullanilarak belirlenmis; Hue ve

chroma degerleri Es. 3.9 ve Es. 3.10 'a gore hesaplanmustir.

Hue = arctanb/a (3.9
Chroma = Va? + b? (3.10)
3.3.13. Toz iiriiniin fiziksel 6zelliklerinin degerlendirilmesi:

Nem Tayini: Mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerinin; nem tayini vakum etiiv yontemi
ile 0.99'luk korelasyonun saglandigi halojen kurutmali nem tayin cihazinda (Ohaus MB45,

Switzerland) belirlenmistir.

Su aktivitesi, ornek kabi tepe boslugunda su buhart kismi basinci dlgiimiine dayali
calisan, £0.001 hassasiyete sahip dijital gostergeli su aktivitesi dl¢iim probu (Testo- AG 400)

kullanilmastir.

SEM: Toz orneklerin partikiil morfolojisi taramali elektron mikroskobu  (FEI,
QUANTA 250 FEG, ABD) kullamlarak belirlenmistir. SEM c¢alismalar1 Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii, Malzeme Arastirma Merkezi tarafindan hizmet alimi1 seklinde

gerceklestirilmistir.
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LLD: Toz Orneklerin partikiil boyut dagilimi D[4,3] (um), agiklik ve tekdiizelik
degerleri LLD (Laser Light Diffraction) cihazi kullanilarak (Malvern Mastersizer, 2000,
Ingiltere), Akdeniz Universitesi, Gida Miihendisligi Boliimiinde gerceklestirilmistir. Cozgen
olarak 2-propanol kullanilmigtir. Toz {irliniin partikiil boyutu ortalama hacimsel alan boyutu
(D[4,3]) olarak ifade edilmis ve Es. 3.11 kullanilarak hesaplanmastir.

Y ngd
Diaz = Zzid? (3.11)

ni; di capina sahip partikiil sayisini ifade etmektedir.

Agiklik yigin igindeki partikiillerin dagilimini ifade etmekte olup Es. 3.12'ye gore

hesaplanmustir.

doo—d1o

50

Acitklik = (3.12)

dgo, d1o Ve dsp sirasiyla %90, %10 ve %50 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel

caplar1 ifade etmektedir.
3.3.14. Duyusal analiz

Model gida orneklerinin duyusal analizi, enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve
koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin, ayrica brillant blue (E133)
sentetik renklendiricinin model gidalar (krema, krem santi, jole, asitli ve gazli icecek ve kek)
icerisine katilarak 5 puan iizerinden 10 yar1 egitimli kisi tarafindan degerlendirilmesine
dayanmaktadir. Degerlendirme kriterleri olarak goriiniis (renk), doku ve lezzet (tat ve koku)
ozellikleri dikkate alinmistir (Chauhan and Sharma, 2003; Bennion and Bamford, 1973).
Hazirlanan model gida orneklerindeki fikosiyanin miktar1 Brillant blue i¢in belirlenen 100
mg/kg kullanim miktarinda tiim {irlinlerde esit olacak sekilde hesaplanmistir. Duyusal

degerlendirme formu Ek 2'de verilmistir.
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3.4. Kinetik modelleme

Fikosiyanin konsantrasyonunun degisim kinetiginin matematiksel olarak belirlenmesi
amaciyla 2 adet mikroenkapsiile fikosiyaninin ve saf fikosiyaninin farkli pH ve sicaklik
kosullarinda ve farkli gida katki maddeleri i¢inde stabilite ¢aligmasi sonucunda elde edilen
veriler kinetik modellemeye tabi tutulmus, reaksiyon derecesi ve ilgili katsayilar esitlik 3.13'e
gore SPSS 16.0 paket programu kullanilarak regresyon analizi ile belirlenmistir. Elde edilen

sonuclar dogrultusunda fikosiyanin yarilanma 6mrii de Esitlik 3.16'ya gore hesaplanmistir.

dC/ . = —kcm (3.13)
m=0 icin,

fcco dc =k f, dt (3.14)
Co—C =kt (3.15)
tr =2 (3.16)

2

Denklemlerdeki katsayilardan; m reaksiyon derecesi, Cp, baslangic fikosiyanin
konsantrasyonu (mg/g), C herhangi bir andaki fikosiyanin konsantrasyonu (mg/g), k

reaksiyon hiz sabiti (mg /g.h), t depolama siiresini (h) ifade etmektedir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Fikosiyanin Ekstraksiyonu

4.1.1. Biyokiitleden toplam fikosiyanin ekstraksiyonunda onislemin belirlenmesi

ve cozgen tipi secimi

S. platensis biyokiitlesine 6n islem uygulamalar1 sonucu elde edilen yas, kurutulmus ve
dondurulmus iirtinlerde nem analizi gerceklestirilmistir. Nem analizi sonucunda yas (%38.8
KM), kuru (%91.68 KM) ve dondurulmus (%8.06 KM) biyokiitle %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi,
sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7.4) ve distile su kullanilarak 3 farkli ekstraksiyon

yontemiyle muamele edilmistir.

[k olarak yas temelde %1 (W/w) biyokiitle/cézgen oraninda, Klasik ekstraksiyon
yontemiyle 10 ml hacimde sabit hiz ve siirede (7000 dev/dak; 10 dakika) 3 farkli ¢6zgenin 3
farkli biyokiitle formuna etkisi incelenmistir. Cizelge 4.1°de goriildiigii lizere dondurulmus
biyokiitle %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi ile ekstrakte edildiginde, diger ¢ozgen tipleri ve onislem
formlarindan istatistiksel olarak daha yiiksek diizeyde toplam fikosiyanin miktar1 elde
edilmistir (55.33+3.23 mg/g) (p<0.05). On islem formunun belirlenmesinin ardindan sonraki
asamalarda dondurulmus biyokiitle ile kuru temel iizerinden hesaplanmis ve 100 ml’lik

hacimde calisilmistir.

Cizelge 4.1. S. platensis biyokiitlesine 6n islem uygulamalar1 sonucu elde edilen yas, kurutulmus ve

dondurulmus tiriinlerde toplam fikosiyanin miktar

Yas Biyokiitle Kurutulmus Dondurulmus
Cozgen (Toplam Fikosiyanin  Biyokiitle (Toplam  Biyokiitle (Toplam
(mg/g) Fikosiyanin (mg/g)  Fikosiyanin (mg/g)
0,
1.5 CaCl; (wiv) 11.22%40.72 41.87%+0.78 55.33%3.23
cozeltisi
Sodyum Fosfat
Tampon Cozeltisi 7.46"+0.35 3.00°£0.06 10.64°+0.62
pH:7.4
Distile Su 3.34°0.28 12.04°+0.11 24.67°+2.26

PC Farkli iist simgeler ayni siitundaki degerler arasindaki istatistiksel olarak Gnemli farkl

gostermektedir (p<0.05).
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Klasik ekstraksiyon yonteminde dondurulmus S. platensis biyokiitlesi kullanilarak; 3

farkli ¢6zgenin, sabit sicaklik (25°C) ve siirede (10 dakika) farkli homojenizasyon hizlarinin

toplam fikosiyanin miktar1 ve Hunter L*, b* ve a* degerlerine etkisi incelenmistir. Cizelge

4.2'de gorildigi tizere %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi ve distile su ile 7000 dev/dak’da

istatilstiksel olarak en yiiksek toplam fikosiyanin miktar1 elde edilirken, sodyum fosfat

tampon ¢o6zeltisi (pH:7.4) ile 10000 dev/dak’da en yiiksek toplam fikosiyanin miktar

belirlenmistir (p<0.05). Distile su ile elde edilen toplam fikosiyanin miktar1 daha yiiksek

miktarda olmasina ragmen, %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi ile elde edilen renk daha parlak ve

koyu mavidir.

Cizelge 4.2. Klasik ekstraksiyon yontemiyle dondurulmus S. platensis biyokiitlesinden 3 farkli ¢ozgen ile farkli

homojenizasyon hizlarinda elde edilen toplam fikosiyanin miktarlari ve renk degerleri

Hom. Toplam

hiz1 Fikosiyanin L* a* b* C Hue
Cozgen

(dev/dak) (mg/g)

5000  58.89°+1.64 26.71°+2.86 2.24%+0.39 -2.98%+226 3.81%° 311.0°
%1.5
CaCl, 7000  84.68°+0.01 24.70°+0.29 2.48°+0.24 -1.39+0.40 2.85° 330.5°
(wWiv)

10000  72.46°+1.56 22.50°+0.92 3.22°+0.36 -1.78*+0.54 3.70° 330.5°
Sodyum 5000 17.53%1.16 24.94°:038 0.30°£0.05 -0.297+0.18 0.43° 318.0*"
Fosfat
Tampon 7000  28.32°t1.42 25.12°+0.00 0.52°+0.31 -1.30*+0.21 1.41° 290.5%"
Cozeltisi
pH:7.4 10000  20.15%42.02 22.87°:0.30 0.70%0.15 -0.8"1x0.05 1.07° 309.5"

5000  82.53%+0.87 24.83°+0.09 1.69°+0.05 -0.23*+0.13 1.71° 352.0°
Distile b b

7000  94.13%0.78 25.03%0.23 1.70°£0.01 -0.92°+0.03 1.94° 331.0°
Su

10000  89.31%£0.85 22.78%+0.06 1.55°+0.06 0.2%+0.04 1.56° 368.0°

2D Farkl: iist simgeler ayni siitundaki degerler arasindaki istatistiksel olarak onemli farkli
gostermektedir (p<0.05).
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Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde 3 farkli ¢ozgen ile ekstrakte edilen biyokiitleye
sabit sicaklik (25°C) ve amplitude (%50) uygulanarak siirenin etkisi incelenmistir. Cizelge
4.3" de goriildigi tizere %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi ile 25. dakikada en yiiksek toplam
fikosiyanin miktar1 elde edilirken, sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7.4) ve distile su
sirastyla 20. ve 15. dakikada istatistiksel olarak en yiiksek toplam fikosiyanin miktari
belirlenmistir (p<0.05). Bu siirelerden sonra hiicre bozunmaya ugradigindan dolay1 elde
edilen toplam fikosiyanin miktar1 azalmaya baslamistir. Bu yontemde en yiiksek toplam
fikosiyanin miktar1 %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi ile elde edilmistir (p<0.05). Ultrasonik
ekstraksiyon yontemi, hiicre ¢eperlerini tahrip ettigi i¢in biyokiitlede bulunan bilesenler
kolaylikla agiga ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda ekstraktlarda, mavi renk baskilanip yesil renk
gozlemlenmektedir. Yesil rengin artisi klorofil miktarini arttirdigindan dolayr saflagtirma
basamagmi giiclestirecegi diisiiniilmektedir. Elde edilen ekstraktin renk degerleri
incelendiginde %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisinin 25. dakikada vermis oldugu en yiiksek toplam
fikosiyanin miktarina paralel olarak en koyu mavi rengi de verdigi bulgulanmistir. —b degeri

mavi rengi temsil ettiginden dolayr en yiiksek deger %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisinde

gozlemlenmistir.



64

Cizelge 4.3. Ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle dondurulmus S. platensis biyokiitlesinden 3 farkli ¢6zgen ile

sabit amplitude degerinde farkli siirelerde elde edilen toplam fikosiyanin miktarlari ve renk degerleri

Toplam
Siire L
Cozgen Fikosiyanin L* a* b* C Hue
(mg/g)
5 78.34%£1.15  2456°+0.11 2.91%+0.04 -1.35°+0.05 3.21°% 335.02°
%15 10 79.36%£0.46  24.46°+0.09 3.62°40.03 -1.53°+0.05 3.93* 337.05°
ol.
cacl 15 88.33°+0.37  24.46°+0.07 3.44*+0.06 -0.80°+1.26 3.54° 346.89°
a
(/)2 20 89.19°£0.09  24.45°+0.09 3.91%£0.03 -1.54°+0.05 4.20° 338.55°
WIV
25 100.68%+1.18  25.56%+0.33 3.26%+0.05 -2.42°+0.06 4.06° 323.38°
30 86.90%:0.44  24.35°+1.34 2.73%40.02 -1.68%+0.02 3.58% 332.04%
Sod 5 36.63°40.22 27.58%+0.39 1.38°+0.09 -1.64°+0.17 2.14° 310.04°
oayum
- it 10 46.63°+0.03  27.20°+0.41 1.62°+0.04 -2.07°+0.28 2.63° 308.08°
osTa
T 15 89.66°+0.30  26.58%+0.20 3.15°+0.05 -1.86°+0.08 3.66° 329.44°
ampon
P 20 01.00%£0.28  26.56°+0.18 3.15°+0.05 -1.97°+0.15 3.71° 327.92°
Cozeltisi b b b b
7 25 7256°£0.26  26.14%:0.42 2.12°+£0.10 -1.60°+0.11 2.66° 323.08
pH:1- 30 64.15°£0.16  26.38%+0.25 2.17°+0.06 -1.47°+0.06 2.62° 325.82°
5 58.21°£0.04  22.54°t0.01 1.67°+0.03 -0.19%+0.01 1.68° 353.49%
10 75.04°£0.15  22.65°40.22 1.59°+0.09 0.11%+0.11 1.59° 364.04%
Distile 15 02.48%£0.35  22.92°40.01 1.49°t0.03 0.02%:0.02 1.49° 360.92
su 20 82.33°£0.13  23.03°+0.01 1.26°t0.05 0.10%:0.04 1.26° 364.73
25 84.12°£0.51  22.90°+0.01 1.07°£0.05 0.14%+0.02 1.08° 367.44%
30 75.47°+0.30  24.29°+0.77 0.15°40.07 -1.21%£0.06 1.22° 277.27°
a,b,c

gostermektedir (p<0.05).

Farkli iist simgeler ayni siitundaki degerler arasindaki istatistiksel olarak onemli farkli

Mikrodalga ile ekstraksiyon yonteminde 3 farkli ¢ozgen ile muamele edilen

biyokiitlenin sicaklig1 40°C’yi agmayacak sekilde siireler ve gii¢ler belirlenip, her iki kosulun

da etkisi incelenmistir. Cizelge 4.4'de gosterilen sonuglara gore %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi ile

yapilan ekstraksiyon incelendiginde sabit giicte siire artisi, toplam fikosiyanin miktarinin

artmasina yol agmistir. Mikrodalga ile ekstraksiyon yonteminde 150 W uygulandiginda elde

edilen toplam fikosiyanin miktarlarinin diger giiclerle kiyaslandiginda en yiiksek sonucu

verdigi istatistiksel olarak belirtilmistir (p<0.05). Giiciin artmasi 1sinmaya yol agtigindan
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dolayr 250 W uygulanan sistemdeki toplam fikosiyanin miktarlari 150 W uygulanan

sistemdeki toplam fikosiyanin miktarlarindan daha diisiikk bulunmustur.

Renk degerleri incelendiginde 150 W uygulanan orneklerdeki —b degerleri diger
orneklerin degerlerine gore daha yiiksek olarak belirlenmistir. En yogun mavi renk 150 W
orneklerinde gozlemlenmistir (p<0.05) Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7.4) ile yapilan
ekstraksiyon isleminde 50 W ve 150 W gii¢ altinda, uygulanan siire artisiyla toplam
fikosiyanin miktar1 artmustir. 250 W gii¢ altinda ise uygulanan siirenin artmasi islem
sicakligint hizli arttirdigindan dolayi, 3. dakikadan sonra siire artist toplam fikosiyanin
miktarini diigirmistiir. %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisinde oldugu gibi sodyum fosfat tampon
¢ozeltisinde (pH:7.4) de 150 W uygulamas: toplam fikosiyanin miktarlarint ve renk

degerlerini olumlu etkilemistir.
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Cizelge 4.4. Mikrodalga ekstraksiyon yontemiyle dondurulmus S. platensis biyokiitlesinden 3 farkli ¢dzgen ile

farkli gii¢ ve siirelerde elde edilen toplam fikosiyanin miktarlar1 ve renk degerleri

Toplam
Gii¢  Siire
ozgen ikosilyanin a ue
Co W (s Fik L* * b* C H
Sn
(mg/g)
10 24.69°+0.98 24.99°+0.10 0.20°+0.04 -1.77°+0.02 1.78° 276.53"
30  24.38°+0.22 25.03°+0.46 0.18°+0.10 -1.49%+0.14 1.50° 276.80°
50 60 31.71°£0.33 22.90°+1.72 1.03°+0.60 -2.14°t0.13 2.37° 295.70°
180  32.91°+0.04 21.32°41.83 1.30°+0.58 -2.74°+0.17 3.03%* 295.42°
300 50.48°+0.10 25.31°+0.20 0.82°+0.04 -3.21°+0.07 3.31°% 284.28°
600 42.38°£0.22 24.97°+0.29 0.78°+0.04 -3.23°+0.07 3.33% 283.60°
10  92.60°+0.44 24.04°+0.54 3.05%+0.06 -4.04°:0.15 5.06° 307.03°
%ol 30  95.63%0.09 26.58%:0.49 3.04%t0.11 -4.13°+0.37 5.13* 306.35°
ol.
Cacl 150 60  95.22240.05 24.67°+0.35 3.51%£0.05 -4.30°+0.12 5.55% 309.24°
a
(/)2 180  96.65%+0.15 23.64°£0.06 2.66°+0.03 -4.26°:0.04 4.42° 301.97°
W/IV
300 98.78%+0.31 23.81°+0.05 2.48°+0.04 -4.33°+0.03 6.35° 318.55°
600 110.21%+0.1 24.46°+021 4.64°+0.06 -4.06°+0.14 6.16° 318.85°
10 12.37°+£0.10 27.14%+0.16 0.33°+£0.04 -2.44°£0.10 2.46° 277.80°
30 13.21°£0.04 25.95%+0.33 0.38°+£0.03 -2.62°+0.11 2.65° 278.33°
250 60  29.17°+0.23 24.84°:025 1.24°+0.06 -3.64°t0.06 3.84° 288.80°
180 36.21°40.04 24.85+0.06 0.62°+0.03 -3.27°40.05 3.33° 280.67°
300 68.87°+0.26 24.00%:0.26 4.87%£0.05 -456°+0.27 6.67° 316.86°
600 44.46°+£0.53 24.22°+1.63 2.30°+0.46 -3.46°t0.26 4.16° 303.66"
10  15.31%1.11 25.04°+£0.06 0.04°+0.02 -1.46°£0.02 1.46° 271.41°
30 12.11°40.04 25.16°+0.06 0.11°+0.06 -1.83°+:0.02 1.83° 273.44°
Sodyum 50 60  12.80°+0.17 24.93°£0.05 0.13°+0.04 -1.81°+0.02 1.81° 274.05°
Fosfat 180 14.61°40.84 24.94°+0.07 0.08°+0.06 -1.01%t1.53 1.01° 274.76°
Tampon 300 21.75°4024 24.15°+0.71 0.26°0.13 -1.43%+0.33 1.45° 280.26°
Cozeltisi 600 22.07°+0.49 23.85°+0.09 0.05°+0.04 -2.10°+2.18 2.10° 271.31°
pH:7.4 10  24.97°+0.20 23.17°+0.05 0.70°+0.04 -2.33°+0.05 2.43° 286.71°
150 30  39.74°+£0.04 23.05°+0.02 1.28°+0.03 -2.28°+0.04 2.61° 299.41°
60  43.25°+0.15 23.07°+0.04 1.35°+0.06 -2.32°+0.03 2.69° 300.21°
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180 56.23°+0.14 22.84°+0.05 1.95°+0.08 -1.91°+0.02 2.73° 315.68°

300 67.21°+0.10 22.67°+0.07 2.38°+0.03 -1.58°+0.05 2.86° 326.53

600  78.79°+0.24 22.73°+0.08 2.64°+0.04 -1.35°+0.04 2.97° 332.87°

10  66.02%£0.22 22.78°+0.16 2.30°+0.13 -1.48%t0.06 2.73* 327.12°

30  71.86°+£0.39 22.70°+0.08 2.39%£0.08 -1.70°+0.13 2.93% 324472

250 60  72.50%£0.01 22.89°+0.03 2.22°+0.07 -1.83°+0.02 2.88°  320.44°
180 38.79°+0.12 23.06°+£0.04 1.07%£0.05 -1.60°+£0.05 1.92° 303.76"

300 57.04°+0.19 23.21°+0.03 3.39°+0.03 -2.25°+0.08 4.07° 326.37°

600 53.17°+£0.09 22.96°+0.05 2.82%:0.05 -1.73°+0.06 3.31° 328.38°

10 62.09%42.47 26.922+0.05 1.99%+0.08 -1.43%£0.05 2.45° 324.40°

30  61.88%+0.03 27.36%£0.09 1.75%t0.32 -1.71°+0.08 2.45% 315.70°

50 60  74.65°£0.06 27.11%£0.03 1.91%£0.02 -1.59%+0.02 2.49®° 320.18
180  70.75%+0.11 27.07%:0.01 2.00%+0.04 -1.43%£0.02 2.46° 324.33°

300 82.05%+0.11 26.59%£0.09 1.81%£0.04 -1.76°+0.14 2.52° 315.80°

600 77.50%+0.19 26.25%0.12 1.77%£0.04 -1.55°+0.01 2.35° 318.75°

10  22.86°+0.45 26.01°£0.05 0.31°+0.03 -1.85°+0.02 1.88° 279.43°

30  21.70°+0.91 26.25%£0.19 0.13°+0.03 -1.72°+0.05 1.73° 274.25°
Distile 150 60 70.89°£0.03 25.59%+0.02 1.52°+0.05 -1.44°+0.04 2.09° 316.51°
Su 180  80.90°:0.04 25.99%+0.02 0.09°+0.02 -1.18°0.02 1.19° 274.26°
300 81.59°+0.35 24.92°+0.41 1.66°+0.05 -1.86°+0.11 2.49° 311.75°

600 89.59°+0.06 24.67°+0.07 1.80°+0.04 -1.48°+0.06 2.33° 320.60°

10 12.59°+0.43 24.67°+0.06 0.16°:0.09 -1.87°+0.10 1.88° 274.89°

30 10.41°40.04 24.06°£0.09 0.46°+£0.04 -0.51%£0.05 0.69° 311.58°

250 60 14.94°+0.13 23.39°+0.51 0.25°40.04 -0.53*+0.04 0.58° 295.42°
180  45.49%+039 22.98%+0.37 0.83°+£0.04 -0.58°+0.28 1.01° 324.99°

300 81.16%+0.35 23.67°+0.33 2.26°+0.06 -0.432+0.09 2.30° 349.29°

600 60.29°+0.03 22.58%£0.22 0.28°+0.07 -0.17%+0.19 0.28° 345.72°

a,b,c

Farkli iist simgeler ayni stitundaki degerler arasindaki istatistiksel olarak onemli farkli
gostermektedir (p<0.05).



68

Sekil 4.1. S. platensis biyokiitlesine 3 farkli ¢dzgen ile islem sonucu elde edilen mikroskop goriintiileri
(A: S. platensis igslem gérmemis biyokiitle, B: Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7.4) ile elde elde edilen S.

platensis, C: Distile su ile elde edilen S. platensis, D: %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi ile elde edilen S. platensis).

Klasik, ultrasonik ve mikrodalga ekstraksiyon yontemleriyle %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi
kullanilarak elde edilen ekstraktlarda mavi rengin diger ¢ozgenlere goére baskin oldugu
gbozlemlenmistir. Denemeler sirasinda 3 farkli ¢ozgen kullanmilarak gergeklestirilen
ekstraksiyon isleminde S. platensis'in hiicre yapisina ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.1' de
goriilmektedir. %1.5 CaCl, (w/v) ¢oOzeltisi S. platensis'in hiicre yapisina zarar vermeden
fikosiyaninin elde edilmesini saglamistir. Bazik ortamda yetisen hiicre, distile suyun yol agtig1
notr ortamda tamamen patlamaktadir. %1.5 CaCl, (w/v) c¢ozeltisi hiicreyi parcalamadan,
sadece sodyum-kalsiyum kanallarin1  bozarak tillakoid membranlarinda bulunan
fikobiliproteinleri hiicre zarinda agilan deliklerden ortama ¢ikarmaktadir. Hiicrenin
icerisindeki fikosiyanin disindaki diger bilesenler agiga ¢ikamadigi i¢in mavi-kirmizi renk
elde edilmistir. Distile su, bazik biiyliyen hiicreyi tamamen parcaladigindan dolay: klorofilleri
aciga c¢ikararak koyu yesil renge sebep olmaktadir. Sodyum fosfat tampon c¢ozeltisi
(pH:7.4)’nde ise elde edilen toplam fikosiyanin miktar1 diger iki ¢6zgene oranla oldukga
diisik olup, rengi de acik yesildir. Sodyum fosfat tampon ¢o6zeltisi (pH:7.4) iyon
yogunlugundan dolay1 distile suya oranla hiicrenin korunmasini saglamasina ragmen mavi
renk elde edilememistir. %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi kullanilarak ekstrakte edilen biyokiitlenin
renk degerleri incelendiginde mavi rengin ortaya ¢iktigi goriilmektedir. %1.5 CaCl, ile elde
edilen fikobiliproteinlerde fikosiyanin ve fikoeritrin (mavi-kirmizi renk) olmasi nedeniyle,

Hue agisinin 300-360° aralig1 mavi-mor bolgeyi temsil etmektedir.
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4.1.2. Biyokiitleden toplam fikosiyaninin farkh ekstraksiyon yontemleri

kullanilarak ekstraksiyonu

Fikosiyaninin klasik, ultrasonik ve mikrodalga yontemleriyle ekstraksiyonunda Cizelge
3.1'de belirtilen CCRD (Merkezi Tiimlesik Dizayn) ile hazirlanan deneme desenine gore
denemeler gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarda toplam fikosiyanin miktari, toplam

fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi analizi gergeklestirilmistir.

41.2.1. Klasik ekstraksiyon yontemi kullamlarak biyokiitleden toplam

fikosiyanin ekstraksiyonu

Klasik ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenler olan biyokiitle/¢6zgen orant (%
w/w), homojenizasyon hizi (dev/dak) ve siirenin (dak) etkisi incelenmistir. Klasik
ekstraksiyon yonteminin bagimsiz islem degiskenleri olan biyokiitle/cozgen orant %0.32-3.68
(w/w), homojenizasyon hiz1 3636-10363 dev/dak ve siire 1.59-18.41 dak arasinda
degismektedir. Bagimsiz degiskenlerin araliklar1 6n deneme ¢alismalari ve literatiirde
gerceklestirilmis olan calismalar dikkate alinarak belirlenmistir. Fikosiyaninin Klasik
ekstraksiyon yontemi ile ekstraksiyonu igin gergeklestirilen optimizasyon g¢alismasinda, bu
bagimsiz degiskenlerin, toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g), toplam fenolik madde miktar1 (mg
gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml ekstrakt) degerleri lizerine

etkileri incelenmistir.

Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi icin tasarlanan
deneme planina gore elde edilen deneysel yanitlar toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g), toplam
fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml
ekstrakt) degerleri Cizelge 4.5'de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Klasik ekstraksiyon yontemi ile CCRD deneme desenine gore elde edilen ekstraktlarin toplam

fikosiyanin miktart, toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri

Toplam
Biyokiitle/ Fenolik TEAC
on. Cozgen Hom.Hiz1 Siire 'Top.lam. Madde (MM
(dev/dak) (dak) Fikosiyanin
No oram (%) Miktar1 (mg  trolox/ml
(A) ®) (©) (mg/g) gallik asit ekstrakt)
/L)

1 1.00 5000.00 10.00 39.97+0.70  117.76+1.35  26.54+0.09

2 3.00 5000.00 10.00 39.97+0.28  209.95+1.64  30.20+0.97

3 1.00 9000.00 10.00 52.16£1.23 97.56+2.35  33.86+0.13
4 3.00 9000.00 10.00 38.43+0.39  226.40+7.35 41.71+0.38

5 1.00 5000.00 25.00 61.30+1.06 124.83+1.31 31.43+0.00

6 3.00 5000.00 25.00 58.83+1.73  204.20+£2.73  40.09+0.66

7 1.00 9000.00 25.00 63.49+0.83 117.08+0.67 30.37+0.15
8 3.00 9000.00 25.00 42.67+0.33  218.52+4.81 43.01+0.19
9 0.32 7000.00 17.50 43.54+1.16  47.15£0.98  23.96+0.25
10 3.68 7000.00 17.50 25.83+0.82  201.26+1.74  42.94+0.52
11 2.00 3636.41 17.50 48.66+0.49  145.03+1.61  29.97+0.00
12 2.00 10363.59 17.50 53.09+0.14  197.47+£2.74 42.96+0.13
13 2.00 7000.00 4.89 53.46+1.14  158.55+2.35 28.37+0.06
14 2.00 7000.00 30.11 74.74+0.63 176.62+3.94 40.28+1.18
15 2.00 7000.00 17.50 55.47+0.86  145.84+8.71  40.70+0.25
16 2.00 7000.00 17.50 54.81+1.19  179.04+3.19  39.53+0.00
17 2.00 7000.00 17.50 52.7740.40  154.26+£8.37 36.23+£0.45
18 2.00 7000.00 17.50 65.67+0.81 186.86+0.95 39.88+0.31
19 2.00 7000.00 17.50 58.70£1.18  199.68+5.13  39.26+1.41
20 2.00 7000.00 17.50 59.29+0.60  198.31£1.57  39.99+0.68
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Modelin olusturulmasi

Optimizasyon ¢alismasinda yer alan islem degiskenleri ile yanit arasindaki iliskiyi ifade
eden matematiksel modeller ¢oklu lineer regresyon analizi yapilarak olusturulmustur. Bunun
icin modellere degiskenin dncelikle lineer etki terimleri, daha sonra quadratik ve interaksiyon
etki terimleri sirasi ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve model
uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir. Her bir yanit i¢in varyans analizi

tablosu Ek Cizelge 3(a)'da verilmistir

Ek Cizelge 3(a)’da verilen sonuglara gore, ii¢ yanit (toplam fikosiyanin miktarinin
(mg/g), fenolik madde miktart (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM
trolox/ml ekstrakt) i¢in quadratik terimlerin eklenmesinin modeli 6nemli ol¢iide gelistirdigi
gozlenmistir. Bu yanit i¢in en uygun model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller
oldugu varsayimi boylelikle ispat edilmistir. Klasik ekstraksiyon islem degiskenlerinin
fikosiyanin eldesinde toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g), toplam fenolik madde miktar1 (mg
gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml ekstrakt) degerleri iizerinde % 95
giiven seviyesinde etkilerini gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.6’da verilmistir.



72

Cizelge 4.6. Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin toplam fikosiyanin miktar1 toplam fenolik

madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri lizerine secilen bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren

ANOVA tablosu
Toplam Toplam Fenolik | TEAC (mM
Fikosiyanin Madde Miktar1 (mg | trolox/ml ekstrakt)
(mg/g) gallik asit /L)
Varyasyon SD HKT p-degeri | HKT p- degeri | HKT p- degeri
Kaynag
Model 9 2243.81 <0.000* |37288.61 0.000* 671.16  <0.000*
A 1 326.63 <0.000* |31995.32 <0.000* |307.08 <0.000*
B 1 124 0.663 606.80 0.240 132.52  <0.000*
C 1 613.58 <0.000* | 137.60 0.565 77.93 0.001*
AB 1 12859 0.001* | 430.76 0.316 8.34 0.171
AC 1 1144 0.202 202.17 0.488 11.97 0.108
BC 1 7574 0.006* | 13.31 0.857 35.99 0.012*
A? 1 884.82 <0.000* |3846.26 0.010* 58.70 0.003*
B2 1 64.29 0.009* | 1.25 0.956 13.07 0.095
c? 1 9468 0.003* | 14.49 0.851 42.02 0.008*
Kalint 10 61.26 3893.14 38.41
Model
uygunsuzlugu 5 1540 0.8718 2557.28  0.7534 26.18 0.2115
testi
Saf Hata 5 4586 2557.28 12.23
Toplam 19 2305.07 41181.75 709.57

* 9095’lik diizeyde 6nemli A: Biyokiitle/¢zgen orani (%), B: Homojenizasyon Hizi (dev/dak), C: Siire (dak)

Cizelge 4.6'da goriildiigii lizere elde edilen regresyon modelinin %95 giiven seviyesinde

onemli oldugu goriilmektedir. Her bir bagimsiz degiskenin yanitlar ilizerindeki lineer,

interaksiyon ve quadratik etkilerinin istatistiksel olarak Onemliligi de Cizelge 4.7' de

gosterilmistir. Etkilerin istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi F ve p-degerlerinden

bulunmustur. p-degeri 0.05'ten biiyiik olan etkiler 6nemsiz kabul edilmis ve bu terimler model

hiyerarsisine zarar vermeden modelden c¢ikarilmistir. Ayrica, bu cizelgede kalinti hata,
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deneysel dizaynin merkez noktasinda yapilan gozlemlerin tekrarlanmasiyla saf deneysel hata

ve model uygunsuzlugu (lack of fit) olarak ayrilmistir.

Cizelge 4.7 Modelin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler

S Toplam Fenolik TEAC (mM
Toplam Fikosiyanin

Madde Miktan trolox/ml
(mg/g) L
(mg gallik asit /L) ekstrakt)
R? 0.9734 0.9055 0.9459
Rzad,- 0.9495 0.8204 0.8972
CV.% 477 11.94 5.43
PRESS 187.22 13848.27 216.50
Yeterli Tahminleme 27.946 12.438 14.787

Regresyon katsayisi R?, deneysel verideki model tarafindan agiklanabilen varyasyonun
toplam varyasyona orani olarak tanimlanmistir (Myers and Montgomery, 1995; Khuri and
Cornell, 1996). Elde edilen modelde varyasyon (R*>0.90) modeller tarafindan
aciklanabilmektedir (Cizelge 4.7).

Ancak modele yeni terimlerin eklenmesi ile bu terimler istatistiksel olarak 6nemsiz olsa
da Rz'yi her zaman arttirmaktadir. Bu nedenle diizeltilmis regresyon katsayisi Rzadj
degerlerinin modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmasi 6nerilmektedir (Myers
ve Montgomery, 1995). Tiim yanitlar i¢in R? ve Rzadj degerlerinin birbirlerine yakin olmasi

modellerin istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri igermedigini gostermektedir.

Varyasyon katsayis1 deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagli bir
Olctistidiir. Biiylik varyasyon katsayis1 degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini,
kiiclik varyasyon katsayis1 degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni1 degere sahip
oldugunu gostermektedir (Lazi¢, 2004). Yanitlar i¢in varyasyon katsayisi degeri toplam
fikosiyanin miktari i¢in 4.77, toplam fenolik madde miktari i¢in 11.94 ve TEAC antioksidan

aktivitesi i¢in 5.43 olarak bulunmustur.

Myers and Montgomery (1995) yeterli tahminleme (adequate precision) ve PRESS
istatistiklerinin daha sonra yapilacak gozlemlerin tahminlenmesi i¢in kullanilabilecegini ve

yeterli tahminleme (adequate precision) degerinin 4’ten biiylik olmasi gerektigini



74

belirtmislerdir. Tiim modeller i¢in yeterli tahminleme (adequate precision) degeri 4’ten biiyiik
bulunmustur (Cizelge 4.7).

Model parametreleri en kiiciik kareler yontemi kullanilarak, bu parametrelerin ve
modelin 6nemliliginin test edilmesi ise varyans analizi kullanilarak yapilmistir. Kalintilar,
rastgele hata teriminin davranigini yansittii icin bu varsayimlarin test edilmesinde ve
modelin uygunlugunun belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Kalint1 analizi; kalintilarin
normal olasilik grafigi, kalintilarin model tahminlerine kars1 ¢izildigi grafik, kalintilarin

deneme sirasina karsi ¢izildigi grafik gibi grafiksel yontemler kullanilarak gerceklestirilmistir.

Toplam fikosiyanin miktar1 yaniti igin, Ek 4'de bulunan Ek Sekil 4(a)'da normal olasilik
grafigi, kalintiya karst model tahminleri grafi§i ve deneme sirasina karsi kalint1 grafikleri

gosterilmistir. Elde edilen grafiklerden bu varsayimlarin karsilandig1 goriilmektedir.
Toplam fikesiyanin miktarimin modelin yamti olarak incelenmesi

Fikosiyaninin klasik ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonu ile elde edilen orneklerin
toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g) yanit1 igin regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci
dereceden polinomiyal model, kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.1°de verilmistir.
Esitlik 4.1’den tahminlenen degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Fikosiyanin ekstraktlarindaki toplam fikosiyanin miktar1 degerleri (FMgjasik)
icin model tahminlerinin deneysel verilerle uyum igerisinde oldugu saptanmistir. Denklem
sabitlerinde, A biyokiitle/¢ozgen orani (%); B homojenizasyon hizi (dev/dak), C siire (dak)

degiskenlerini ifade etmektedir.

FMyasie = 56.93 — 4.894 + 6.7C — 4.01AB — 3.08BC — 7.8442 — 2.11B2 + 2.56  (4.1)
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Sekil 4.2. Toplam fikosiyanin miktari i¢in modelden (Es.4.1) tahminlenen degerlere karsi deneysel veriler

Islem degiskenlerinin toplam fikosiyanin eldesinde; toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g),
toplam fenolik madde miktart (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM
trolox/ml ekstrakt) degerleri iizerindeki etkilerinin gorsel olarak kolayca belirlenebilmesi igin,
elde edilen quadratik model kullanilarak yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri

olusturulmus olup, Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin toplam fikosiyanin miktari, toplam fenolik

madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri i¢in yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri

Sekil 4.3’den de goriilebilecegi iizere klasik ekstraksiyon yontemi ile fikosiyanin
eldesinde biyokiitle/¢cozgen oraninin artmasiyla fikosiyanin miktariin arttigi ve bununla
birlikte islem siiresinin artmasinin da fikosiyanin miktarinin artmasina sebep olan bir diger
onemli faktdr oldugu goriilmektedir. Homojenizasyon hizinin artmasiyla birlikte ise

fikosiyanin miktarinda bir miktar artis oldugu da goriilmektedir.

Toplam fenolik madde miktar1 {izerinde biyokiitle/¢6zgen oraninin en etkili bagimsiz
degisken oldugu, biyokiitlenin artisiyla birlikte ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarinin
artt1g1 bulgulanmistir.

Sekil 4.3’den agik¢a goriilebilecegi gibi TEAC antioksidan aktivitesi degerleri tizerinde
ise kullanilan biyokiitlenin oraninin yanisira homojenizasyon hizinin ve siiresinin artmasinin

da etkili oldugu bulgulanmustir.
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Klasik ekstraksiyon yontemi ile toplam fikosiyanin eldesinde optimum islem

kosullarinin belirlenmesi

Klasik ekstraksiyon yontemi ile farkli islem kosullarinda fikosiyanin eldesi
gerceklestirilmis olup optimum islem kosullar1 CCRD (Merkezi Tiimlesik Dizayn, Central
Composite Rotatable Design) deneme dizaynina goére saptanmistir. Yapilan literatiir
taramasinda biyokiitle/cozgen orani (% w/w), homojenizasyon hizi (dev/dak) ve siirenin (dak)
toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g), toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan
aktivitesi iizerine onemli etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu sebeple, bu ii¢ faktor
bagimsiz degiskenler olarak; toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g) , toplam fenolik madde
miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml ekstrakt) ise bagimli
degiskenler olarak sec¢ilmistir. Yanitlar ile bagimsiz degiskenler arasindaki iligki
bilinmediginden ikinci dereceden polinomiyal bir modelle gercek yanit fonksiyonuna
yaklagilacag1 varsayilmistir. Olusturulan modellerin deneysel verilerle ne derece ortiistiigi
varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. %95 giiven diizeyindeki Fischer (F-testi) testi
uygulanarak her bir faktoriin lineer, quadratik ve interaksiyon etkilerinin yanitlar tizerindeki
istatistiksel onemlilikleri bulunmus ve her bir etki igin hesaplanan Fgy ile Fyp degerleri
karsilastirilarak istatistiksel olarak Onemli olmayan etkiler modelden c¢ikarilmigtir. Bir
modelin sistemin gercek yanitina uygun bir yaklasim olup olmadigina, “lack of fit”den
kaynaklanan hatanin Onemsiz ve regresyondan kaynaklanan varyasyonun %95 giiven
seviyesinde onemli olmasi kosuluyla karar verilmistir. Bunun yani sira, modelin uygunlugu
regresyon katsayisi (R?), diizeltilmis regresyon katsayisi (Adj-R?), tahminlenmis kalinti hata
kareler toplami (PRESS) ve tahminlenmis c¢oklu belirleme katsayisi (Pre-Rz) kullanilarak

belirlenmistir.

Yapilan bu degerlendirmeler sonunda elde edilen modeller kullanilarak calisilan
deneysel bolge igerisinde maksimum toplam fikosiyanin miktar1 ve deger araliginda
antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde miktarini saglayan optimum iglem kosullar
“desirability fonksiyonu” metodu kullanilarak belirlenmistir. Optimum noktanin belirlenmesi
asamasinda her bir yanit i¢in elde edilen ikinci dereceden polinomiyal modeller kullanilmistir.
Desirability fonksiyonu yaklagimi kullanildiginda optimum nokta igin Cizelge 4.8’de verilen
¢ozlim elde edilmistir. Optimum nokta i¢in oran1 %1.71 (w/w), homojenizasyon hizi 6237.66

dev/dak ve stire 15 dak olarak bulunmustur. Desirability fonksiyonu metodu ile modele gore
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belirlenmis olan optimum noktada (optimum islem kosullarinda) en az bes deneme yapilmis
ve optimum nokta deneysel olarak da dogrulanmistir. Optimum noktada yapilan 5 dogrulama
denemesinin sonuglari, sonuglarin ortalamasi ve modelden tahmin edilen degerler Cizelge

4.9’da gortilmektedir.

Cizelge 4.8. Desirability fonksiyonu yaklagimi kullanilarak elde edilen optimum nokta ¢dziimii

Toplam
Fenolik TEAC
Biyokiitle/ Toplam Madde (mM
Coziim Hom. Hiz Siire o o
cozgen Fikosiyan Miktar1  trolox/ml Desirability
sayisi (dev/dak) (dak)
orani(%0) in (mg/g) (mg ekstrakt)
gallik asit
/L)
1 171 6237.66 15.00 67.6094 162.933  37.6248 0.854
2 1.69 6232.47 15.00 67.6047 161.737  37.4642 0.854
3 1.69 6368.96 15.00 67.6026 162,522  37.6112 0.854
Cizelge 4.9. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari
Toplam Toplam Fenolik Madde TEAC (mM
Dn.No Fikosiyanin Miktar1 (mg gallik asit trolox/ml
(mg/g) /L) ekstrakt)
1 67.07 167.02 36.23
2 69.72 169.03 37.23
3 66.68 168.83 35.91
4 69.15 170.07 37.34
5 67.98 168.80 38.73
Ortalama 68.12 168.75 37.09
Modelden
67.61 162.93 37.62

Tahminlenen
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Elde edilen her yanit i¢in, modelden tahminlenen ve optimum noktanin dogrulanmasi
denemelerinden elde edilen ortalama sonuglar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark
olup olmadig1 tek Ornek t-—testi ile belirlenmistir. Tek 6rnek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for
Windows) paket programi yardimiyla uygulanmis olup, regresyon analizi, istatistiksel
analizler, izohips ve yanit ylizey grafikleri ve optimizasyon Design ExpertVersion 7.0
(Stateaselnc.) paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir yanit igin tek 6rnek t-

testi sonuglar1 Cizelge 4.10°da goriilmektedir.

Cizelge 4.10. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile

karsilagtiritlmasi

Tahminlenen  Deneysel b
Yanitlar SH Fark % Hata® p-degeri
deger deger®

Toplam
Fikosiyanin 67.61 68.12+1.31 0.583 0.551 0.808 0.432

(mg/g)

Toplam Fenolik

Madde Miktarn
) - 162.93 168.75£1.10 0.491 5.789 3.43 0.000
(mg gallik asit

/L)

TEAC (mM
trolox/ml 37.64 37.09+1.11 0.495 0.551 1.48 0.327
ekstrakt)

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir, b Ortalama standart hata, ¢ % Hata = ( | yden - ytah | /yden ) * 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen fikosiyanin analiz sonuglarina gore
toplam fenolik madde miktar1 hari¢ diger tiim yanitlar ile modelden tahminlenen degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (p>0.05). Toplam fenolik madde
miktarinda optimum noktada iiretilen 6rneklerde daha yiliksek degerler edilmis olup, pozitif

yonde bir deger artis1 goriilmektedir.
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4.1.2.2. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi kullanilarak biyokiitleden toplam

fikosiyanin ekstraksiyonu

Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenler olan biyokiitle/cozgen orani
(% wiw), amplitude (%) ve siirenin (dak) etkisi incelenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon
yonteminin bagimsiz islem degiskenleri olan biyokiitle/cézgen oran1 % 0.32-3.68 (w/w),
amplitude %19.7-70.23 ve siire 4.89-30.11 dak arasinda degismektedir. Bagimsiz
degiskenlerin araliklar1 6n deneme calismalar1 ve literatiirde gergeklestirilmis olan ¢aligmalar
dikkate alinarak belirlenmistir. Fikosiyaninin ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile
ekstraksiyonu i¢in gerceklestirilen optimizasyon ¢alismasinda, bu bagimsiz degiskenlerin,
toplam fikosiyanin miktart (mg/g), toplam fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC

antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml ekstrakt) degerleri iizerine etkileri incelenmistir.

Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi i¢in tasarlanan
deneme planina gore elde edilen deneysel yanitlar toplam fikosiyanin miktari (mg/g), toplam
fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml
ekstrakt) degerleri Cizelge 4.11'de verilmistir.



Cizelge 4.11. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile CCRD deneme desenine gore elde edilen ektraktlarin toplam
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fikosiyanin miktari, toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri

Dn.No Biyokiitle/ Amplitude Siire Toplam Toplam TEAC
Cozgen (%) (dak) Fikosiyanin Fenolik (mM
oram(%) (D) © (mg/g) Madde trolox/mL
(A) Miktar ekstrakt)

(mg gallik
asit/L)

1 1.00 30.00 10.00 86.11£0.27 156.70+0.86 19.07+1.82

2 3.00 30.00 10.00 86.65+0.04  329.86+1.60 25.88+0.39

3 1.00 60.00 10.00 95.04£1.17 150.93+0.98 26.88+0.77

4 3.00 60.00 10.00 60.44+0.75 333.63+0.52 32.10+0.68

5 1.00 30.00 25.00 85.3840.97 139.52+0.17 30.01+0.06

6 3.00 30.00 25.00 102.98+1.14 308.92+0.26 37.06+1.09

7 1.00 60.00 25.00 91.59+0.03 202.49+1.63 31.98+0.45

8 3.00 60.00 25.00 83.37+0.70  368.24+0.49 38.34+1.95

9 0.32 45.00 1750 93.77£1.03 54.73+1.41 20.07+0.55

10 3.68 45.00 17.50 93.68+£1.60 347.23+0.39 35.76+0.97

11 2.00 19.77 17.50 99.75£1.22  268.20+1.84 30.38+0.75

12 2.00 70.23 1750 92.86+0.14 292.36+1.17 36.86+0.32

13 2.00 45.00 489 70.46+1.25 221.35+0.13 21.73+0.17

14 2.00 45.00 30.11 77.51+0.46 278.89+2.97 38.43+0.24

15 2.00 45.00 1750 91.86+0.43 250.94+2.86 35.43+0.25

16 2.00 45.00 1750 83.26+£1.60 232.85+0.83 36.52+1.03

17 2.00 45.00 17.50 88.12+1.67 240.76+2.15 33.34+0.64

18 2.00 45.00 1750 91.34£1.15 244.06+0.15 31.51%0.30

19 2.00 45.00 1750 84.66+1.49 244.19+1.83 37.20+0.12

20 2.00 45.00 17.50 87.49+£0.16 251.59+1.03 36.00+8.35
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Modelin olusturulmasi

Ultrasonik ekstraksiyon yoOntemiyle optimizasyon c¢alismasinda yer alan islem
degiskenleri ile yanit arasindaki iligkiyi ifade eden matematiksel modeller ¢oklu lineer
regresyon analizi yapilarak olusturulmustur. Bunun i¢in modellere degiskenin oncelikle lineer
etki terimleri, daha sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde
eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri

analiz edilmistir. Her bir yanit i¢in varyans analizi tablosu Ek Cizelge 3(b)'de verilmistir

Ek Cizelge 3(b)’de verilen sonuglara gore, {i¢ yanit (toplam fikosiyanin miktarinin
(mg/g), fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM
trolox/ml ekstrakt) i¢in quadratik terimlerin eklenmesinin modeli 6nemli 6lgiide gelistirdigi
gbzlenmistir. Bu yanit i¢in en uygun model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller
oldugu varsayimi boylelikle ispat edilmistir. Ultrasonik ekstraksiyon islem degiskenlerinin
fikosiyanin eldesinde toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g), toplam fenolik madde miktar1 (mg
gallik asit/L)) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml ekstrakt) degerleri iizerinde % 95
giiven seviyesinde etkilerini gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.12°de verilmigtir.



83

Cizelge 4.12. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin toplam fikosiyanin miktari, toplam

fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri iizerine segilen bagimsiz degiskenlerin etkisini

gosteren ANOVA tablosu
Toplam Toplam Fenolik TEAC (mM trolox/ml
Fikosiyanin Madde Miktar1 (mg ekstrakt)
(mg/g) gallik asit /L)
Varyasyon SD HKT p- HKT p- HKT p- degeri
Kaynag degeri degeri
Model 9 1612.70 <0.000* | 1.14E+05 0.000* 672.96 <0.000*
A 1 32.85 0.122 | 1.03E+05 <0.000* 196.74 <0.000*
D 1 11090 0.011* | 1896.30  0.001* 58.18 0.002*
C 1 138.92 0.006* | 1535.80  0.003* 277.16 <0.000*
AD 1 479.37  <0.000* 4.34 0.835 0.65 0.667
AC 1 246.59  0.000* 53.65 0.471 0.24 0.794
DC 1 2.96 0.624 1930.96  0.001* 14.51 0.062
A? 1 44.86 0.077 2895.43  0.000* 92.08 0.000*
D? 1 101.00 0.014* | 2769.17  0.000* 3.75 0.311
c? 1 396.40  0.000* 147.47 0.243 44.69 0.004*
Kalimnti 10  115.45 956.45 32.89
Model 5 55.69 0.530 715.85 0.128 9.65 0.822
uygunsuzlugu
testi
Saf Hata 5 55.76 240.60 23.24
Toplam 19 1728.15 1.15E+05 705.85

* 9495°lik diizeyde dnemli A: Biyokiitle/¢ozgen orani(%), D: Amplitude (%), C: Siire (dak)
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Cizelge 4.12' de goriildiigii tlizere elde edilen regresyon modelinin %95 giiven
seviyesinde onemli oldugu goriilmektedir. Etkilerin istatistiksel olarak model agisindan
onemliligi F ve p-degerlerinden bulunmustur. p-degeri 0.05'ten biiyiik olan etkiler 6nemsiz
kabul edilmis ve bu terimler model hiyerarsisine zarar vermeden modelden ¢ikarilmistir.
Ayrica, bu ¢izelgede kalint1 hata, deneysel dizaynin merkez noktasinda yapilan gozlemlerin

tekrarlanmasiyla saf deneysel hata ve model uygunsuzlugu (lack of fit) olarak ayrilmistir.

Cizelge 4.13 Modelin uygunlugunun test edilmesi igin kullanilan istatistikler

Toplam Fikosiyanin ~ Toplam Fenolik TEAC (mM

(mg/g) Madde Miktar trolox/ml
(mg gallik asit /L) ekstrakt)
R 0.9332 0.9917 0.9534
R%aj 0.8731 0.9842 0.9115
CV.% 3.89 3.98 5.72
PRESS 515.59 5814.58 106.89
Yeterli Tahminleme 16.092 45.022 16.165

Regresyon katsayis1 R%, deneysel verideki model tarafindan agiklanabilen varyasyonun
toplam varyasyona orani olarak tanimlanmistir (Myers and Montgomery, 1995; Khuri and
Cornell, 1996). Elde edilen modelde varyasyon (R?>>0.93) modeller tarafindan
aciklanabilmektedir (Cizelge 4.13).

Ancak modele yeni terimlerin eklenmesi, bu terimler istatistiksel olarak 6nemsiz olsa da
Rz'yi her zaman arttirmaktadir. Bu nedenle diizeltilmis regresyon katsayisi Rzadj degerlerinin
modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmasi oOnerilmektedir (Myers ve
Montgomery, 1995). Tiim yanitlar i¢in R? ve Rzadj degerlerinin birbirlerine yakin olmasi

modellerin istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri igermedigini gostermektedir.

Varyasyon katsayis1 deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagl bir
oOlgiistidiir. Biiyiik varyasyon katsayis1 degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini,
kiigiik varyasyon katsayist degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayn1 degere sahip
oldugunu gostermektedir (Lazi¢, 2004). Yanitlar i¢in varyasyon katsayisi degeri toplam
fikosiyanin miktar1 icin 3.89, toplam fenolik madde miktari i¢in 3.98 ve TEAC antioksidan

aktivitesi i¢in 5.72 olarak bulunmustur.
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Myers and Montgomery (1995) yeterli tahminleme (adequate precision) ve PRESS
istatistiklerinin daha sonra yapilacak gozlemlerin tahminlenmesi i¢in kullanilabilecegini ve
yeterli tahminleme (adequate precision) degerinin 4’ten biiyiik olmasi gerektigini
belirtmislerdir. Tiim modeller i¢in yeterli tahminleme (adequate precision) degeri 4’ten biyiik

bulunmustur (Cizelge 4.13).

Model parametreleri en kiiciik kareler yontemi kullanilarak, bu parametrelerin ve
modelin 6nemliliginin test edilmesi ise varyans analizi kullanilarak yapilmistir. Kalintilar,
rastgele hata teriminin davranigini yansittigl i¢in bu varsayimlarin test edilmesinde ve
modelin uygunlugunun belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Kalint1 analizi; kalintilarin
normal olasilik grafigi, kalintilarin model tahminlerine karsi ¢izildigi grafik, kalintilarin

deneme sirasina karsi ¢izildigi grafik gibi grafiksel yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Toplam fikosiyanin miktar1 yanit1 i¢in, Ek 4'de bulunan Ek Sekil 4(b)'de normal olasilik
grafigi, kalintiya karst model tahminleri grafigi ve deneme sirasina karsi kalint1 grafikleri

gosterilmistir. Elde edilen grafiklerden bu varsayimlarin karsilandig goriilmektedir.
Toplam fikesiyanin miktarinin modelin yanit1 olarak incelenmesi

Fikosiyaninin ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonu ile elde edilen
orneklerin toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g) yaniti i¢in regresyon analizi sonucunda elde
edilen ikinci dereceden polinomiyal model, kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.2’de
verilmistir. Esitlik 4.2°den tahminlenen degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil
4.4°de gosterilmistir. Fikosiyanin ekstraktlarindaki toplam fikosiyanin miktar1 degerleri
(FMuitrasonik) 1¢in model tahminlerinin deneysel verilerle uyum igerisinde oldugu saptanmustir.
Denklem sabitlerinde, A biyokiitle/¢6zgen orani (%); D amplitude (%), C siire (dak)

degiskenlerini ifade etmektedir.

FMyitrasonic = 87.84 — 2.85D + 3.19C — 7.74AD + 5.55AC + 2.65D% — 5.24C%*  (4.2)
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Deneysel Degerler

Toplam fikosiyanin miktar1 i¢in modelden (Es.4.2) tahminlenen degerlere kars1 deneysel veriler

Islem degiskenlerinin fikosiyanin eldesinde; toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g), toplam

fenolik

madde miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml

ekstrakt) degerleri tlizerindeki etkilerinin gorsel olarak kolayca belirlenebilmesi igin, elde

edilen quadratik model kullanilarak yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri olusturulmus

olup, Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin toplam fikosiyanin miktari, toplam

fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri i¢in yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri
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Sekil 4.5’den goriilebilecegi tizere ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile toplam
fikosiyanin eldesinde uygulanan amplitude degerinin artmasiyla toplam fikosiyanin
miktarmin arttigi ve bununla birlikte islem siiresinin artmasinin da toplam fikosiyanin

miktarinin artmasina sebep olan bir diger 6nemli faktor oldugu goriilmektedir.

Fikosiyanin eldesinde antioksidan aktivite degerleri {izerinde biyokiitle/¢cozgen oraninin
en etkili bagimsiz degisken oldugu, biyokiitlenin artigsiyla birlikte ekstraktlarin antioksidan
aktivitesinin arttig1 bulgulanmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5°den agikca goriilebilecegi gibi toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC
antioksidan aktivitesi degerleri {izerinde ise kullanilan biyokiitlenin oraninin yanisira

uygulanan amplitude ve islem siiresinin artmasinin da etkili oldugu bulgulanmistir.

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile fikosiyanin eldesinde optimum islem

kosullarinin belirlenmesi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile farkli islem kosullarinda fikosiyanin eldesi
gerceklestirilmis olup optimum islem kosullar1 CCRD (Merkezi Tiimlesik Dizayn, Central
Composite Rotatable Design) deneme dizaynina goére saptanmistir. Yapilan literatiir
taramasinda biyokiitle/¢6zgen orani (% w/w), amplitude degeri (%) ve siirenin (dak); toplam
fikosiyanin miktar1 (mg/g) ve antioksidan aktivite (toplam fenolik madde miktar: ve TEAC)
tizerine Onemli etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu sebeple, bu ii¢ faktdor bagimsiz
degiskenler olarak; toplam fikosiyanin miktar1 ve antioksidan aktivite (toplam fenolik madde
miktart (mg gallik asit/L) ve TEAC (mM trolox/ml ekstrakt)) bagimli degiskenler olarak
secilmistir. Yanitlar ile bagimsiz degiskenler arasindaki iliski bilinmediginden ikinci
dereceden polinomiyal bir modelle gercek yanit fonksiyonuna yaklagilacagi varsayilmistir.
Klasik ekstraksiyon yonteminde oldugu gibi gerekli istatistiksel degerlendirmeler yapilmustir.
Yapilan bu degerlendirmeler sonunda elde edilen model kullanilarak ¢alisilan deneysel bolge
igerisinde maksimum toplam fikosiyanin miktar1 ve deger araliginda antioksidan aktivite ve
toplam fenolik madde miktarin1 saglayan optimum islem kosullar1 “desirability fonksiyonu”

metodu kullanilarak belirlenmistir.
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Optimum noktanin belirlenmesi asamasinda her bir yanit icin elde edilen ikinci
dereceden polinomiyal modeller kullanilmistir. Desirability fonksiyonu yaklagimi
kullanildiginda optimum nokta i¢in Cizelge 4.14’de verilen ¢6ziim elde edilmistir. Elde edilen
¢ozlimlerden biyokiitle/cozgen oran1 %2.98 (w/w), amplitude degeri %30.29, siire 20.32 dak
ve desirability degeri 1 olan ¢6zlim ile denemeler gergeklestirilmis fakat tahminlenen sonug
degerinin altinda toplam fikosiyanin miktar1 (98.12+1.52 mg/g) belirlenmistir. Bu sebeple
biyokiitle/¢c6zgen orant %1.00 (w/w), amplitude degeri %60 ve siire 16.23 dak olan ¢6ziim
denenmistir ve daha az miktarda biyokiitle kullanilarak istenilen toplam fikosiyanin
miktarinin elde edildigi goriilmistiir. Bu nedenle optimum nokta i¢in biyokiitle/¢cézgen orani
%1.00 (w/w), amplitude degeri %60 ve siire 16.23 dak olarak segilmistir. Desirability
fonksiyonu metodu ile modele gore belirlenmis olan optimum noktada (optimum islem
kosullarinda) en az bes deneme yapilmis ve optimum nokta deneysel olarak da
dogrulanmistir. Optimum noktada yapilan 5 dogrulama denemesinin sonuglari, sonuglarin

ortalamasi ve modelden tahmin edilen degerler Cizelge 4.15°de goriilmektedir.

Cizelge 4.14. Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak elde edilen optimum nokta ¢6ziimii

Coziim Cozgen/ Amplitude Siire (dak) Toplam Toplam TEAC Desirability
sayisi Biyokiitle (%) Fikosiyani  Fenolik (mM
orani(%0) n (mg/q) Madde trolox/
Miktari ml

(mg gallik  ekstrakt)

asit /L)
1 2.98 30.29 20.32 103.06 313.88 36.06 1
2 3.00 31.06 23.64 103.32 313.384  37.85 1
3 1.00 60.00 16.23 98.84 163.241  29.96 0.9
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Cizelge 4.15. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari

Toplam Fenolik

Toplam Fikosiyanin . TEAC (mM
Dn.No Madde Miktar1 (mg
(mg/g) gallik asit /L) trolox/ml ekstrakt)

1 99.74 246.16 31.98

2 99.23 243.67 33.58

3 97.93 244.12 32.91

4 97.57 246.53 34.59

5 96.37 246.49 32.78
Ortalama 98.17 245.39 33.17
Modelden

) 98.84 163.241 29.96

Tahminlenen

Elde edilen her yanit i¢in, modelden tahminlenen ve optimum noktanin dogrulanmasi
denemelerinden elde edilen ortalama sonuglar arasinda istatistiksel agidan onemli bir fark

olup olmadig tek 6rnek t—testi ile belirlenmistir.

Tek oOrnek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for Windows) paket programi yardimiyla
uygulanmis olup, regresyon analizi, istatistiksel analizler, izohips ve yanit yiizey grafikleri ve
optimizasyon Design Expert Version 7.0 (Stateaselnc.) paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her bir yamit icin tek Ornek t-—testi sonuglari Cizelge 4.16’da

goriilmektedir.

Cizelge 4.16. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile

karsilagtiritlmasi
Tahminlenen  Deneysel b % p-
Yamitlar deger deger® SH Fark  Hata degeri
Toplam Fikasiyanin 98.84 98.17+1.34 0.602 0672  0.684  0.327

(mg/g)
Toplam Fenolik
Madde Miktar1 (mg 163.241 245.39+1.38  0.619 81.68 33.35  0.000
gallik asit /L)
TEAC (mM

trolox/ml ekstrakt) 29.96 33.17+0.97  0.437 3.21 9.67 0.002

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir, b Ortalama standart hata, ¢ % Hata = ( | yden - ytah | /'yden ) * 100
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Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen fikosiyanin analiz sonuclarma gore
toplam fikosiyanin miktar1 hari¢ diger tiim yanitlar ile modelden tahminlenen degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Antioksidan aktivesi
analizleri sonucu toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC igeriginde optimum noktada
retilen Orneklerde daha yiiksek degerler elde edilmis olup, pozitif yonde bir deger artist

goriilmektedir.

4.1.2.3. Mikrodalga ekstraksiyon yontemi kullanilarak biyokiitleden toplam

fikosiyanin ekstraksiyonu

Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenler olan biyokiitle/¢6zgen orani
(% wiw), giic (W) ve siirenin (s) etkisi incelenmistir. Mikrodalga ekstraksiyon yonteminin
bagimsiz islem degiskenleri olan biyokiitle/cozgen oran1 %0.32-3.68 (w/w), gii¢ 65.91-234.09
W ve siire 0.32-3.68 s arasinda degismektedir. Bagimsiz degiskenlerin araliklar1 6n deneme
caligmalar1 ve literatiirde gerceklestirilmis olan calismalar dikkate alinarak belirlenmistir.
Fikosiyaninin mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile ekstraksiyonu igin gerceklestirilen
optimizasyon c¢alismasinda, bu bagimsiz degiskenlerin, toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g),
toplam fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM

trolox/ml ekstrakt) degerleri lizerine etkileri incelenmistir.

Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi i¢in tasarlanan
deneme planina gore elde edilen deneysel yanitlar toplam fikosiyanin miktari (mg/g), toplam
fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml
ekstrakt) degerleri Cizelge 4.17'de verilmistir.
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Cizelge 4.17. Mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile CCRD deneme desenine gore elde edilen ekstraktlarin toplam
fikosiyanin miktari, toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri

Dn.No Biyokiitle/ Giic (W)  Siire (s) Toplam Toplam TEAC (mM
¢cozgen (E) © Fikosiyanin Fenolik Madde trolox/mL
oram (%0) (mg/g) Miktarn1  (mg ekstrakt)
(A) gallik asit /L)

1 1.00 100.00 60.00 14.69+0.22  78.78+1.20 22.46+0.34

2 3.00 100.00 60.00 19.66+£0.20  182.76+1.20 28.54+0.09

3 1.00 200.00 60.00 14.43+£2.67 74.71£3.75 23.13+0.01

4 3.00 200.00 60.00 19.68+4.76  147.76+1.92 30.92+0.50

5 1.00 100.00 180.00 18.60£1.62  94.32+0.53 25.08+0.08

6 3.00 100.00 180.00 25.28+1.18  183.12+1.75 29.07+0.48

7 1.00 200.00 180.00 18.25+0.03  87.32+0.18 24.78+0.02

8 3.00 200.00 180.00 22.73+£0.36  183.36+3.30 30.36+0.01

9 0.32 150.00 120.00 9.34+0.08 32.81+2.05 23.31+1.32

10 3.68 150.00 120.00 19.85£0.00 189.61+0.84 33.43+1.27

11 2.00 65.91 120.00 23.2540.30  141.55+0.20 23.934+0.13

12 2.00 234.09 120.00 18.69+0.04  138.74+0.96 25.72+0.09

13 2.00 150.00 19.09 18.16+£0.12  116.984+2.05 28.33+0.09

14 2.00 150.00 220.91 28.54+£0.37 156.74+0.44 29.34+0.01

15 2.00 150.00 120.00 28.82+£1.10  135.26+0.46 28.43+0.09

16 2.00 150.00 120.00 27.44+£0.54 147.56+1.20 27.61+0.03

17 2.00 150.00 120.00 27.06£0.71  126.50+2.82 28.00+1.18

18 2.00 150.00 120.00 28.2240.17  133.64+1.17 29.89+0.62

19 2.00 150.00 120.00 24.88+3.48 126.05+0.98 30.25+1.29

20 2.00 150.00 120.00 26.63+0.53  152.23+0.28 28.75+0.01
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Modelin Olusturulmasi

Mikrodalga ekstraksiyon yontemiyle optimizasyon calismasinda yer alan islem
degiskenleri ile yanit arasindaki iligkiyi ifade eden matematiksel modeller ¢oklu lineer
regresyon analizi yapilarak olusturulmustur. Bunun i¢in modellere degiskenin Oncelikle lineer
etki terimleri, daha sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde
eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri

analiz edilmistir. Her bir yanit i¢in varyans analizi tablosu Ek Cizelge 3(c)'de verilmistir

Ek Cizelge 3(c)’de verilen sonuglara gore, {i¢ yanit (toplam fikosiyanin miktarinin
(mg/g), fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM
trolox/ml ekstrakt) i¢in quadratik terimlerin eklenmesinin modeli 6nemli 6lglide gelistirdigi
gbzlenmistir. Bu yanit i¢in en uygun model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller
oldugu varsayimi boylelikle ispat edilmistir. Mikrodalga ekstraksiyon islem degiskenlerinin
fikosiyanin eldesinde toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g), toplam fenolik madde miktart (mg
gallik asit/L)) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/ml ekstrakt) degerleri iizerinde % 95
giiven seviyesinde etkilerini gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.18’de verilmistir.
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Cizelge 4.18. Mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin toplam fikosiyanin miktari, toplam
fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri lizerine segilen bagimsiz degiskenlerin etkisini

gosteren ANOVA tablosu

Toplam Fenolik TEAC (mM
Toplam
Madde Miktar1 (mg | trolox/mL ekstrakt)
Fikosiyanin (mg/g) o
gallik asit /L)
vVanyasyon o kT P HKT P HKT  p- degeri
Kaynag degeri degeri
Model 9 54453  <0.000* | 31560.18 <0.000* | 163.31 <0.000*
A 1 111.73  <0.000* | 28655.73 <0.000* | 119.84 <0.000*
E 1 8.55 0.051* 187.25 0.180 3.64 0.038*
C 1 83.98 <0.000* | 1256.48  0.004* 2.59 0.071
AE 1 0.46 0.620 70.06 0.399 1.36 0.174
AC 1 0.11 0.805 7.63 0.777 2.30 0.086
EC 1 0.88 0.494 130.41 0.257 0.53 0.381
A? 1 285.63  <0.000* | 1182.65  0.005* 0.95 0.249
E? 1 69.53 <0.000* 19.73 0.650 32.81 <0.000*
c? 1 26.50 0.003* | 9.7E-04 0.997 0.13 0.666
Kalint1 10 17.51 903.41 6.35
Model
uygunsuzlugu 5 8.09 0.564 315.70 0.744 0.87 0.968
testi
Saf Hata 5 9.42 587.71 5.48
Toplam 19  562.04 32463.59 169.66

* 9095°lik diizeyde onemli, A: Biyokiitle/¢ozgen orani(%), E: Giig¢ (W), C: Siire (s)
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Cizelge 4.18'de goriildiigii tizere elde edilen regresyon modelinin %95 giiven
seviyesinde onemli oldugu goriilmektedir. Her bir bagimsiz degiskenin yanitlar tizerindeki
lineer, interaksiyon ve quadratik etkilerinin istatistiksel olarak onemliligi de Cizelge 4.19'da
gosterilmistir. Etkilerin istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi F ve p-degerlerinden
bulunmustur. p-degeri 0.05'ten biiyiik olan etkiler dnemsiz kabul edilmis ve bu terimler model
hiyerarsisine zarar vermeden modelden ¢ikarilmistir. Ayrica, bu cizelgede kalinti hata,
deneysel dizaynin merkez noktasinda yapilan gozlemlerin tekrarlanmasiyla saf deneysel hata

ve model uygunsuzlugu (lack of fit) olarak ayrilmistir.

Cizelge 4.19 Modelin uygunlugunun test edilmesi igin kullanilan istatistikler

. Toplam Fenolik TEAC (mM
Toplam Fikosiyanin
Madde Miktari trolox/ml
(mg/g) o

(mg gallik asit /L) ekstrakt)
R 0.9689 0.9722 0.9626
R%aj 0.9408 0.9471 0.9289

CV.% 6.09 7.23 2.89

PRESS 76.22 3530.28 14.47
Yeterli Tahminleme 18.960 22.925 18.473

Regresyon katsayis1 R?, deneysel verideki model tarafindan agiklanabilen varyasyonun
toplam varyasyona orani olarak tanimlanmistir (Myers and Montgomery, 1995; Khuri and
Cornell, 1996). Elde edilen modelde varyasyon (R?>>0.96) modeller tarafindan
aciklanabilmektedir (Cizelge 4.19).

Ancak modele yeni terimlerin eklenmesi, bu terimler istatistiksel olarak 6nemsiz olsa da
Rz'yi her zaman arttirmaktadir. Bu nedenle diizeltilmis regresyon katsayisi Rzadj degerlerinin
modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmasi Onerilmektedir (Myers ve
Montgomery, 1995). Tiim yanitlar i¢in i¢in R ve Rzadj degerlerinin birbirlerine yakin olmasi

modellerin istatistiksel olarak dnemsiz terimleri igermedigini gostermektedir.

Varyasyon katsayis1 deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagli bir
oOlgiistidiir. Biiyiik varyasyon katsayis1 degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini,
kiigiik varyasyon katsayist degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere sahip

oldugunu gostermektedir (Lazi¢, 2004). Yanitlar i¢in varyasyon katsayisi degeri toplam
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fikosiyanin miktar1 i¢in 6.09, toplam fenolik madde miktar: i¢in 7.23 ve TEAC antioksidan

aktivitesi i¢in 2.89 olarak bulunmustur.

Myers and Montgomery (1995) yeterli tahminleme (adequate precision) ve PRESS
istatistiklerinin daha sonra yapilacak gozlemlerin tahminlenmesi i¢in kullanilabilecegini ve
yeterli tahminleme (adequate precision) degerinin 4’ten biiyik olmast gerektigini
belirtmislerdir. Tiim modeller i¢in yeterli tahminleme (adequate precision) degeri 4’ten biiyiik

bulunmustur (Cizelge 4.19).

Model parametreleri en kiicliik kareler yontemi kullanilarak, bu parametrelerin ve
modelin 6nemliliginin test edilmesi ise varyans analizi kullanilarak yapilmigtir. Kalintilar,
rastgele hata teriminin davranigini yansittigi i¢in bu varsayimlarin test edilmesinde ve
modelin uygunlugunun belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Kalint1 analizi; kalintilarin
normal olasilik grafigi, kalintilarin model tahminlerine karsi ¢izildigi grafik, kalintilarin

deneme sirasina karsi ¢izildigi grafik gibi grafiksel yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Toplam fikosiyanin miktar1 yanit1 i¢in, Ek 4'de bulunan Ek Sekil 4(c)'de normal olasilik
grafigi, kalintiya karst model tahminleri grafigi ve deneme sirasina karsi kalint1 grafikleri

gosterilmistir. Elde edilen grafiklerden bu varsayimlarin karsilandigi goriilmektedir.
Toplam fikesiyanin miktarinin modelin yamiti olarak incelenmesi

Fikosiyaninin mikrodalga ekstraksiyon yontemiyle ekstaksiyonu ile elde -edilen
orneklerin toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g) yaniti i¢in regresyon analizi sonucunda elde
edilen ikinci dereceden polinomiyal model, kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.3’de
verilmistir. Esitlik 4.3’den tahminlenen degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil
4.6’da gosterilmistir. Fikosiyanin ekstraktlarindaki toplam fikosiyanin miktar1 degerleri
(FMwikrodalda) i¢in model tahminlerinin deneysel verilerle uyum igerisinde oldugu saptanmustir.
Denklem sabitlerinde, A biyokiitle/¢6zgen orani (%); E giic (W), C siire (sn) degiskenlerini
ifade etmektedir.

FMyicrodaiga = 27-18 + 2.86A — 0.79E + 2.48C — 4.454% — 2.20E% — 1.36(> (4.3)
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Deneysel Degerler

Sekil 4.6 Toplam fikosiyanin miktari i¢in modelden (Es.4.3) tahminlenen degerlere karsi deneysel veriler

Islem degiskenlerinin fikosiyanin eldesinde; toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g), toplam
fenolik madde miktart (mg gallik asit/L) ve TEAC antioksidan aktivitesi (mM trolox/mL
ekstrakt) degerleri tlizerindeki etkilerinin gorsel olarak kolayca belirlenebilmesi igin, elde
edilen quadratik model kullanilarak yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri olusturulmus

olup, Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin toplam fikosiyanin miktari, toplam

fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesi degerleri igin yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri

Sekil 4.7° den goriilebilecegi lizere mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile fikosiyanin
eldesinde biyokiitle/cozgen orani ve islem siirenin artmasiyla toplam fikosiyanin miktarinin
arttig1 ve bununla birlikte uygulanan giiclin artmasinin da fikosiyanin miktarinin artmasina

sebep olan bir diger onemli faktor oldugu goriilmektedir.

Fikosiyanin eldesinde antioksidan aktivite degerleri lizerinde biyokiitle/¢6zgen oraninin
en etkili bagimsiz degisken oldugu, biyokiitlenin artigsiyla birlikte ekstraktlarin antioksidan
aktivitesinin arttigi bulgulanmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7°den agikca goriilebilecegi gibi toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC
antioksidan aktivitesi degerleri iizerinde ise kullanilan biyokiitlenin oraninin yanisira

uygulanan giiciin ve iglem siiresinin artmasinin da etkili oldugu bulgulanmustir.

Mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile fikosiyanin eldesinde optimum islem

kosullarinin belirlenmesi

Mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile farkli islem kosullarinda fikosiyanin eldesi
gerceklestirilmis olup optimum islem kosullar1t CCRD (Merkezi Tiimlesik Dizayn, Central
Composite Rotatable Design) deneme dizaynina gore saptanmistir. Yapilan literatiir
taramasinda biyokiitle/cozgen oran1 (% w/w), giic (W) ve siirenin (S); toplam fikosiyanin
miktar1 (mg/g) ve antioksidan aktivite (toplam fenolik madde miktar1 ve TEAC) {izerine
onemli etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu sebeple, bu ii¢ faktdr bagimsiz degiskenler
olarak; toplam fikosiyanin miktar1 (mg/g) ve antioksidan aktivite (toplam fenolik madde
miktart (mg gallik asit/L) ve TEAC (mM trolox/ml ekstrakt)) bagimli degiskenler olarak

secilmistir.

Yanitlar ile bagimsiz degiskenler arasindaki iliski bilinmediginden ikinci dereceden
polinomiyal bir modelle ger¢ek yanit fonksiyonuna yaklasilacagi varsayilmistir. Klasik ve
ultrasonik estraksiyon yontemlerinin islem parametrelerini degerlendirilmesinde kullanilan
istatistiksel islemler mikrodalga ekstraksiyonu icin de gergeklestirilmistir. Yapilan bu
degerlendirmeler sonunda elde edilen modeller kullanilarak ¢alisilan deneysel bolge igerisinde
maksimum toplam fikosiyanin miktar1 ve deger araliginda antioksidan aktivite ve toplam
fenolik madde miktarin1 saglayan optimum islem kosullar1 “desirability fonksiyonu” metodu

kullanilarak belirlenmistir.

Optimum noktanin belirlenmesi asamasinda her bir yanit i¢in elde edilen ikinci
dereceden polinomiyal modeller kullanilmigtir. Desirability fonksiyonu yaklagimi
kullanildiginda optimum nokta icin Cizelge 4.20°de verilen ¢oziimler elde edilmistir.
Optimum nokta i¢in biyokiitle/¢cozgen orani1 %2.34 (w/w), gii¢ 133.29 W ve siire 165.96 s
olarak bulunmustur. Desirability fonksiyonu metodu ile modele gore belirlenmis olan
optimum noktada (optimum iglem kosullarinda) en az bes deneme yapilmis ve optimum nokta
deneysel olarak da dogrulanmistir. Optimum noktada yapilan 5 dogrulama denemesinin
sonuglar1, sonuglarin ortalamasi ve modelden tahmin edilen degerler Cizelge 4.21°de

goriilmektedir.
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Cizelge 4.20. Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak elde edilen optimum nokta ¢6ziimi

Coziim Biyokiitle/ Gii¢c (W)  Siire Toplam TFMM TEAC Desirability
sayisl ¢cozgen (sn)  Fikosiyanin (mg (mM
oram(%0) (mg/g) gallik trolox/ml
asit/L)  ekstrakt)

1 2.34 133.29  165.96 28.90 159.57 29.65 1
2 2.22 137.18  169.86 28.87 155.06 29.50 1
3 2.50 138.38  178.66 28.84 167.48 30.13 1
Cizelge 4.21. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari
Toplam . TEAC (mM
. A Toplam Fenolik Madde
Dn.No Fikosiyanin rF 4 trolox/mL ekstrakt)
Miktar: (mg gallik asit /L)
(mg/g)
1 28.98 156.10 29.75
2 30.81 157.60 28.33
3 29.20 158.37 29.34
4 28.84 157.25 28.43
5 27.88 154.54 27.61
Ortalama 29.14 156.77 29.75
Modelden
_ 28.90 159.57 29.65
Tahminlenen

Elde edilen her yanit i¢in, modelden tahminlenen ve optimum noktanin dogrulanmasi
denemelerinden elde edilen ortalama sonuglar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark
olup olmadigi tek ornek t-—testi ile belirlenmistir. Tek 6rnek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for
Windows) paket programi yardimiyla uygulanmis olup, regresyon analizi, istatistiksel
analizler, izohips ve yanit yiizey grafikleri ve optimizasyon Design ExpertVersion 7.0
(Stateaselnc.) paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek 6rnek t —

testi sonuglar1 Cizelge 4.22°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.22. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile

karsilagtirilmasi
Tahminlenen Deneysel b % p-
Yanmitlar SH Fark
deger deger® Hata  degeri
Toplam
o 28.90 29.14+1.06 0.474 0241 0.826  0.637
Fikosiyanin (mg/g)
Toplam Fenolik
Madde Miktar1 (mg 159.57 156.77+1.49 0.667 2.897 1784 0.014
gallik asit /L)
TEAC (mM
29.65 29.75+0.85 0.381 0.958 3.339 0.066

trolox/ml ekstrakt)

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir b Ortalama standart hata ¢ % Hata = ( | yden - ytah | /'yden ) * 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen fikosiyanin analiz sonuglarina gore

Toplam fenolik madde miktar1 hari¢ diger tiim yanitlar ile modelden tahminlenen degerler

arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (p>0.05).
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4.1.3. Toplam fikosiyanin ekstraksiyonu icin en uygun yontemin belirlenmesi

Spirulina platensis’den fikosiyanin ekstraksiyonunu gergeklestirmek amaciyla klasik,
ultrasonik ve mikrodalga ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir. Her bir ekstraksiyon
yontemine 0Ozgii islem parametreleri CCRD deneme deseni kullanilarak, desirability
fonksiyon yaklagimina gére maksimum toplam fikosiyanin miktar1 ve kabul edilebilir toplam
fenolik madde miktart ve TEAC antioksidan aktivitesini saglayacak sekilde optimize
edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda ekstrakte edilen en yiiksek toplam fikosiyanin
miktarinin sirasi ile ultrasonik, klasik ve mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile elde edildigi
belirlenmistir. Fakat ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda digerlerine
kiyasla daha yiiksek toplam fikosiyanin miktari elde edilmis olsa bile, islem sirasinda
uygulanan yiliksek kavitasyon nedeniyle hiicre tamamiyla pargalanmakta ve hiicre igerisinde
yer alan bilesenler de ekstrakta geg¢mektedir. Bu nedenle elde edilen renk koyu yesile
donmektedir. Bu durum yiiksek fikosiyanin miktarin1 saglarken, albenisi yiiksek mavi rengin
eldesine ters diismektedir. Ultrasonik ekstraksiyon yonteminden sonra en yiiksek toplam
fikosiyaninin ekstrakte edildigi klasik ekstraksiyon isleminde ise bdyle bir durum séz konusu
degildir. Nitekim Sekil 4.8' de de goriildiigii tizere ultrasonik ekstraksiyonda renk koyu yesil

iken klasik ekstraksiyonda koyu mavi renk gozlemlenmistir.

Sekil 4.8. S. platensis biyokiitlesine 3 farkli yontem ile optimum kosuldaki igslem sonucu elde edilen
ekstraktlarin goriintiileri (A: Klasik ekstraksiyon yontemiyle optimum kosulda elde edilen ekstrakt, B: Ultrasonik
ekstraksiyon yontemiyle optimum kosulda elde edilen ekstrakt, C: Mikrodalga ekstraksiyon yontemiyle optimum
kosulda elde edilen ekstrakt.
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Bu sonuglar dogrultusunda Spirulina platensis’den fikosiyanin ekstraksiyonu igin en
uygun yontemin klasik ekstraksiyon olduguna karar verilmistir. Bu asama sonrasinda
mikroenkapsiilasyon islemlerinde kullanilmak iizere gerekli olan fikosiyanin igin
gerceklestirilecek  biitiin -~ ekstraksiyon islemleri klasik ekstraksiyon yontemi ile

gerceklestirilmistir.
4.2. Fikosiyaninin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

Klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen fikosiyanin  ekstraktlarinin
mikroenkapsiilasyon, stabilite ve model gida analizlerinde kullanilmak {izere kismi olarak
saflastirilmasi igin amonyum siilfatla ¢oktiirme ve diyaliz yontemleri uygulanmistir. Elde
edilen ornekler dondurarak kurutucuda kurutularak toz forma getirilerek kullanilmustir.
F kosiyaninin saflastirma ve karakterizasyon islemleri Ege Universitesi Biyomiihendislik

Boliimii Algal biyoteknoloji laboratuarinda gergeklestirilmistir.

Fikosiyaninin saflastirilmasi asamasinda farkli renk tonlar1 elde etmek amaciyla farklh
islem basamaklarindan elde edilen {iriinlerin fikosiyanin miktari ve model gida denemeleri
gergeklestirilmistir. Fikosiyaninin kismi saflastirilmast i¢in Oncelikle tek kademeli ve g¢ift
kademeli amonyum siilfat ¢oktiirme islemleri uygulanmistir (Song et al., 2013 Boussiba and
Richmond 1979; Abalde et al., 1998; Zhang and Chen 1999). Oncelikle literatiir calismalarina
dayanarak segilen tek kademeli %35 ve %70 amonyum siilfat konsantrasyonlarinda
denemeler gergeklestirilmis ve elde edilen saflastirilmis fikosiyaninlerin renklerinin agik mavi
oldugu ve model gida 6rneklerinde tiiketicinin istedigi albeniyi saglayamadigi belirlenmistir.
Ayrica %35 ve %70 amonyum siilfat kullanilarak hazirlanan 6rneklerde konsantrasyonun
artmasinin fikosiyanin miktarinda, renk degerlerinde ve model gidalardaki duyusal sonuglarda
fazla bir etkiye sebep olmadigi bulgulanmistir. 1ki asamali amonyum siilfat ¢oktiirme
isleminde %20-%50 ve %30-%70 oranlari denenmistir. 1ki asamali islemde belirlenen
oranlardaki amonyum siilfatla ¢ozelti iki kere muamele edilmektedir. Sonrasinda elde edilen
stvi lirlin diyaliz torbasinda pH:7 Sodyum-fosfat Tampon c¢ozeltisinde 1 giin siireyle
bekletilerek, dondurarak kurutma islemine tabi tutulmustur. Elde edilen iiriinlerden %30-70
amonyum stlfat ile ¢oktiirme saglanan 6rnegin tiim denemeler arasinda en koyu mavi renkte
oldugu, yiiksek toplam fikosiyanin igerigene sahip oldugu ve model gida denemelerinde en

yiksek duyusal skoru aldigi belirlenmistir. %?20-50 oranlarinda amonyum siilfat ile
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¢oktiiriilen 6rnekte amonyum siilfat miktarinin tam saflasmanin gergeklesmesi igin yeterli

olmadig1 bu ylizden elde edilen {iriinde yesil rengin tam ayrilamadigi belirlenmistir.

Gergeklestirilen model gida denemelerinde kremsanti toz karigimi, yagh hazir krema,
sekerli gazli igecek kullanilmigtir. Saflagtirilmis fikosiyaninin suda ¢6ziiniir yapisindan dolay1
kremsanti iirlinline kolaylikla karigtirilabildigi ve elde edilen iiriinde herhangi bir heterojen
yapmin olusmadigi gozlemlenmistir. Bunun yanisira eklenen saflastirilmis fikosiyaninin
irlinlin tadinda, kokusunda ve yapisinda bir degisiklige sebep olmadigir duyusal analizler

sonucunda belirlenmistir.

Yagli hazir krema f{iriinlinde ise yag fazinda homojen bir yapi olusturamayan
saflastirilmis fikosiyaninin bekleme sonrasi list fazda biriktigi gozlemlenmistir. Eklenen
fikosiyaninin iirlinlin tadinda ve kokusunda bir degisiklige sebep olmadig1 duyusal analizler
sonucunda belirlenmistir. Sekerli gazli igecek denemesinde eklenen saflastirilmis fikosiyanin
Orneginin tiiketicinin arzu ettigi rengi sagladigi ancak bazi tirlinlerde kokunun gézlemlendigi
belirlenmistir. Bunun haricinde siv1 {iriinlerde bir siire sonra dipte ¢okelme oldugu, eklenen

saflastirilmis fikosiyaninin iiriinde tam olarak ¢6ziinmedigi de belirlenmistir.

Model gida denemelerinde eklenecek olan miktarin belirlenmesinde gida endiistrisinde
mavi rengi saglamada kullanilan Brillant Blue gida katki maddesiyle ilgili yasal
diizenlemelerde belirlenen 100 mg/kg maksimum degerleri gz oniinde bulundurulmustur.
Yasal kosullarda eklenerek elde edilen sentetik renklendiricinin sagladig: renk ile ayni oranda

eklenen saflagtirilmis fikosiyaninin sagladigi renk kiyaslanmistir.
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4.3. Fikosiyaninin Mikroenkapsiilasyonu
4.3.1. Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyon
43.1.1. Fikosiyanin emiilsiyonunun hazirlanmasi

Fikosiyaninin su igerisinde ¢oziinmesinden dolay1r piiskiirtmeli kurutma yontemi ile
mikroenkapsiilasyon islemi oncesi saf fikosiyanin emiilsiyon hazirlama asamasinda belirtilen
kosullarda ¢ift katmanli emiilsiyon (doublelayer emulsion) olarak hazirlanmistir. Emiilsiyon
hazirlama kosullarinin belirlenmesinde farkli fikosiyanin/ kaplama oranlar1 (1:50, 1:100,
1:250, 1:500) denemeleri gergeklestirilerek emiilsiyonda istenilen rengin elde edilmesi ve
kullanilan fikosiyaninin miktar1 dikkate alinmistir. Emiilsiyon hazirlamada kullanilan saf toz
fikosiyanin yag ile homojenizasyon asamasinda bir miktar suda ¢oziindiiriilmektedir; y1gin
yogunlugu diisiik olan fikosiyanin tozlarmi ¢éziindiirmek i¢in kullanilan su, yag ile emiilsiyon
olusumunda fazla oldugu takdirde sorun yaratmaktadir. Bu sebeple en yogun rengi veren ve
kullanilan yagin %10' undan az su kullanilarak ¢oziindiiriilebilen fikosiyanin miktar1 dikkate
alinmistir. 1:100 orani ile elde edilen emiilsiyonda koyu mavi renk elde edilmistir ve yagin

%10'undan az su kullanilarak ¢6ziindiiriiliip emiilsiyonlarda kullanilabilmektedir.

Farkli son homojenizasyon hizlar1 (10000, 12500 ve 15000 dev/dak), farkli kuru madde
iceri8i (%10, 20 ve 30) ve kuru maddenin farkli oranlarda yag igerigi (%20 ve %30) g6z
onlinde bulundurularak emiilsiyonlar hazirlanmistir (Cizelge 4.23). Farkli kosullarda
hazirlanan bu emiilsiyonlarin mikroskop altinda goriintiileri incelenmis ve emiilsiyon
stabiliteleri faz ayrimina bakilarak degerlendirilmistir. Tim emiilsiyon hazirlama
denemelerinde kaplama materyali olarak maltodekstrin ve peynir alti suyu protein izolati

%50+50 oraninda kullanilmistir. Fikosiyanin: kaplama oran1 1:100 olarak sabit tutulmustur.

Emiilsiyon hazirlama kisminin en 6nemli basamagi olan kuru madde yiizdesi se¢iminde
%10-30 oranlarinda kuru madde igeren emiilsiyonlar hazirlanmigtir. %30 iizerinde
hazirlanacak emiilsiyonlar yogun viskoziteye sahip olacag icin; %10 degerinin altinda ise az
miktarda iiriin elde edilecegi ve verimi diisiik bir ¢alisma olacagi i¢in denemelerde dikkate

alimmamustir.
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Homojenizasyon hizinin etkisinin belirlenmesinde mikroskop goriintiilerinde yag
damlaciklarinin homojen olmasi ve damlacik boyutlar1 dikkate alinmistir. Emiilsiyonlarin
damlacik yapisini belirlemek amaciyla Trinokiiler mikroskop (Olympus CX31) ve dijital
fotograf makinesi (Olympus Digital SLR-E330) kullanilmistir. Ornekler mikroskop altinda
100 kat biyitilerek c¢ekilmistir. Emiilsiyon 0Orneklerinin mikroskop altinda ¢ekilen

goriintiileri ise Sekil 4.9 ile 4.14 arasinda verilmistir.

Diisiik homojenizasyon hizinda yag damlaciklar1 biiyiik ve dagimik sekilde
gozlemlenirken; 15000 dev/dak degerinde fazla kiiciik ve kararsiz, dagmik yag damlacik
yapilar1 gozlemlenmistir (Sekil 4.9-4.11). Bu sebeple 12500 dev/dak hizi en iyi son

homojenizasyon hizi olarak segilmistir.

Farkli kuru madde miktarinda hazirlanan emiilsiyonlarda 3. giin sonunda kuru maddesi
%10 olan emiilsiyonlarda emiilsiyon stabilitesi gozlemlenmis, kremlesme dereceleri
hesaplanmistir Cizelge 4.23'de hazirlanan emiilsiyonlarda kuru madde miktarmin artmastyla
emiilsiyon stabilitesini artti1; %20-30 kuru madde igeren emiilsiyonlarda 4 giine kadar faz
ayriminin olmadig goriilmektedir. %30 kuru madde iceren emiilsiyonlar yogun yapisinda
dolay1 piiskiirtmeli kurutma iglemine uygun olmadigi i¢in emiilsiyon stabilitesi 6zelligi

acisindan %20 kuru madde igeren emiilsiyonlarin uygun oldugu belirlenmistir.

Yag miktarmin degigsmesiyle emiilsiyonda fikosiyaninin daha iyi kaplandigr mikroskop
goriintiileri  sonucunda belirlenmistir. Bu sebeple %30 yag iceren emiilsiyonlarin

hazirlanmasina karar verilmistir.
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1 2 3

Sekil 4.9. %10 kuru madde ve bu kuru maddede %20 yag igeren emiilsiyonlarin damlacik goriintiileri A;: 10000
dev/dak karigtirma hiz1 A,: 12500 dev/dak karistirma hizi; Az: 15000 dev/dak karistirma hizi

1 2 3

Sekil 4.10. %20 kuru madde ve bu kuru maddede %20 yag igeren emiilsiyonlarin damlacik goriintiileri B;:
10000 dev/dak karistirma hizt; B,: 12500 dev/dak karigtirma hizi; B;: 15000 dev/dak karistirma hizi

1 2 3

Sekil 4.11. %30 kuru madde ve bu kuru maddede %20 yag igeren emiilsiyonlarin damlacik goriintiileri C;:

10000 dev/dak karistirma hizi; C,: 12500 dev/dak karistirma hizi; Cs: 15000 dev/dak karistirma hizi
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1 2 3

Sekil 4.12. %10 kuru madde ve bu kuru maddede %30 yag igeren emiilsiyonlarin damlacik goriintiileri D;:

10000 dev/dak karistirma hizi; D,: 12500 dev/dak karistirma hizi; D3: 15000 dev/dak karigtirma hizi

1 2 3

Sekil 4.13. %20 kuru madde ve bu kuru maddede %30 yag i¢eren emiilsiyonlarin damlacik goriintiileri E;: 10000
dev/dak karistirma hizi; E»: 12500 dev/dak karistirma hizi; Es: 15000 dev/dak karistirma hizi

1 2 3

Sekil 4.14. %30 kuru madde ve bu kuru maddede %30 yag igeren emiilsiyonlarin damlacik goriintiileri F;: 10000
dev/dak karistirma hizi; F,: 12500 dev/dak karistirma hizi; F3: 15000 dev/dak karistirma hizi
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Cizelge 4.23. Emiilsiyon hazirlama degiskenleri ve kremlesme dereceleri (%).

Kuru
madde Kuru maclde Homojenizasyon
Kaplama Materyali miktar: icinde Yag Hiz (dev/dak) Kremlesme
Cesidi ve Orani (%) orani (%) Derecesi (%)

10 20 10000 59.05
10 20 12500 55.56
10 20 15000 72.38
20 20 10000 31.75

20 20 12500 0

20 20 15000 0

30 20 10000 0

30 20 12500 0

30 20 15000 0
Maltodekstrin: Peynir alti 10 30 10000 73.33
suyu protein izolati 10 30 12500 78.41
(50:50) 10 30 15000 74.60
20 30 10000 33.33

20 30 12500 0

20 30 15000 0

30 30 10000 0
30 30 12500 20.63
30 30 15000 26.03

Piiskiirtmeli kurutucuya beslenmeden once farkli kaplama materyali oranlarina sahip
emiilsiyonlarin stabilitelerini belirlemek i¢in zeta potansiyeli analiz edilmistir. Zeta
potansiyel, bir tanecigin bir dispersiyonda kazandigi net yiik olarak ifade edilmektedir (Berg,
1992).

Zeta potansiyelin biiylikliigli, kolloidal sistemin kararliliginin bir gostergesidir. Tiim
tanecikler ¢ok biiylik negatif ya da pozitif zeta potansiyele sahipse, tanecikler birbirini iterler
ve dispersiyon kararli olur. Tanecikler diisiik zeta potansiyele sahipse taneciklerin bir araya
toplanmasin1 engelleyecek kuvvet bulunmadigindan dispersiyon kararsizligi (topaklanma ve

cokelme) olusur. Zeta potansiyelini etkileyen en 6nemli etmenlerden biri de pH degeridir.
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Emiilsiyonlarda zeta potansiyeli degeri diisiik pH da pozitif ve yiiksek pH da negatif degerler

kazanir.

Cizelge 4.24 'de piiskiirtmeli kurutma islemi i¢in hazirlanan, farkli oranlarda kaplama
materyali igeren emiilsiyonlarin pH ve zeta potansiyeli degerleri verilmistir. Emiilsiyonlarin
zeta potansiyeli degerlerinin birbirine yakin ve -7.47 ve -18.50 mV degerleri arasinda degisim
gosterdigi; pH degerlerinin de 6.82 ve 7.00 deger araliginda oldugu belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar arasinda fark olup olmadigi test edilmis ve tabloda gosterilmistir.

Cizelge 4.24. Piskiirtmeli kurutucuda kurutulmak iizere hazirlanan emiilsiyonlarin pJ ve zeta potansiyeli

degerleri
Kaplama Materyali Kaplama Materyali oH Zeta Potansiyeli
Cesidi Oram (mV)
100:0 6.82 -12.62°+0.47
Maltodekstrin+Peynir 75:25 7.00 -18.50°+2.95
alt1 suyu protein 50:50 6.95 -7.47°+0.75
izolat 25:75 6.95 -12.07°+0.77
0:100 6.94 -11.48°+1.65
a,b,c

Farkli iist simgeler ayni stitundaki degerler arasindaki istatistiksel olarak 6nemli farkli
gostermektedir (p<0.05).

Emiilsiyonlarda +30 mV'dan daha pozitif ya da -30 mV'dan daha negatif zeta
potansiyeli degerine sahip emiilsiyonlarin yapis1 kararsiz olarak degerlendirilir. Yapilan
caligmalarda emiilsiyonlarin igerdigi yiiksek polimer konsantrasyonlarinin ¢dkelmeye sebep
oldugu belirtilmektedir (Chun et al., 2014; Zhang, 2003). Bunun yanisira uygulanan
homojenizasyon hizinin da emiilsiyonun stabilitesi iizerinde etkisi oldugu bilinmektedir.
Kahve ¢ekirdeklerinin piskiirtmeli kurutma yontemiyle farkli kaplama materyalleri
kullanilarak mikroenkapsiile edildigi calismada, hazirlanan emiilsiyonlarin zeta potansiyeli
degerlerinin -13.3 ile -26.0 degerleri arasinda oldugu belirlenmistir. Piskiirtmeli kurutma
islemi hizli ve siirekli bir kurutma yontemi oldugu icin emiilsiyon stabitesinin bu kisa
periyotta etkisinin belirlenen deger araliginda ihmal edilebilir diizeyde oldugu bulgulanmistir
(Silva et al., 2014).
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4.3.1.2. Kaplama materyali tipinin secilmesi

Kaplama materyallerinin tipinin belirlenmesinde puskiirtmeli kurutma yontemi ile
mikroenkapsiilasyon asamasinda karbonhidrat bazli maltodekstrin (DE19-20) ve gam arabik;
protein bazli peynir alti suyu protein izolat1 ve Na-kazeinat kombinasyonlar1 denenmistir.
Piiskiirtmeli kurutma islemi sabit kosullarda (hava giris sicakligl: 180+2°C, besleme debisi:
10 ml/dak, aspirasyon hizi: 400 L/dak, hava hizi: 40 L/dak) gerceklestirilerek prosesden
kaynaklanabilecek farkliliklar elimine edilmistir.

Kaplama materyali se¢imi ve kaplama materyalinin farkli oranlarmin (1:1-1:2-2:1)
incelenmesinde mikroskop goriintillerinde yag damlaciklari ve damlacik boyutlari
gbozlemlenmistir. Emiilsiyonlarin  damlacik yapisinm1  belirlemek amaciyla Trinokiiler
mikroskop (Olympus CX31) ve dijital fotograf makinesi (Olympus Digital SLR-E330)
kullanilmistir.  Ornekler mikroskop altinda 100 kat biiyiitilerek ¢ekilmistir. Yag
damlaciklarinin etrafinin kaplama materyali ile kaplanmis olmasi ve damlacik boyutlarinin
homojen olmasi istenilen enkapsiile yapinin olustugunun gostergesi olarak degerlendirilmistir.
Sekil 4.15' de goriildiigii izere Na-kazeinat kullanilarak hazirlanan emiilsiyonlarin goriintiileri

incelendiginde flokiile yapinin olustugu gézlenmektedir.
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Sekil 4.15. %20 kuru madde ve bu kuru maddede %30 yag igeren emiilsiyonlarin damlacik gorintileri.
Ki:MD+WPI (1:1), KxMD+WPI (1:2), Kz:MD+WPI (2:1), L;:Gum Arabik+WPI (1:1), L:Gum Arabik+WPI
(1:2), L3:Gum Arabik+ WPI (2:1), M;:Gum Arabik+ Na-kazeinat (1:1), M,: Gum Arabik+ Na-kazeinat (1:2),
N;:MD+ Na-kazeinat (1:1), N,: MD+ Na-kazeinat (1:2), N3: MD+ Na-kazeinat (2:1)

Na-kazeinat kullanilarak hazirlanan emiilsiyonlarin viskozitesinin yiliksek oldugu
gozlemlenmis ve gum arabik kullanilarak hazirlanan 6rneklerin kurutma isleminde yapisma
ve yanma sorununa sebep oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.25'de goriildiigii iizere Na-
kazeinat+Maltodekstrin kullanilarak hazirlanan emiilsiyonlarda mikroenkapsiilasyon etkinligi

diistik bulunmus ve etkin kaplama saglanamamustir.

Cizelge 4.25'de peynir alti suyu protein izolatt ile hazirlanan emiilsiyonlarda
mikroenkapsiilasyon etkinliginin maltodekstrin ile hazirlanan 6rneklerde gum arabige gore
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Olgiilen L*, a* ve b* degerleri kullanilarak renk tonlari
belirlenmistir (Anonim 2016¢). Sonuglara goére peynir altt suyu protein izolat1 ile
maltodekstrin ve gum arabik kullanilarak hazirlanan 6rneklerin renginin grimsi camgdbegi

rengi tonunda oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.26). Ancak peynir alti suyu protein izolatt
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ve gum arabik birlesmesi ile gum arabigin sar1 rengi nedeniyle mikroenkapsiile iiriinlerde

yesile doniik bir renk gézlemlenmistir.

Renk maddesi eldesini amaglayan fikosiyanin mikroenkapsiilasyonu c¢alismasinda
uygun kaplama materyali se¢iminde krem santi, krema ve seker surubu ile duyusal

degerlendirme de gergeklestirilmistir.

Tim bu sonuglara gore; orneklerin (peynir alt1 suyu protein izolati+maltodekstrin ve
peynir alt1 suyu protein izolati+gum arabik) rengi gorsel olarak degerlendirildiginde daha iyi
mavi rengi saglayan, iyi bir kaplama olusturan ve diger fiziksel 6zellikleri de yeterli olan
"maltodekstrint+peynir alt1 suyu protein izolati" kaplama materyalleri optimizasyon

denemelerinde kullanilmak {izere secilmistir.

Cizelge 4.25. Farkli kaplama materyalleri ve oranlarinda piiskiirtmeli kurutma yontemi

ile hazirlanmig mikroenkapsiile 6rnekler

Kaplama Kaplama Nem Su Aktivitesi Coziinebilirl Mikroenkap
Materyali Materyali Miktar: (%) (aw) ik (%) siilasyon
Cesidi Orani etkinligi (%)
Maltodekstrin 1:1 2.99+0.15 0.24+0.04 79.524+2.53 74.30
+Peynir alt1 2:1 2.82+0.49 0.24+0.00 76.28+1.14 72.92
suyu protein 1:2 2.81+0.31 0.27+0.03 72.42+3.56 74.26
izolati
Gum+Peynir 111 3.28+0.15 0.25+0.00 67.92+0.96 87.24
alti suyu 2:1 3.07+0.29 0.24+0.00 71.08+2.43 86.44
protein izolati 1:2 3.20+0.11 0.27+0.01 72.18+£3.40 91.50
Gum+Na- 1:1 3.81+£0.41 0.31+0.01 62.66+2.62 71.93
Kazeinat 2:1 2.61+0.32 0.24+0.01 75.64+2.62 76.56
Maltodekstrin 1:1 3.96+0.03 0.38+0.01 75.42+3.61 30.81
+Na-Kazeinat 2:1 2.80+0.11 0.27+0.01 75.46+0.94 49.72
1:2 3.55+0.16 0.34+0.02 62.11+1.49 65.94
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Cizelge 4.26. Piskiirtmeli kurutma ydntemi ile mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin 6rneklerinin renk 6zellikleri

Renk Maltodekstrin: Gum arabik: Gum arabik: Maltodekstrin:
ozellikleri ~ Peynir alt1 suyu protein izolati Peynir alt1 suyu protein izolat1 Na-Kazeinat Na-Kazeinat
11 2:1 1:2 11 2:1 1:2 11 2:1 11 2:1 1:2
L 81.56+0.59  76.01+0.42 81.52+0.51 80.94+0.32 78.82+0.35 81.69+0.19 60.17+0.38 64.17£1.72 82.62+0.35 80.39+0.09 83.80+0.32
-5.2240.13  -4.85+0.17  -5.14+0.09 -7.65+£0.18 -7.93+0.14 -7.26x0.12 -5.46+0.49 -6.37+0.36 -4.67+0.10 -4.85£0.09 -4.88+0.05
-4.59+0.08 -6.42+0.30 -4.82+0.10 -1.39+0.07 -2.19+0.08 -0.78+0.35  0.03+1.09 0.324+0.81 -5.80+£0.13  -4.93+0.15 -3.59+0.11
Renk Grimsi Grimsi Grimsi Grimsi Grimsi Grimsi Koyu Koyu Grimsi Grimsi Grimsi
ifadesi camgobegi  Pembe camgébegi  camgdbedi  camgbbegi  camgdbegi  grimsi grimsi mavi mavi camgoObegi
camgbbegi  camgébegi
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4.3.1.3. Fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma yontemi ile

mikroenkapsiilasyonu icin optimum islem kosullarinin belirlenmesi

Piiskiirtmeli kurutucuya beslenecek olan besleme karigiminin igerigi 6n denemeler
sonucu belirlenmis olup besleme karisiminin kuru madde igerigi %20, aygigek yagi icerigi
%30 (kuru temelde) ve fikosiyanin/kaplama materyali orani 1:100 olacak seklinde
belirlenmistir. Kaplama materyali olarak maltodekstrin (MD), peyniralti suyu protein izolati

(WPI) kullanilmasina karar verilmistir.

Besleme karigiminin igeriginin belirlenmesinin ardindan D-optimal karisim dizayni
deneme desenine (Cizelge 3.3) gore fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma yontemi ile
mikroenkapsiilasyonunda etkili bagimsiz degiskenler olan kaplama materyali karisim oranlari
(maltodekstrin (MD, %), peyniralt1 suyu protein izolat1 ( WPL, %)) ve hava giris sicakligi (Ti,
°C) etkisi incelenmistir. Piskiirtmeli kurutucu bagimsiz islem degiskenleri olan maltodekstrin
orant 0-100%, peyniralt1 suyu protein izolat1 oran1 0-100 %, hava giris sicakligi 150-180°C
arasinda degismektedir. Bagimsiz degiskenlerin araliklari 6n deneme c¢alismalar1 ve
literatiirde gerceklestirilmis olan g¢aligmalar dikkate alinarak belirlenmistir. Fikosiyaninin
puskiirtmeli kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyonu igin gergeklestirilen optimizasyon
calismasinda, bu bagimsiz degiskenlerin, mikroenkapsiilasyon etkinligi {iizerine etkileri
incelenmistir. Farkli islem kosullarinda elde edilen 6rneklerde mikroenkapsiilasyon verimi ve
toplam fenolik madde miktari, Hunter L*, a* ve b* renk degerleri, nem igerigi, su aktivitesi,
¢oziinebilirlik degeri, partikiil boyutu, partikiill morfolojisi ve kaplama materyalleri ve

fikosiyanin arasindaki iligkiyi anlamak i¢in FTIR analizi uygulanmistir.

Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi i¢in tasarlanan
deneme planma gore elde edilen deneysel yanit mikroenkapsiilasyon etkinligi (ME) (%)
Cizelge 4.27'de verilmistir.
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Cizelge 4.27. D-Optimal karigim dizayni deneme plani izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

MD (%) WPI (%) Hava Giris
Dn.No ME (%)
X1 X5 Sicakhigi (°C) X3
1 100 0 150 82.00
2 100 0 180 76.83
3 0 100 150 81.29
4 0 100 180 81.87
5 75 25 157.5 86.74
6 25 75 172.5 86.11
7 100 0 157.5 84.99
8 0 100 157.5 85.74
9 75 25 150 83.26
10 75 25 180 82.86
11 75 25 172.5 85.03
12 25 75 157.5 85.10
13 100 0 172.5 81.80
14 0 100 1725 85.16
15 25 75 150 81.39
16 25 75 180 84.37
17 50 50 165 87.93
18 100 0 165 84.38
19 0 100 165 86.51
20 75 25 165 85.13
21 25 75 165 86.16
22 100 0 150 82.22
23 0 100 150 82.48
24 100 0 180 76.67
25 0 100 180 80.31
26 75 25 150 84.30
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Modelin olusturulmasi

Optimizasyon c¢aligmasinda yer alan islem degiskenleri ile her bir yanit arasindaki
iliskiyi ifade eden matematiksel modeller ¢oklu lineer regresyon analizi yapilarak
olusturulmustur. Bunun i¢in modellere her bir degiskenin 6ncelikle lineer etki terimleri, daha
sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde eklenmis ve kareler
toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir.

Mikroenkapsiilasyon etkinligi yaniti i¢in varyans analizi tablosu Ek 5'de verilmistir (Ek

Cizelge 5 (a)).

Ek Cizelge 5(a)’da verilen sonuglara gore mikroenkapsiilasyon etkinligi yaniti igin
quadratik terimlerin eklenmesinin modeli énemli Sl¢iide gelistirdigi gézlenmistir. Bu yanit
icin en uygun model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller oldugu varsayimi
boylelikle ispat edilmistir. Piiskiirtmeli kurutma islem degiskenlerinin mikroenkapsiilasyon
etkinligi degeri iizerinde % 95 giiven seviyesinde etkilerini gosteren ANOVA tablosu Cizelge
4.28’de verilmistir.

Cizelge 4.28. Mikroenkapsiilasyon etkinligi yaniti iizerine lineer, quadratik ve interaksiyon terimlerinin bireysel

olarak etkisini gosteren ANOVA tablosu

ME (%)
Varyasyon Kaynagi SD HKT p- degeri
Model 8 183.29 <0.000*
Linear Mixture 1 11.90 0.000*
X1 Xo 1 2.57 0.063
X1 X3 1 39.97 <0.000*
X X3 1 0.37 0.460
X1 Xo X3 1 11.55 0.001*
Xy X4 1 33.39 <0.000*
Xa X3? 1 35.30 <0.000*
X1 Xg Xa 1 4.13 0.022*
Kalint1 17 11.00
Model uygunsuzlugu testi 12 8.50 0.369
Saf Hata 5 2.50
Toplam 25 194.28

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli, Xl Maltodekstrin (%); X2 Peyniralti Suyu Protein izolat1 (%); ,X3 Hava giris

sicakligi (°C).
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Cizelge 4.28'de goriilldiigii tizere elde edilen regresyon modelinin %95 giiven
seviyesinde onemli oldugu goriilmektedir. Her bir bagimsiz degiskenin yanitlar tizerindeki
lineer, interaksiyon ve quadratik etkilerinin istatistiksel olarak onemliligi de Cizelge 4.29'da
gosterilmistir. Etkilerin istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi F ve p-degerlerinden
bulunmustur. p-degeri 0.05'ten biiyiik olan etkiler 6nemsiz kabul edilmis ve bu terimler model
hiyerarsisine zarar vermeden modelden ¢ikarilmistir. Ayrica, bu cizelgede kalinti hata,
deneysel dizaynin merkez noktasinda yapilan gozlemlerin tekrarlanmasiyla saf deneysel hata

ve model uygunsuzlugu (lack of fit) olarak ayrilmistir.

Cizelge 4.29 Modelin uygunlugunun test edilmesi igin kullanilan istatistikler

ME (%)

R’ 0.9434

R0 0.9168
CV.% 0.96
PRESS 25.40

Yeterli Tahminleme 21.454

Regresyon katsayisi R?, deneysel verideki model tarafindan agiklanabilen varyasyonun
toplam varyasyona orani olarak tanimlanmistir (Myers and Montgomery, 1995; Khuri and
Cornell, 1996). Elde edilen modelde varyasyon (R?>0.94) modeller tarafindan
aciklanabilmektedir (Cizelge 4.29).

Ancak modele yeni terimlerin eklenmesi, bu terimler istatistiksel olarak 6nemsiz olsa da
Rz'yi her zaman arttirmaktadir. Bu nedenle diizeltilmis regresyon katsayisi Rzadj degerlerinin
modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmasi Onerilmektedir (Myers ve
Montgomery, 1995). Mikroenkapsiilasyon etkinligi i¢in R? ve Rzadj degerlerinin birbirlerine

yakin olmas1 modellerin istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri icermedigini géstermektedir.

Varyasyon katsayisi deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagli bir
Olciistidiir. Biiylik varyasyon katsayis1 degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini,
kiigiik varyasyon katsayist degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayn1 degere sahip
oldugunu gostermektedir (Lazi¢, 2004). Yanitlar igin varyasyon Kkatsayisi degeri

mikroenkapsiilasyon etkinligi i¢in 0.96 olarak bulunmustur.
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Myers and Montgomery (1995) yeterli tahminleme (adequate precision) ve PRESS
istatistiklerinin daha sonra yapilacak gozlemlerin tahminlenmesi i¢in kullanilabilecegini ve
yeterli tahminleme (adequate precision) degerinin 4’ten biiyilk olmasi gerektigini
belirtmislerdir. Ttim modeller i¢in yeterli tahminleme (adequate precision) degeri 4’ten biiyiik

bulunmustur (Cizelge 4.29).

Model parametreleri en kiiciik kareler yontemi kullanilarak, bu parametrelerin ve
modelin 6nemliliginin test edilmesi ise varyans analizi kullanilarak yapilmistir. Kalintilar,
rastgele hata teriminin davranigini yansittigi i¢in bu varsayimlarin test edilmesinde ve modelin
uygunlugunun belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Kalint1 analizi; kalintilarin normal
olasilik grafigi, kalintilarin model tahminlerine kars1 ¢izildigi grafik, kalintilarin deneme
sirasina kars1 ¢izildigi grafik gibi grafiksel yontemler kullanilarak gerceklestirilmistir.
Mikroenkapsiilasyon etkinligi yanit1 i¢cin, Ek 6'da bulunan Ek Sekil 6 (a)'da normal olasilik
grafigi, kalintiya karst model tahminleri grafigi ve deneme sirasina karsi kalint1 grafikleri

gosterilmistir. Elde edilen grafiklerden bu varsayimlarin karsilandigi goriilmektedir.
Mikroenkapsiilasyon etkinliginin modelin yaniti olarak incelenmesi

Mikroenkapsiilasyon etkinligi, kaplanan fikosiyanin ve serbest fikosiyanin miktarinin da
bir gostergesi oldugu icin mikroenkapsiilasyon isleminin basarisin1 gosteren en Onemli
parametredir. Mikroenkapsiilasyon etkinligi degerleri lizerine en etkili bagimsiz degiskenlerin

kaplama materyali oranlar1 ve piiskiirtmeli kurutucuya giris sicakligi oldugu bulgulanmaigtir.

Fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle mikroenkapsiilasyonu ile elde edilen
orneklerin mikroenkapsiilasyon etkinligi degerleri (ME) i¢in regresyon analizi sonucunda elde
edilen ikinci dereceden polinomiyal model, kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik (4.4)’de
verilmistir. Esitlik (4.4)’den tahminlenen degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil
4.16’da gosterilmistir. Mikroenkapsiile fikosiyaninin mikroenkapsiilasyon etkinligi degerleri
(ME) i¢in model tahminlerinin deneysel verilerle uyum igerisinde oldugu saptanmistir.
Denklem sabitlerinde, X; maltodekstrin (%); X, peyniralt1 suyu protein izolatt (%); ,X3 hava

girig sicaklig1 (°C) degiskenlerini ifade etmektedir.

ME = 84.62X; + 86.41X, — 2.88X, X5 + 9.67X,X,X; — 4.96X,X? — 5.10X,X2 +
9.57X, X, X? (4.4)
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88.00

85.00

82.00

Tahminlenen Degerler

79.00

76.00

76.67 79.49 82.30 85.11 87.93

Deneysel Degerler

Sekil 4.16. Mikroenkapsiilasyon etkinligi icin modelden (Es.4.4) tahminlenen degerlere karsi deneysel veriler

Fikosiyaninin piskiirtmeli kurutma yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda islem
degiskenlerinin mikroenkapsiilasyon etkinligi tizerindeki etkisinin gorsel olarak kolayca
belirlenebilmesi icin, elde edilen model (Es. 4.4) kullanilarak yanit yiizey grafikleri ve izohips

egrileri olusturulmus olup, Sekil 4.17'de verilmistir.

150.0

C: Girig
Sicakligi (°C)

BA:: PD (%0) 0 180.0

M
W (%) 100

Sekil 4.17. Fikosiyaninin piskiirtmeli kurutma yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda mikroenkapsiilasyon

etkinligi icin yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri

Sekil 4.17'den goriilebilecegi lizere fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle

mikroenkapsiilasyonunda ~ kaplama  materyali  oraninin  ve  giris  sicakliginin
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mikroenkapsiilasyon verimini etkiledigi goriilmektedir. Giris sicakliinin artmasiyla
mikroenkapsiilasyon veriminde artis gozlenmesine ragmen, en yiiksek sicaklik degerinde
etkinlik degerinde azalma oldugu goriilmektedir. Kullanilan kaplama materyallerinin
mikroenkapsiilasyon etkinligi yanitina etkisinde ise protein bazli kaplama materyalinin
etkinlige olan etkisinin karbonhidrat bazlidan daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun
yanisira bu iki farklt materyalin birlikte ve hemen hemen esit oranda kullanilmasinin

mikroenkapsiilasyon etkinligini arttirdigi da modelden agikg¢a goriilmektedir.

Farkli islem kosullarinda f{iretilerek elde edilen orneklerin mikroenkapsiilasyon
etkinliginin yan1 sira mikroenkapsiilasyon verimi degerleri ve toplam fenolik madde miktari,
Hunter L*, a*b*, Hue ve Chroma renk degerleri, nem igerigi, su aktivitesi, ¢oziinebilirlik
degeri, partikiil boyutu degerleri de Design-Expert paket programi kullanilarak, bagimsiz
degiskenlerin (maltodekstrin ( MD, %), peyniralti suyu protein izolatt (WPI, %) ve hava girig
sicakligt (Ti, °C)) etkilerini belirlemek amaciyla varyans analizine (ANOVA) tabi

tutulmustur.
4.3.14. Mikroenkapsiilasyon verimi ve toplam fenolik madde miktari

D-Optimal karigim dizayn deneme plani izlenerek elde edilen Orneklerin baslangic
fikosiyanin ve mikroenkapsiile yapidaki toplam fikosiyanin miktarlar1 ile hesaplanan
mikroenkapsiilasyon verimi degerleri ve toplam fenolik madde miktar1 Cizelge 4.30’da
goriilmektedir. Tiim denemelerden elde edilen iiriinlerin mikroenkapsiilasyon verimlerinin

yiiksek oldugu (>%76.36) goriilmektedir.

Mikroenkapsiilasyon verimi degerleri ve toplam fenolik madde miktar1 degiskenlerinin
modellerde oncelikle lineer etki terimleri, daha sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri
strast ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack
of fit) degerleri analiz edilmistir. Mikroenkapsiilasyon verimi degerleri ve toplam fenolik
madde miktar1 yanit1 i¢in varyans analizi tablosu Ek Cizelge 5(a)'da verilmistir. Ek Cizelge
5(a)’da verilen sonuglara gore, mikroenkapsiilasyon verimi ve toplam fenolik madde miktari
icin quadratik terimlerin eklenmesinin modeli 6nemli dl¢lide gelistirdigi gdzlenmistir. Her bir
yanit i¢in en uygun model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller oldugu varsayimi

boylelikle ispat edilmistir.
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Piiskiirtmeli kurutucu islem degiskenlerinin mikroenkapsiilasyon verimi degerleri ve
toplam fenolik madde miktar1 iizerine etkisi varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
belirlenmistir. Mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerin mikroenkapsiilasyon verimi degerleri
ve toplam fenolik madde miktar1 degerlerinin {izerine islem degiskenlerinin %95 giiven
seviyesinde etkilerini gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.31'de verilmistir. ANOVA
analizine gore giris sicakliginin mikroenkapsiilasyon verimi iizerinde 6nemli etkiye sahip
oldugu da agikca goriilmektedir. Toplam fenolik madde miktarinin karisim oranindan, protein
orani ve sicakliktan ayrica protein orani ve sicaklifin karesinden etkilendigi goriilmektedir.

Protein igeriginin artmasiyla fenolik madde miktarinin arttigt modelden goriilmektedir.
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Cizelge 4.30 Fikosiyaninin piskiirtmeli kurutma ydntemiyle mikroenkapsiilasyonunda elde edilen drneklerin

mikroenkapsiilasyon verimi ve toplam fenolik madde miktar1

Dn.No MD (%) WPI (%) Hava Mikroenkapsiilasyon Toplam Fenolik

X1 X2 Giris Verimi (%) Madde Miktar:

Sicakhig (mg gallik asit /

(°C) X3 g)

1 100 0 150 88.87 2.81
2 100 0 180 80.81 1.93
3 0 100 150 76.36 10.73
4 0 100 180 78.63 11.55
5 75 25 157.5 94.57 7.80
6 25 75 172.5 91.03 11.80
7 100 0 157.5 91.68 3.00
8 0 100 157.5 92.26 10.21
9 75 25 150 94.76 7.32
10 75 25 180 89.09 7.68
11 75 25 172.5 91.33 7.34
12 25 75 157.5 90.32 11.20
13 100 0 172.5 90.37 4.10
14 0 100 172.5 92.11 11.43
15 25 75 150 98.15 9.67
16 25 75 180 9451 12.78
17 50 50 165 92.37 11.20
18 100 0 165 93.93 3.10
19 0 100 165 94.50 10.21
20 75 25 165 93.92 6.89
21 25 75 165 95.62 11.32
22 100 0 150 87.22 1.97
23 0 100 150 92.32 10.90
24 100 0 180 80.36 2.24
25 0 100 180 91.46 11.99
26 75 25 150 96.80 7.12
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Cizelge 4.31. Mikroenkapstilasyon verimi ve toplam fenolik madde miktar tizerine segilen

bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu

Mikroenkapsiilasyon Toplam Fenolik Madde Miktar
Verimi (%) (mg gallik asit / g)
Varyasyon SD HKT p- degeri HKT p- degeri
Kaynag
Model 8 538.58 0.005* 332.21 <0.000*
Linear Mixture 1 1.08 0.792 277.72 <0.000*
X1 X, 1 4.28 0.600 18.77 <0.000*
X1 X3 1 57.04 0.068 0.11 0.573
X2 X3 1 0.35 0.879 2.38 0.017*
X1 Xo X3 1 1.12 0.788 0.48 0.253
X1 X3? 1 136.82 0.008* 1.27 0.072
Xo X3 1 113.57 0.014* 0.62 0.196
X1 Xa X3 1 144.68 0.006* 1.396E-05 0.995
Kalint1 17 254.75 5.85
Model 12 41.62 0.999 5.32 0.063
uygunsuzlugu
testi
Saf Hata 5 213.13 0.53
Toplam 25 783.34 338.06

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli, Xl Maltodekstrin (%); X2 Peyniralt1 Suyu Protein izolat1 (%); ,X3 Hava giris

sicakligt (°C).
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4.3.1.5. Renk degerleri

Cizelge 3.3' de goriilen D-optimal karisim dizayn deneme plani izlenerek elde edilen
orneklerin Hunter L*, a* ,b*, Hue ve Chroma degerlerinin degisim araliklar1 Cizelge 4.32'de

goriilmektedir.

Hunter L*, a* ve b* degerleri degiskenlerinin modellerde oncelikle lineer etki terimleri,
daha sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri siras1 ile toplu halde eklenmis ve kareler
toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir. Hunter
L*, a* ve b* degerleri yanit1 i¢in varyans analizi tablosu Ek Cizelge 5(a)'da verilmistir. Ek
Cizelge 5(a)’da verilen sonuglara gore, Hunter L*, a* ve b* degerleri i¢in quadratik terimlerin
eklenmesinin modeli 6nemli Olclide gelistirdigi gozlenmistir. Her bir yanit i¢in en uygun
model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller oldugu varsayimi bdylelikle ispat

edilmisgtir.

Piiskiirtmeli kurutucu islem degiskenlerinin Hunter L*, a* ve b* degerleri lizerine etkisi
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlenmistir. Toz 6rneklerin Hunter L*, a* ,b*, Hue
ve Chroma degerlerinin iizerine islem degiskenlerinin %95 giiven seviyesinde etkilerini
gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.33'de verilmistir. ANOVA analizine gore Hunter L*, a*,
b*, Hue ve Chroma degerleri iizerine piiskiirtmeli kurutma islem kosullariin etkisi secilen
modele uyum gostermektedir (p<0.05). Hunter -b degerinin degisimi segilen quadratik model
ile anlamh (p<0.05) bir sekilde agiklanabilmektedir. Fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma
yontemiyle mikroenkapsiilasyonu sonucu elde edilen iiriinlerde renk degerleri igerisinde
dikkat edilmesi gereken kriter de mavilik indeksini gdsteren Hunter -b degeridir. Orneklerin
mavilik indeksi karisim oranindan ve hava giris sicakligindan 6nemli seviyede (p<0.05)
etkilenmektedir. Ozellikle karisimdaki maltodekstrin oraninin artmasiyla Hunter -b degeri

dogrusal bir azalig gostermekte mavi renk belirginlesmektedir.
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Cizelge 4.32. Fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda elde edilen 6rneklerin

L* a*, b* Hue ve Chroma degerleri.

Dn.No L* a* b* Hue Chroma
1 70.28+0.41 -5.53+0.03 -18.00+0.20 359.35 18.00
2 73.11+0.43 -5.74+0.05 -15.26+0.16 359.41 15.26
3 79.27+0.36 -5.93+0.09 -5.61+0.07 359.29 5.61
4 82.38+0.14 -4.82+0.03 -3.22+0.04 359.29 3.22
5 77.10+0.20 -5.95+0.04 -11.27+0.14 359.31 11.27
6 81.38+0.38 -6.23+0.06 -3.46+0.05 359.13 3.46
7 74.95+0.18 -4.60+0.05 -15.69+0.08 359.70 15.69
8 81.43+0.72 -4.97+0.10 -4.26+0.10 358.62 4.26
9 77.19+0.33 -5.78+0.04 -12.28+0.11 359.50 12.28
10 77.82+0.61 -5.76+0.08 -6.81+0.20 358.35 6.82
11 77.65+0.13 -6.42+0.04 -9.23+0.15 359.09 9.23
12 79.14+0.30 -6.32+0.10 -6.58+0.14 358.75 6.58
13 72.97+0.54 -4.55+0.11 -14.49+0.22 359.14 14.49
14 79.99+0.20 -4.66+0.04 -4.29+0.11 358.50 4.29
15 81.34+0.70 -5.89+0.13 -5.95+0.20 358.08 5.95
16 82.63+0.69 -5.36+0.15 -2.14+0.12 356.77 2.14
17 79.21+0.18 -5.44+0.10 -5.79+0.12 358.79 5.79
18 71.51+0.42 -4.64+0.09 -14.79+0.25 359.02 14.79
19 81.26+0.58 -4.94+0.06 -2.45+0.22 354.93 2.46
20 76.01+0.51 -5.51+0.03 -10.35+0.15 359.18 10.35
21 81.63+0.29 -6.05+0.03 -5.04+0.09 358.93 5.04
22 73.88+0.34 -4.54+0.07 -15.18+0.08 359.70 15.18
23 82.99+0.15 -5.13+0.03 -3.05+0.04 359.34 3.05
24 73.57+0.58 -3.98+0.05 -13.37+0.17 359.27 13.37
25 84.40+0.60 -4.28+0.06 -2.08+0.06 358.26 2.08
26 76.14+0.35 -4.81+0.04 -12.08+0.06 359.73 12.08
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Cizelge 4.33. Hunter L*, a*, b*, Hue ve Chroma degeri iizerine se¢ilen bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren

ANOVA tablosu

L* a* b* Hue Chroma
Varyasyon SD | HKT p- HKT p- HKT p- HKT p- HKT p-
Kaynagi degeri degeri degeri degeri degeri
Model 8 | 347.77 <0.000* | 6.97 0.022* | 632.47 <0.000* | 7.00 0.009* | 632.34 <0.000*
Linear 1 |314.66 <0.000*| 0.15 0.463 | 561.67 <0.000* | 2.58 0.003* | 561.56 <0.000*
Mixture
X1 Xz 1 | 881 0.042* 3.37 0.003*| 9.07 0.005* | 0.27 0.287 | 9.09  0.005*
X1 X3 1 | 050 0.606 | 6.688E- 0.878 | 6.57  0.015* | 0.17 0.393 | 6.56  0.015*
03
Xz X3 1 | 3.60 0.178 129  0.045* | 251 0.113 | 0.22 0339 | 251 0.113
X1 X2 X3 1] 0.10 0.817 0.38 0.253 | 6.86 0.013* | 0.55 0.138 | 6.85 0.013*
Xy X5° 1 | 0.027 0.904 0.16 0.452 | 0.37 0530 | 0.27 0.292 | 0.37 0.531
Xy Xg? 1| 293 0.222 0.015 0.816 | 0.011 0914 | 043 0.184 | 0.012  0.909
X1 Xo X5° 1 ] 0.094 0.823 0.26 0.343 | 0.92 0.326 | 1.86 0.010*| 0.91 0.328
Kalintt 17 | 31.01 4.67 15.28 3.83 15.26
Model 12 | 1490 0.918 1.69 0.981 | 5.60 0980 | 319 0.215 | 5.58 0.980
uygunsuzlugu
testi
Saf Hata 5 | 16.10 2.98 9.68 0.64 9.69
Toplam 25 | 378.78 11.64 647.75 10.83 647.60

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli, Xl Maltodekstrin (%); X2 Peyniralti Suyu Protein izolat1 (%); ,X3 Hava giris

sicakligt (°C).
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4.3.1.6. Nem icerigi, su aktivitesi ve ¢oziinebilirlik degeri

D-Optimal karisim dizayni deneme planina (Cizelge 3.3) gore gergeklestirilen 26
iiretim sonucunda elde edilen mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerinin nem igerikleri (% yas
temel), su aktivite degerleri (aw) ve c¢oziinebililik (%) degerleri Cizelge 4.34'te

goriilmektedir.

Nem igerikleri (% yas temel), su aktivite degerleri (aw) ve ¢oziinebililik (%) degerleri
degiskenlerinin modellerde Oncelikle lineer etki terimleri, daha sonra quadratik ve
interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve
model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir. Nem igerikleri (% yas
temel), su aktivite degerleri (aw) ve ¢oziinebililik (%) degerleri yaniti i¢in varyans analizi
tablosu Ek Cizelge 5(a)'da verilmistir. Ek Cizelge 5(a)’da verilen sonuglara gdre, nem
icerikleri (% yas temel) i¢in quadratik terimlerin eklenmesinin modeli 6nemli Olclide
gelistirdigi gozlenmistir. Nem igerikleri yanit i¢cin en uygun model tipinin ikinci dereceden

polinomiyal modeller oldugu varsayimi boylelikle ispat edilmistir.

Piiskiirtmeli kurutucuda mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin 6rneklerinin ortalama nem
icerikleri yaklasik olarak %1.83 ile %3.18, su aktivitesi degerleri 0.15 ile 0.24 ve
coOziinebilirlik degeri ise %65.7 ile 79.4 arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.34. Fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda elde edilen 6rneklerinin

ortalama nem igerigi, su aktivitesi ve ¢oziinebilirlik degerleri

Dn.No MD (%) WPI (%) Hava Nem (% Su Coziinebilirlik
X1 Xs Giris yas temel) aktivitesi (%)
Sicakhgi (aw)
(°C) X3
1 100 0 150 2.20+0.17 0.20+0.01 70.56+0.64
2 100 0 180 1.95+0.12 0.18+0.00 65.74+1.90
3 0 100 150 2.69+0.12 0.20+0.01 71.77+4.00
4 0 100 180 2.59+0.04 0.15+0.05 75.87+1.05
5 75 25 157.5 2.56£0.09 0.21+0.01 71.25+0.74
6 25 75 172.5 2.76£0.15 0.21+0.01 71.27+0.30
7 100 0 157.5 2.62+0.22 0.19+0.00 71.35+1.15
8 0 100 157.5 3.18+0.19 0.22+0.00 78.49+1.71
9 75 25 150 2.28+0.11 0.19+0.00 72.42+2.88
10 75 25 180 2.44+0.09 0.22+0.00 76.33+1.67
11 75 25 172.5 2.40+0.01 0.18+0.00 76.95+4.35
12 25 75 157.5 2.64+0.06 0.19+0.00 74.54+3.99
13 100 0 172.5 2.35+£0.06 0.20+0.01 72.9242.43
14 0 100 172.5 2.20+0.14 0.17+0.01 76.07+£0.75
15 25 75 150 3.10+0.23  0.24+0.00 73.83+1.80
16 25 75 180 2.81+0.13  0.22+0.02 72.53+£0.51
17 50 50 165 2.60+0.14 0.23+0.02 73.7542.75
18 100 0 165 2.10+0.29 0.18+0.01 69.95+4.36
19 0 100 165 2.48+0.21 0.19+0.02 79.37+£3.76
20 75 25 165 1.83+0.08 0.17+0.01 77.62+4.52
21 25 75 165 2.80+0.09 0.22+0.01 75.7142.12
22 100 0 150 1.94+0.03 0.17+0.00 70.12+1.51
23 0 100 150 2.82+0.16  0.20+0.01 72.97+5.55
24 100 0 180 1.80+0.12 0.17+0.01 74.08+1.99
25 0 100 180 2.62+0.19 0.18+0.01 72.15+1.48
26 75 25 150 2.21+0.09 0.16+0.01 77.08+0.11
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Fikosiyaninin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda elde edilen
orneklerin nem igeriginin piiskiirtmeli kurutma islem kosullarindan nasil etkiledigini ortaya
koymak i¢in Design-Expert paket programi kullanilarak gerceklestirilen ANOVA analizine
(Cizelge 4.35) gore model uyumu goriilmekte ve karisim oranindan etkilendigi goriilmektedir
(p<0.05). Orneklerinin su aktivitesi ve ¢oziinebilirlik degerleri ise model uyumu
gostermemektedir. Peyniralti suyu protein izolati ve giris sicakligindan su aktivitesinin

etkilendigi, sicakligin artmasiyla su aktivitesinin azaldig1 goriilmektedir.

Su bir¢ok gida maddesinin ana komponentidir ve bircok kalite karakteristigi {izerinde
onemli etkiye sahiptir. Gida materyallerindeki bozunma reaksiyonlarinda 6nemli rol oynayan
suyun etki mekanizmasi, genellikle gidanin su igerigi ile degil, su aktivitesi (aw) ile
karakterize edilir. Gidanin yapisinda meydana gelen enzimatik reaksiyonlar, enzimatik
olmayan esmerlesme ve mikrobiyal aktivite {iriiniin su aktivitesi ile iligkilidir (Labuza, 1985).
Gidalarin su aktivitesi igeriginin 0.2'den biiylik olmasiyla enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlar1 hizlanmaktadir. Toz gidalarda nem igerigi {riiniin akabilirligini de Onemli
derecede etkilediginden (Sims, 1989) dolayr olduk¢a onemlidir. Piiskiirtmeli kurutma
yontemiyle elde edilen fikosiyanin 6rneklerinin nem igerigi ve su aktivitesi degerleri toz iiriin
olarak kullanima uygundur ve buna bagli bozulmalara dayanikli oldugu su aktivitesi

degerlerine gore degerlendirilebilir.
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Cizelge 4.35. Nem igerigi, su aktivitesi ve ¢oziinebilirlik degerleri lizerine segilen bagimsiz degiskenlerin etkisini

gosteren ANOVA tablosu

Nem (%o) Su Aktivitesi (aw) Coziinebilirlik (%)
Varyasyon SD HKT p- degeri HKT p- degeri | HKT p- degeri
Kaynagi
Model 8 2.09 0.0116* | 5.849E-03  0.1927 98.83 0.2412
Linear 1 1.52 0.0002* | 4.868E-04  0.3141 43.16 0.0371*
Mixture
X1 X 1 | 1.134E-04 0.9686 1.793E-04  0.5373 1.10 0.7219
X1 X3 1 0.044 0.4433 5.283E-06  0.9152 0.50 0.8107
Xz X3 1 0.19 0.1244 | 2.495E-03  0.0312* | 0.072 0.9272
X1 Xz X3 1 0.084 0.2925 1543E-03  0.0823 0.060 0.9339
X1 X3? 1 0.15 0.1706 1.088E-04  0.6301 4.62 0.4693
Xy X3 1 3.91E-03 0.8176 2.209E-04  0.4941 37.95 0.0489*
Xy Xo X3° 1 0.097 0.2598 3.975E-04  0.3617 13.92 0.2161
Kalint1 17 1.21 7.691E-03 143.37
Model 12 1.15 0.0143 5.970E-03  0.3607 90.03 0.7151
uygunsuzlugu
testi
Saf Hata 5 0.057 1.721E-03 53.35
Toplam 25 3.30 0.014 242.20

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli, Xl Maltodekstrin (%); X2 Peyniralt1 Suyu Protein izolat: (%); ,X3 Hava giris

sicakligr (°C).
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4.3.1.7. Partikiil boyut dagilimi

D-Optimal karisim dizayn1 deneme plan1 izlenerek elde edilen mikroenkapsiile
fikosiyanin Orneklerinin partikiil boyut dagilim D[4,3] (um), agiklik ve tekdiizelik degerleri
LLD (Laser Light Diffraction) cihazinda, ¢6zgen olarak 2-propanol kullanilarak (Malvern
Mastersizer Model 2000) dl¢iilmiistiir. Orneklerin partikiil boyutu, D[4,3] (um) degeri 8.78-
19.44 um arasinda degismektedir (Cizelge 4.36).

Partikiil boyut dagilim D[4,3] (um), aciklik ve tekdiizelik degiskenlerinin modellerde
oncelikle lineer etki terimleri, daha sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri sirasi ile
toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit)
degerleri analiz edilmistir. Partikiil boyut dagilim D[4,3] (um), agiklik ve tekdiizelik degerleri
yanit1 i¢in varyans analizi tablosu Ek Cizelge 5(a)'da verilmistir. Ek Cizelge 5(a)’da verilen
sonuclara gore, partikiil boyut dagilim D[4,3] (um), aciklik ve tekdiizelik degerleri igin
quadratik terimlerin eklenmesinin modeli 6nemli Ol¢lide gelistirdigi gozlenmistir. Her bir
yanit i¢in en uygun model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller oldugu varsayimi

boylelikle ispat edilmistir.
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Cizelge 4.36. Mikroenkapsiile fikosiyanin Orneklerinin ortalama partikiil biyikligi (D[4,3]), agiklik ve

tekdiizelik degerleri.

Dn.No MD (%) WPI (%) Hava Giris D[4,3], Acgikhk Tekdiizelik
X1 X2 Sicakhig: (pm)
(°C) X3
1 100 0 150 19.44+1.08 4.82+0.84  1.91+0.12
2 100 0 180 8.88+0.51  2.19+0.02  0.80+0.08
3 0 100 150 10.89+0.05 2.35+£0.02  0.77+0.07
4 0 100 180 11.49+0.17 2.15+£0.03  0.75+0.10
5 75 25 157.5 13.94+0.10 2.09+0.02  1.03+0.01
6 25 75 172.5 10.78+0.09 1.93+0.12  0.60+0.01
7 100 0 157.5 18.92+0.13  6.05+£0.09  1.78+0.07
8 0 100 157.5 11.65+0.51 2.27+0.09  0.90+0.07
9 75 25 150 14.40+0.40 2.23+0.15  0.93+0.01
10 75 25 180 10.51+1.70  2.13+0.02  0.71+0.01
11 75 25 172.5 13.98+1.48 2.79+0.03  1.06+0.01
12 25 75 157.5 17.49+0.05 2.37+£0.01  1.00+0.01
13 100 0 1725 17.46+0.02 4.77+£0.03  1.49+0.06
14 0 100 172.5 10.69+0.06  2.29+0.09  0.76+0.05
15 25 75 150 13.75+0.06  2.04+0.06  0.81+0.04
16 25 75 180 12.88+0.35 1.87+0.15  0.67+0.01
17 50 50 165 13.08+0.32  2.05+0.04  0.85+0.00
18 100 0 165 17.23+0.59 5.30+£0.03  1.68+0.02
19 0 100 165 11.42+0.40 2.40+0.02  0.90+0.01
20 75 25 165 10.79+0.98  2.18+0.03  0.83+0.04
21 25 75 165 11.87+0.89 1.95+0.02  0.70+0.04
22 100 0 150 16.79+0.89 4.88+0.06  1.59+0.10
23 0 100 150 11.75+0.39 2.45+0.01  0.92+0.09
24 100 0 180 13.82+1.31  3.13+0.04 1.15+0.09
25 0 100 180 11.27+1.18 2.26+0.08  0.79+0.04
26 75 25 150 11.73+0.84 2.24+0.02  0.94+0.14
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Piiskiirtmeli kurutucu igslem degiskenlerinin mikroenkapsiile fikosiyanin orneklerinin
D[4,3] (um), agiklik, tekdiizelik ve partikiil yogunlugu degerleri iizerine etkisi Design-Expert
paket programinda varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlenmistir. Toz orneklerin
partikiil boyut o6zellikleri ve partikiill yogunlugu {izerine piiskiirtmeli kurutma islem
degiskenlerinin %95 giiven seviyesinde etkilerini gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.37'da

goriilmektedir.

Cizelge 4.37. Partikiil biiytikligi (D[4,3]), aciklik ve tekdiizelik degerleri {izerine secilen bagimsiz degiskenlerin
etkisini gosteren ANOVA tablosu

DI[4,3], (nm) Acikhk Tekdiizelik
Varyasyon SD HKT p- degeri HKT p- degeri | HKT p- degeri
Kaynag
Model 8 120.12 0.0303* 32.92 <0.0001* | 2.94 <0.0001*
Linear 1 57.34 0.0039* 14.01 <0.0001* | 1.47 <0.0001*
Mixture
X1 X 1 6.68 0.2704 7.31 <0.0001* | 0.39 0.0007*
X1 X3 1 38.38 0.0143* 4.92 0.0003* 0.58 0.0001*
Xz X3 1 0.89 0.6824 0.18 0.3962 0.031 0.2581
X1 Xz X3 1 1.25 0.6286 1.39 0.0272* | 0.055 0.1405
X1 X3? 1 13.00 0.1305 3.61 0.0012* 0.14 0.0252
Xy X3 1 0.088 0.8976 0.065 0.6084 | 6.40E- 0.6039
03
X1 Xa X4 1 1.03 0.6603 0.48 0.1737 | 4.56E- 0.6610
03
Kalint1 17 87.54 3.60 0.39
Model 12 67.84 0.3640 0.45 0.0969 0.26 0.6070
uygunsuzlugu
testi
Saf Hata 5 19.70 36.98 0.13
Toplam 25 207.66 3.33

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli, X1 Maltodekstrin (%); X2 Peyniralti Suyu Protein izolat1 (%); ,X3 Hava giris

sicakligi (°C).
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Mikroenkapsiile fikosiyanin Orneklerinin D[4,3], a¢iklik ve tekdiizelik degerlerinin
degisimi quadratik modele istatistiksel olarak uyum (p<0.05) gostermektedir. Orneklerin
D[4,3], a¢iklik ve tekdiizelik degerleri karisim oranindan, karbonhidrat miktar1 ve hava giris
sicakliginin birlikte etkisinden onemli derecede (p<0.05) etkilenmektedir. Agiklik degeri
bunun yanisira tiim bagimsiz degiskenlerin degisimden de onemli Olciide etkilenmektedir.
Hava giris sicakliginin yiikselmesiyle partikiillerin yiizeyi hizlica sertlesmekte ve olusan
kabuk nedeniyle nem istenilen diizeyde uzaklasamamaktadir. Kurutma islemi sonrasinda
yapidaki nem yilizeye transfer olarak partikiillerin birbirlerine yapismasina ve partikiil
boyutunun D[4,3] yiikselmesine neden olmaktadir. Chegini and Ghobadian (2005) portakal
suyunun puskiirtmeli kurutma yontemi ile toz forma doniistiiriilmesi esnasinda hava giris

sicakliginin yiikselmesinin drneklerin partikiil boyutunu yiikselttigini bildirmislerdir.
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4.3.1.8. Partikiil morfolojisi

D-Optimal karisim dizayn1 deneme plani izlenerek elde edilen mikroenkapsiile
fikosiyanin Orneklerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri Sekil 4.18 ve
4.19°da gosterilmektedir. Partikiillerin yapist ve gozenekliligi, kurutma hizi, kurutucu hava
girig sicakligi ve hava ¢ikis sicakligi (Anker and Reineccius, 1988) ve atomizasyon basinci
gibi kurutma sirasinda su tutma kapasitesini belirleyen parametrelerden biridir (Kneifel and
Seiler, 1993). Ayrica elde edilen toz iirliniin akabilirlik ve 1slanabilirlik degerleri toz
partikiillerin yiizey yapisindan etkilenmektedir (Peleg and Mannheim, 1973; Rosenberg and
Young, 1993).

Farkli piiskiirtmeli kurutma islem kosullarinda iiretilen mikroenkapsiile fikosiyanin
orneklerinin SEM goriintiileri incelendiginde piiriizsiiz, kiiresel, yiizey girinti ve ¢ikintisiz ve
boyutun heterojen oldugu goriilmektedir. Piskiirtiilerek kurutulmus partikiillerin bombeli
yiizey yapist kurutma sirasinda partikiillerin biizlismesinden kaynaklanmaktadir (Rosenberg et
al., 1990). Maltodekstrin ile kaplanan tirtinlerin (1, 2, 7, 13, 18, 21, 24) SEM goriintiileri
incelendiginde piiriizsiiz kiiresel yapilar, daha az bombeli yiizey ve boyutun heterojen oldugu
goriilmektedir. Loksuwan (2007), B-karoteni maltodekstrin ile kapladigi ¢alismasinda SEM
goriintiilerinde elde ettigi piiriizsiiz yapinin diisiik molekiil agirliklt seker igeriginin fazla
olmasindan kaynaklandigini belirtmistir. Bu diisilk molekiil agirlikli sekerlerin kurutma

sirasinda ylizeyin biiziigmesini onleyen plastiklestirici olarak hareket ettigini belirtmistir.
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Sekil 4.18 D-Optimal karisim dizayn1 deneme planina gore iretilen mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerine ait

SEM goriintiileri
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Sekil 4.19 D-Optimal karigim dizayn1 deneme planina gore iiretilen mikroenkapsiile fikosiyanin drneklerine ait

SEM goriintiileri (devam)
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4.3.1.9. FT-IR (Fourier Transform Infrared spectroscopy) analizi

FT-IR spektroskopisi analizinde D-Optimal karisim dizayn1 deneme planinda kullanilan
farkli oranlardaki kaplama materyallerinin ve sicakligin etkisi incelenmistir. EK 7'de bulunan
Ek Sekil 7(a)'da D-Optimal karisim dizaynit deneme plani izlenerek elde edilen piiskiirtmeli
kurutma yontemiyle mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerinin, mikroenkapsiilasyon isleminde
kullanilan maltodekstrin, peyniralti suyu protein izolati, yag ve saflastirilmis fikosiyaninin

FT-IR spektroskopi grafigi verilmistir.

Mikroenkapsiilasyon isleminin asil hedeflerinden olan g¢ekirdek materyalinin kaplama
materyalleriyle olan iliskisi degerlendirilmistir. Mikroenkapsiilasyon isleminde c¢ekirdek
materyali olan saflastirilmis fikosiyaninin karakteristik spektrumu Ek Sekil 7(a)'da verilmistir.
Fikosiyanine ait 1600 cm™ dalga boyunda pik gozlemlenmisti. Bu belirgin yapiya
enkapsiilasyon iglemi sonucunda elde edilen iiriinlerde rastlanmamis olmasi kaplama

materyallerinin istenilen kaplamay1 sagladigini ifade etmektedir.

Kaplama materyalinin FT-IR spekturumunu etkiledigi de sonuglardan agikca
goriilmektedir. Miktar1 daha fazla olan kaplama materyaline ait belirgin baglarin enkapsiile
iirinde de olustugu belirlenmistir. Toz iiriinler i¢in 6nemli olan nem igerigi 3600 cm™ dalga

boyundaki pikin biiytikliigii ile de ifade edilmektedir bu bag O-H bagin1 temsil etmektedir.
Optimizasyon sonug¢larmin deneysel dogrulanmasi

Fikosiyaninin piskiirtmeli kurutma yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda islem
kosullar1 olarak secilen kaplama materyali karisim orani ve hava giris sicakligi maksimum
mikroenkapsiilasyon etkinligini saglayacak sekilde desirability fonksiyonu yaklasimi ve
izohips egrilerinin iist liste yerlestirilmesi (superimposing) yontemleri kullanilarak optimize
edilmistir. D-optimal karisim dizayn1 deneme desenine gore iiretilen oOrneklerin diger

ozellikleri ise optimizasyon c¢alismasina katilmamistir.

Optimizasyon ¢alismasinda piiskiirtmeli kurutucu islem degiskenleri olan kaplama
materyali karigim oraninda maltodekstrin (MD) %0-100 peyniralti suyu protein izolatt (WPI)
% 0-100) ve hava giris sicakliginin 150-180°C araliginda segilmistir. Optimum noktanin
belirlenmesinde her bir yanit icin elde edilen ikinci dereceden polinomiyal modeller

kullanilmistir. Cizelge 4.38'de desirability fonksiyonu yaklasimi uygulandiginda optimum
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nokta i¢in tek ¢oziim goriilmektedir. Optimum nokta %34.4 maltodekstrin (MD), %65.6
peyniraltt suyu protein izolatt (WPI) ve 167.6 °C olarak bulunmustur.

Cizelge 4.38. Desirability fonksiyonu yaklasimi ile belirlenen optimum noktalar

Peyniralti .. . . Desirability
Coziim Maltodekstrin  Suyu Protein Gmsv Mlkr(fen.lf?masyon
sayis1 (MD) (%) Izolat1 (WPI) s1cz;i(jllg1 Etkmlclfl (ME)
o) ) (%)
1 34.4 65.6 167.6 87.05 0.922

Optimum nokta sonuc¢larinin dogrulanmasi, %34.4 maltodekstrin (MD), %65.6
peyniralt1 suyu protein izolatt (WPI) karisim orani ve 167.6°C hava girig sicakligi belirlenen
matematiksel optimum noktada gercgeklestirilmistir. Optimum noktada yapilan 5 dogrulama
denemesinin sonuglari, sonuglarin ortalamasi ve modelden tahmin edilen degerler Cizelge

4.39'da goriilmektedir.

Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuclar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olup
olmadig1 tek 6rnek t - testi uygulanarak belirlenmistir. Tek 6rnek t — testi SPSS, 2006 (15.0
for Windows) paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek drnek t —

testi sonuglar1 Cizelge 4.40'da goriilmektedir.

Cizelge 4.39 Optimum nokta dogrulama denemeleri mikroenkapsiilasyon etkinligi yanit1 sonucu

Dn.No Mikroenkapsiilasyon Etkinligi (%)
1 85.72
2 86.16
3 88.99
4 87.55
5 87.11
Ortalama 87.11

Modelden Tahminlenen 87.05
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Cizelge 4.40 Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile karsilagtiriimasi

Tahminlenen  Deneysel

b 0 Cc _ - .
Yanitlar deger deger® SH Fark 9% Hata® p-degeri
Mikroenkapsiilasyon
Etkinligi (%) 87.05 87.11 0.572 0.058 0.066 0.929

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir, b Ortalama standart hata, ¢ % Hata = ( | yden - ytah | /yden ) * 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen Orneklerin analiz sonuglarina gore
mikroenkapsiilasyon etkinligi degeri ile modelden tahminlenen degerlere olduk¢a yakin olup,

istatistiksel olarak da aralarindaki fark 6nemsizdir (p>0.05).

Optimum noktada yapilan 5 dogrulama denemesinin optimizasyonu yanitt haricindeki
mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik madde miktari, nem igerigi, su aktivitesi,
¢cozliniirliik degerleri ve renk degerileri sonuglarin ortalamasi Cizelge 4.41-4.42'de
goriilmektedir. Omneklerin parikiil morfolojisine ait goriintiiler Sekil 4.20'de, kaplama
materyali ile mikroenkapsiile tiriin arasindaki iligskiyi gosteren FT-IR spektrumu da Ek 7'de
bulunan Ek Sekil 7(b)' de verilmistir.

Cizelge 4.41. Optimum nokta dogrulama denemeleri mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik madde miktari,

nem, su aktivitesi ve ¢oziiniirliik degerleri

Dn.No Mikroenkap Toplam  Fenolik Nem (%)  Su Coziiniirlii
siilasyon Madde  Miktar aktivitesi k (%0)
Verimi (%)  (mg gallik asit/ g) (aw)

1 82.01 12.30 2.43 0.18 73.90

2 73.22 10.36 2.57 0.18 75.07

3 95.25 12.38 2.43 0.18 76.59

4 90.08 12.85 2.22 0.17 78.04

5 82.12 12.81 2.10 0.18 77.52

Ortalama 84.54 12.14 2.35 0.18 76.22
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Cizelge 4.42. Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum noktada 5 farkli denemede iiretilen mikroenkapsiile

fikosiyanin 6rneklerinin L*, a*, b* Hue ve Chroma degerleri

Dn.No L* a* b* Hue Chroma
1 79.64 -6.53 -5.11 358.82 5.11
2 80.02 -6.50 -5.11 359.04 5.11
3 79.45 -6.42 -5.03 359.78 5.03
4 78.35 -7.52 -6.13 352.81 6.18
5 79.39 -6.48 -5.09 341.40 5.37
Ortalama 79.37 -6.69 -5.29 354.37 5.36

Sekil 4.20. Piskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum noktada 5 farkli denemede iiretilen mikroenkapsiile

fikosiyanin 6rneklerinin partikiil morfolojisi goriintiileri

4.3.2. Koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon
4.3.2.1. Fikosiyanin emiilsiyonunun hazirlanmasi

Fikosiyaninin su igerisinde ¢Oziinmesinden dolay1 koaservasyon yontemi ile
mikroenkapsiilasyon isleminde saf fikosiyanin emiilsiyon hazirlama asamasinda belirtilen
kosullarda ¢ift katmanli emiilsiyon (doublelayer emulsion) olarak hazirlanmistir. Emiilsiyon
hazirlama kosullarinin belirlenmesinde farkli fikosiyanin/ kaplama oranlari (1:50, 1:100,
1:250, 1:500) denemeleri gergeklestirilerek emiilsiyonda istenilen rengin elde edilmesi ve
kullanilan fikosiyaninin miktar1 dikkate alinmistir. Emiilsiyon hazirlamada kullanilan toz
fikosiyanin yag ile homojenizasyon asamasinda bir miktar suda ¢oziindiiriilmektedir; y1gin
yogunlugu diisiik olan fikosiyanin tozlarini ¢oziindiirmek i¢in kullanilan su, yag ile emiilsiyon
olusumunda fazla oldugu taktirde sorun yaratmaktadir. Bu sebeple en yogun rengi veren ve
kullanilan yagin %10 undan az su kullanilarak ¢oziindiiriilebilen fikosiyanin miktar1 dikkate
alinmistir. 1:100 orani ile elde edilen emiilsiyonda koyu mavi renk elde edilmistir ve yagin

%10'undan az su kullanilarak ¢oziindiiriiliip emiilsiyonlarda kullanilabilmektedir.
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Hazirlanan emiilsiyonlar literatiir ¢alismalar1 ve 6n denemelere gore %4 kuru madde
iceren, kuru maddenin %?20si ayg¢igek yagi ve yagm %I1'I Tween 20 olacak sekilde

hazirlanmistir. Ayrica yapida kullanilan fikosiyanin: kaplama materyali oran1 1:100" diir

Koaservasyon yonteminde en 6nemli nokta izoelektrik noktanin belirlenerek koaservatif
yapmin olugsmasmi saglamaktir. Farkli kaplama materyalleri denenerek gergeklestirilen
caligmada oncelikle her karbonhidrat ve protein kombinasyonu i¢in 3.75, 4.00 ve 4.25 pH
degerlerinde koaservatif yapimin olusturulmasi 6n denemesi gerceklestirilmistir. Segilen pH

degerleri literatiir calismalar1 dikkate alinarak secilmistir.
4.3.2.2. Kaplama materyali tipinin secilmesi

Cizelge 4.43'de goruldigi tlizere kaplama materyallerinin tipinin belirlenmesinde
koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon asamasinda karbonhidrat bazli kitosan ve gam
arabik; protein bazli peynir alti suyu protein izolat1 ve jelatin kombinasyonlart denenmistir.
Koaservasyon isleminde etkili islem parametresi olan ¢ozelti pH's1 her bir kaplama ¢ifti i¢in 3
farkli pH degerinde (3.75+0.02, 4.00+0.02 ve 4.25+0.02) ve 50+£2°C sabit ¢ozelti sicakliginda
gerceklestirilmistir.

Koaservasyon yoOntemi i¢in uygun kaplama materyali se¢iminde; kitosan kaplama
materyalinin ¢ozlniirliigli %1'lik asetik asit ¢ozeltisi ile saglanmaktadir ayrica, kitosanin
kendisine has yogun kokusu mevcuttur ve hazirlanan koaservatlarda baskin bir sekilde ortaya
cikmaktadir. Jelatin ile beraber kullanildiginda viskoz yapisi koaservatif yapinin olusmasina
katki saglamasina ragmen sebep oldugu koku renk maddesi olarak gidalarda kullanimin
sinirlamaktadir. Peynir alti suyu protein izolati kullanilarak hazirlanan koaservatlarda faz
ayrimi olmasma ragmen elde edilen yapida su fazinin ayrilmadigi, sulu gevsek yapinin

olustugu belirlenmistir.

Literatiir ¢alismalarina ve 6n deneme caligmalarina gére de koaservasyon yontemi igin
en uygun kaplama materyalinin Gum arabik+Jelatin oldugu ag¢ik¢a goriilmektedir. Hazirlanan
emiilsiyon oranlarinda en uygun pH degerinin 3.75 oldugu da belirlenmistir. Cizelge 4.43'deki

koaservat yapilar Sekil 4.21' de goriilmektedir.
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Cizelge 4.43. Farkl kaplama materyalleri ve pH degerlerinde koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiile edilmis

fikosiyanin drnekleri

Kaplama Materyali pH Sonug
Cesidi

3.75 Yapist akigkandir
4.00 Yapisi akigkandir
4.25 Yapisi akiskandir

Kitosan+Peynir alt1 suyu

protein izolati

3.75 Faz ayrim1 olusmustur, yapisi akiskandir.
Gum+Peynir alti suyu

4.00 Faz ayrim1 olugsmustur, yapisi akigkandir.
protein izolati

4.25 Faz ayrim1 olusmustur, yapis1 akiskandir

3.75 Koaservatif yap1 tam olugmustur, yapi serttir .
Koaservatif yap1 tam olugmamigtir, yap1 yari
Gum-+Jelatin 4.00
akiskandir.
4.25 Koaservatif yap1 tam olugsmamustir, yap1 akiskandir .
3.75 Koaservatif yap1 tam olugsmamastir, yap1 akiskandir.
Koaservatif yapt tam olusmamistir, yap1 yari
Kitosan+Jelatin 4.00
akiskandir.
4.25 Koaservatif yap1 tam olugmustur, yapi serttir.

pH:3.75 pH:4.00 pH:4.25 pH:3.75 pH:4.00 : 425

Sekil 4.21 Farkli kaplama materyalleri ve pH degerlerinde koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiile edilmis

yap1 olusumu
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4.3.2.3. Fikosiyaninin koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyonu i¢in

optimum islem kosullarinin belirlenmesi

Koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyon islemini ger¢eklestirmek {izere
hazirlanan karisimin igerigi 6n denemeler sonucu belirlenmis olup, besleme karisiminin kuru
madde icerigi %4, aycicek yagi igerigi %20 (kuru temelde) ve fikosiyanin/kaplama materyali

orani 1:100 olacak seklinde belirlenmistir.

Besleme karigiminin igeriginin belirlenmesinin ardindan D-optimal karisim dizayni
deneme desenine (Cizelge 3.4) gore fikosiyaninin koaservasyon yontemi ile
mikroenkapsiilasyonunda etkili bagimsiz degiskenler olan kaplama materyali karisim oranlari
(gum arabik (%), jelatin (%)) ve ¢ozelti sicakligi (°C) etkisi incelenmistir. Koaservasyon
yontemi ile mikroenkapsiilasyon isleminde bagimsiz islem degiskenleri olan gum arabik orant
0-50%, jelatin oran1 50-100 %, ¢ozelti sicakligi 40-60°C arasinda degismektedir. Bagimsiz
degiskenlerin araliklar1 6n deneme calismalar1 ve literatiirde gergeklestirilmis olan ¢aligmalar
dikkate alinarak belirlenmistir. Fikosiyaninin koaservasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyonu
icin  gergeklestirilen  optimizasyon  caligmasinda, bu  bagimsiz  degiskenlerin,
mikroenkapsiilasyon etkinligi tlizerine etkileri incelenmistir. Farkli islem kosullarinda elde
edilen 6rneklerde mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik madde miktari, Hunter L*, a*
ve b* renk degerleri, ¢oziinebilirlik ve kaplama materyalleri ile fikosiyanin arasindaki iligkiyi

anlamak i¢in FTIR analizi uygulanmistir.

Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi i¢in tasarlanan
deneme planmna gore elde edilen deneysel yanit mikroenkapsiilasyon etkinligi (ME) (%)

Cizelge 4.44'de verilmistir.
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Cizelge 4.44. D-optimal karisim dizayni deneme plani izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

] ] Cozelti sicakhig:
Br.No Gum Arabik (%) Jelatin (%) C) ME (%)
Y, Y2
Y3
1 0 100 40 39.24
2 0 100 40 39.88
3 0 100 45 44.05
4 0 100 50 42.46
5 0 100 55 49.83
6 0 100 60 51.04
7 0 100 60 47.02
8 12.5 87.5 40 61.60
9 12.5 87.5 45 61.61
10 12.5 87.5 50 66.07
11 125 87.5 55 61.83
12 12.5 87.5 60 60.81
13 25 75 50 64.19
14 37.5 62.5 40 61.74
15 37.5 62.5 45 61.06
16 37.5 62.5 50 62.04
17 37.5 62.5 55 54.64
18 37.5 62.5 60 53.37
19 37.5 62.5 60 54.27
20 50 50 40 45.27
21 50 50 40 46.31
22 50 50 45 37.09
23 50 50 50 39.38
24 50 50 55 42.82
25 50 50 60 44.78
26 50 50 60 45.15
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Modelin olusturulmasi

Optimizasyon c¢aligmasinda yer alan islem degiskenleri ile her bir yanit arasindaki
iliskiyi ifade eden matematiksel modeller ¢oklu lineer regresyon analizi yapilarak
olusturulmustur. Bunun i¢in modellere her bir degiskenin dncelikle lineer etki terimleri, daha
sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde eklenmis ve kareler
toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir.

Mikroenkapsiilasyon etkinligi yanit1 i¢in varyans analizi tablosu Ek 5'de verilmistir (Ek

Cizelge 5 (b)).

Cizelge 4.44'de verilen sonuglar incelendiginde mikroenkapsiilasyon etkinligi igin
quadratik terimlerin eklenmesinin modelleri énemli 6l¢lide gelistirdigi tespit edilmistir. Bu
yanit i¢in en uygun model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller oldugu varsayimi
boylelikle ispat edilmistir. Deneysel verilerin ikinci dereceden polinomiyal modele fit
ettirilmesine ait varyans analizi Cizelge 4.45'te verilmistir.

Cizelge 4.45. Her bir yanit iizerine lineer, quadratik ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gdsteren
ANOVA tablosu

ME (%0)
Varyasyon Kaynagi SD HKT p- degeri
Model 8 2028.93 <0.000*
Linear Mixture 1 25.94 0.048*
YiY> 1 949.75 <0.000*
Y.1Y3 1 1.841E-03 0.986
Y, Y3 1 127.67 0.000*
Y1Y,Y3 1 93.99 0.001*
Y1 Ys 1 49.26 0.009*
Y, Y4 1 0.65 0.739
Y1Y,Ys 1 27.61 0.042*
Kalint 17 97.06
Model uygunsuzlugu testi 12 87.77 0.070
Saf Hata 5 9.28
Toplam 25 2125.99

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli, Yl Gum arabik (%); Y2 Jelatin (%); Y3 Cozelti sicakhigr (°C).

Cizelge 4.45'te goriildligli tlizere elde edilen regresyon modelinin %95 giiven
seviyesinde onemli oldugu goriilmektedir. Her bir bagimsiz degiskenin yanitlar iizerindeki
lineer, interaksiyon ve quadratik etkilerinin istatistiksel olarak 6nemliligi de Cizelge 4.46'da

gosterilmistir. Etkilerin istatistiksel olarak model acisindan 6nemliligi F ve p-degerlerinden
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bulunmustur. p-degeri 0.05'ten biiyiik olan etkiler 6nemsiz kabul edilmis ve bu terimler model
hiyerarsisine zarar vermeden modelden ¢ikarilmistir. Ayrica, bu c¢izelgede kalinti hata,
deneysel dizaynin merkez noktasinda yapilan gozlemlerin tekrarlanmasiyla saf deneysel hata

ve model uygunsuzlugu (lack of fit) olarak ayrilmistir.

Ideal olarak bir modelin, matematiksel formunun uygunsuzlugu (lack of fit) icin
onemsiz ve regresyon modeli i¢in Onemli olmasi gerekmektedir. Mikroenkapsiilasyon
etkinligi icin ikinci dereceden polinomiyal model, %95 giiven seviyesinde énemli ve model

uygunsuzlugu (lack of fit) %95 giiven seviyesinde 6nemsiz ¢ikmistir (Cizelge 4.45).

Modellerin deneysel veriyi ne Slgiide karsiladigi regresyon katsayist R?, diizeltilmis
regresyon katsayisi Rzadj ve varyasyon katsayist (C.V.) hesaplanarak belirlenmistir. Ayrica bir
regresyon modelinin daha sonra yapilacak gozlemler i¢in bir tahminleme modeli olarak
kullamilabilmesi icin ise yeterli tahminleme (adequate precision), PRESS ve Pred-R?
istatistikleri kullanilmistir. Modellerin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler

ve degerleri Cizelge 4.46'da dzetlenmistir.

Cizelge 4.46 Modelin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler

ME (%)
R 0.9543
R%aj 0.9329
CV.% 4.64
PRESS 222.73
Yeterli Tahminleme 20.237

Regresyon katsayisi R?, deneysel verideki model tarafindan agiklanabilen varyasyonun
toplam varyasyona orani olarak tanimlanmistir (Myers and Montgomery, 1995; Khuri and
Cornell, 1996). Elde edilen modelde varyasyon (R?>0.95) model tarafindan
aciklanabilmektedir (Cizelge 4.46).

Ancak modele yeni terimlerin eklenmesi, bu terimler istatistiksel olarak 6nemsiz olsa da
R?yi her zaman arttirmaktadir. Bu nedenle diizeltilmis regresyon katsayisi Rzadj degerlerinin

modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmas1 Onerilmektedir (Myers ve
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Montgomery, 1995). Mikroenkapsiilasyon etkinligi icin R? ve Rzadj degerlerinin birbirlerine

yakin olmas1 modellerin istatistiksel olarak dnemsiz terimleri icermedigini gostermektedir.

Varyasyon katsayis1 deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagli bir
Olciistidiir. Biiylik varyasyon katsayis1 degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini,
kiiclik varyasyon katsayis1 degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni1 degere sahip
oldugunu gostermektedir (Lazi¢, 2004). Yanitlar igin varyasyon Kkatsayisi degeri

mikroenkapsiilasyon etkinligi i¢in 4.64 olarak bulunmustur.

Myers and Montgomery (1995) yeterli tahminleme (adequate precision) degerinin 4'ten
biiyiik olmasi gerektigini belirtmistir. Model i¢in yeterli tahminleme (adequate precision)

degeri 4'ten biiylik bulunmustur.

Model parametreleri en kiigiik kareler yontemi kullanilarak, bu parametrelerin ve
modelin 6nemliliginin test edilmesi ise varyans analizi kullanilarak yapilmistir. Kalintilar,
rastgele hata teriminin davranigini yansittigi i¢in bu varsayimlarin test edilmesinde ve modelin
uygunlugunun belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Kalint1 analizi; kalintilarin normal
olasilik grafigi, kalintilarin model tahminlerine karsi ¢izildigi grafik, kalintilarin deneme
sirasina karsi ¢izildigi grafik gibi grafiksel yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.
Mikroenkapsiilasyon etkinligi yanit1 i¢in, Ek 6'da bulunan Ek Sekil 6 (b)'de normal olasilik
grafigi, kalintiya karst model tahminleri grafigi ve deneme sirasina karst kalint1 grafikleri

gosterilmistir. Elde edilen grafiklerden bu varsayimlarin karsilandig1 goriilmektedir.
Mikroenkapsiilasyon etkinliginin modelin yaniti olarak incelenmesi

Mikroenkapsiilasyon etkinligi, kaplanan fikosiyanin ve serbest fikosiyanin miktariinda
bir gostergesi oldugu igin mikroenkapsiilasyon isleminin basarisini gosteren en Onemli
parametredir. Mikroenkapsiilasyon etkinligi degerleri iizerine en etkili bagimsiz degiskenlerin
kaplama materyali oranlar1 ve koaservasyon isleminin gerceklestirildigi c¢ozelti sicaklig

oldugu bulgulanmustir.

Fikosiyaninin koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonu ile elde edilen 6rneklerin
mikroenkapsiilasyon etkinligi degerleri (ME) i¢in regresyon analizi sonucunda elde edilen
ikinci dereceden polinomiyal model, kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik (4.5)’de

verilmistir. Esitlik (4.5)’den tahminlenen degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil
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4.22°de gosterilmistir. Mikroenkapsiile fikosiyaninin mikroenkapsiilasyon etkinligi degerleri
(ME) i¢in model tahminlerinin deneysel verilerle uyum igerisinde oldugu saptanmistir.
Denklem sabitlerinde, Y; gum arabik (%); Y. jelatin (%); Y3 ¢ozelti sicakligi (°C)

degiskenlerini ifade etmektedir.

ME = 38.78Y, + 45.7Y, 4+ 99.96Y,Y, + 5.14Y,Y; — 27.57Y,Y,Y; + 6.03Y, Y2 —
24.74Y,Y,Y2 (4.5)

68.00

60.25

52.50

Tahminlenen Degerler

44.75

37.00

I { I I I
37.09 44.62 52.16 59.69 67.23

Deneysel Degerler

Sekil 4.22. Mikroenkapsiilasyon etkinligi icin modelden (Es.4.5) tahminlenen degerlere karsi deneysel veriler

Fikosiyaninin koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda islem degiskenlerinin
mikroenkapsiilasyon etkinliginin {izerindeki etkilerinin gorsel olarak kolayca belirlenebilmesi
icin, elde edilen model (Es. 4.5) kullanilarak yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri

olusturulmus olup, Sekil 4.23'de verilmistir.
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Sekil 4.23. Fikosiyaninin koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda mikroenkapsiilasyon etkinligi igin

yanit yiizey grafikleri ve izohips egrileri

Sekil 4.23'den goriilebilecegi {izere fikosiyaninin koaservasyon yontemiyle
mikroenkapsiilasyonunda  kaplama  materyali oranmnin ve  ¢Ozelti  sicakliginin
mikroenkapsiilasyon verimini etkiledigi goriilmektedir. Cozelti sicakliginin artmasiyla
mikroenkapsiilasyon veriminde artiy gozlenmesine ragmen, en yiiksek sicaklik degerinde
etkinlik  degerinde  azalma  oldugu  goriilmektedir.  Kaplama  materyallerinin
mikroenkapsiilasyon etkinligine etkisi incelendiginde koaservasyon isleminin temel basamagi
olan jelatinin model iizerinde de etkili oldugu goriilmektedir. Fakat gum arabik ile jelatinin
beraber kullanilmasiyla da mikoenkapsiilasyon etkinliginin arttigi  belirlenmistir.
Optimizasyon calismasinin asil hedefi olan etkin kaplama saglanmasi ve koaservasyon
yapinin olusumu optimizasyon c¢alismasinda sec¢ilen degiskenler ve mikroenkapsiilasyon

etkinligi yanit1 ile amacina ulastig1 sonuglardan goriilmektedir.

Farkli islem kosullarinda elde edilen oOrneklerin mikroenkapsiilasyon etkinliginin
yanisira mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik madde miktari, Hunter L*, a* ve b* renk
degerleri, ¢oziinebilirlik degerleri de Design-Expert paket programi kullanilarak, bagimsiz
degiskenlerin (gum arabik (%), jelatin (%) ve ¢ozelti sicakligi (°C)) etkilerini belirlemek

amaciyla varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur.
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4.3.2.4. Mikroenkapsiilasyon verimi ve toplam fenolik madde miktar:

D-Optimal karisim dizayn deneme plani izlenerek elde edilen Orneklerin baglangig
fikosiyanin ve mikroenkapsiile yapidaki toplam fikosiyanin miktarlar1 ile hesaplanan
mikroenkapsiilasyon verimi degerleri ve toplam fenolik madde miktar1 Cizelge 4.47°de
goriilmektedir. Tiim denemelerden elde edilen iiriinlerin mikroenkapsiilasyon verimlerinin
%7.60 ile 16.82 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu deger islem sirasinda fikosiyanin kaybi
oldugunu gostermektedir. Toplam fenolik madde miktar1 degerleri de 1.64 ile 6.37 mg gallik
asit/g ornek arasinda degisim gostermektedir. Toplam fenolik madde miktarinin karigim

oranindan etkilendigi goriilmektedir.

Mikroenkapsiilasyon verimi degerleri ve toplam fenolik madde miktar1 degiskenlerinin
modellerde oncelikle lineer etki terimleri, daha sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri
sirast ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack
of fit) degerleri analiz edilmistir. Mikroenkapsiilasyon verimi degerleri ve toplam fenolik
madde miktar1 yanit1 i¢in varyans analizi tablosu Ek Cizelge 5(b)'de verilmistir. Ek Cizelge
5(b)’de verilen sonuglara gore, toplam fenolik madde miktar1 i¢in quadratik terimlerin
eklenmesinin modeli onemli Olciide gelistirdigi gozlenmistir. Deneysel verilerin ikinci

dereceden polinomiyal modele fit ettirilmesine ait varyans analizi Cizelge 4.48'de verilmistir.
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Cizelge 4.47 Fikosiyaninin koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda elde edilen &rneklerin

mikroenkapsiilasyon verimi ve toplam fenolik madde miktar1

Dn. No Gum Jelatin Cozelti Mikroenkapsiilasyon  Toplam Fenolik
Arabik (%) (%) sicakhigi Verimi (%) Madde Miktar:
Y1 Y, CO)Y3 (mg gallik asit / g)
1 0 100 40 39.24 4.03
2 0 100 40 39.88 4.59
3 0 100 45 44.05 4.20
4 0 100 50 42.46 4.63
5 0 100 55 49.83 4.48
6 0 100 60 51.04 4.01
7 0 100 60 47.02 4.63
8 125 87.5 40 61.60 3.10
9 125 87.5 45 61.61 5.22
10 125 87.5 50 66.07 4.82
11 125 87.5 55 61.83 9.60
12 125 87.5 60 60.81 5.66
13 25 75 50 64.19 531
14 375 62.5 40 61.74 1.92
15 375 62.5 45 61.06 2.36
16 375 62.5 50 62.04 2.69
17 375 62.5 55 54.64 2.28
18 375 62.5 60 53.37 3.24
19 375 62.5 60 54.27 3.22
20 50 50 40 45.27 1.93
21 50 50 40 46.31 1.65
22 50 50 45 37.09 2.58
23 50 50 50 39.38 4.25
24 50 50 55 42.82 5.39
25 50 50 60 44.78 3.61
26 50 50 60 45.15 3.85

Fikosiyaninin koaservasyon yonteminde mikroenkapsiilasyonunda sicaklik ve pH

uygulamalarinin bozunmaya sebep olmasi nedeniyle baslangi¢ toplam fikosiyanin miktar: ve
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mikroenkapsiilasyon iglemi sonrasi toplam fikosiyanin miktar1 arasinda fark olusmaktadir. Bu
fark koaservasyon yoOnteminin fikosiyaninin mikroenkapsiilasyonunda verimi diisiik bir
yontem oldugunu ifade etmektedir. Son triinde az miktarda kalan fikosiyanin de toplam
fenolik madde miktarina dogrudan etki etmektedir. Cizelge 4.47'de gorildigii lizere ¢ozelti
sicakliginin artmasiyla mikroenkapsiilasyon verimi ve toplam fenolik madde miktart

azalmaktadir.

Cizelge 4.48. Mikroenkapsiilasyon verimi ve toplam fenolik madde miktar1 {izerine segilen bagimsiz

degiskenlerin etkisini gdsteren ANOVA tablosu

Mikroenkapsiilasyon Verimi | Toplam  Fenolik  Madde
(%) Miktar: (mg gallik asit / g)
Varyasyon SD HKT p- degeri HKT p- degeri
Kaynag
Model 8 67.16 0.767 23.23 0.034*
Linear Mixture 1 2.05 0.707 11.60 0.004*
Yi1Y; 1 20.11 0.248 8.019E-04 0.978
Y1Ys 1 1.34 0.761 4.71 0.047*
Y, Y3 1 5.16 0.552 0.25 0.631
Yi1Y2Y3 1 0.50 0.852 0.087 0.775
Y1 Y3 1 0.17 0.914 1.41 0.257
Y, Y4 1 1.75 0.729 0.41 0.537
Y1 Y Yq 1 0.093 0.936 0.071 0.796
Kalinti 17 238.51 17.48
Model 12 237.35 <0.000 17.06 0.003
uygunsuzlugu testi
Saf Hata 5 1.16 0.42
Toplam 25 305.67 40.70

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli, Yl Gum arabik (%); Y2 Jelatin (%); Y3 Cozelti sicakhigr (°C).
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4.3.2.5. Renk degerleri

Cizelge 3.3'de goriilen D-optimal karisim dizayn deneme planmi izlenerek elde edilen
orneklerin Hunter L*, a*, b*, Hue ve Chroma degerlerinin degisim araliklar1 Cizelge 4.49'da
goriilmektedir. Koaservasyon yontemi islem degiskenlerinin Hunter L*, a* ve b* degerleri
iizerine etkisi varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlenmistir. Toz 6rneklerin Hunter
L*, a*, b*, Hue ve Chroma degerlerinin lizerine islem degiskenlerinin %95 giiven seviyesinde
etkilerini gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.50'de verilmistir. ANOVA analizine gore
Hunter a*, b* ve Chroma degerleri iizerine piiskiirtmeli kurutma islem kosullarinin etkisi
secilen modele uyum goéstermektedir (p<0.05). Hunter -b degerinin degisimi se¢ilen quadratik
model ile anlamli (p<0.05) bir sekilde agiklanabilmektedir. Fikosiyaninin koaservasyon
yontemiyle mikroenkapsiilasyonu sonucu elde edilen {iiriinlerde renk degerleri icerisinde
dikkat edilmesi gereken kriter de mavilik indeksini gdsteren Hunter -b degeridir. Orneklerin

mavilik indeksi karisim oranindan 6nemli seviyede (p<0.05) etkilenmektedir.

Hunter L*, a*, b* degiskenlerinin modellerde 6ncelikle lineer etki terimleri, daha sonra
quadratik ve interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki
artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir. Mikroenkapsiilasyon
verimi degerleri ve toplam fenolik madde miktar1 yanit1 i¢in varyans analizi tablosu Ek
Cizelge 5(b)'de verilmistir. Ek Cizelge 5(b)’de verilen sonuglara gore, Hunter a* ve b* igin
quadratik terimlerin eklenmesinin modeli 6nemli dlciide gelistirdigi gozlenmistir. Hunter a*
ve b* yanitlari i¢in en uygun model tipinin ikinci dereceden polinomiyal modeller oldugu
varsayimi bdylelikle ispat edilmistir. Cizelge 4.50'de goriildiigii lizere elde edilen regresyon

modelinin %95 giiven seviyesinde énemli oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.49. Fikosiyaninin koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda elde edilen 6rneklerin L*, a* ,

b*, Hue ve Chroma degerleri.

Dn. No L* a* b* Hue Chroma
1 56.65+0.20 -2.38+0.01 -10.57+0.12 359.36 10.57
2 50.45+0.17 -2.11+0.04 -9.61+0.09 359.46 9.61
3 57.15+0.65 -2.44+0.09 -9.99+0.13 359.28 9.99
4 61.43+0.23 -2.75+0.03 -7.64+0.28 357.93 7.64
5 58.95+0.44 -2.74+0.04 -9.03+0.12 359.24 9.03
6 56.03+4.09 -3.69+0.28 -6.57+0.55 355.20 6.60
7 54.22+0.68 -3.02+0.08 -8.48+0.19 358.73 8.48
8 50.54+0.84 -2.83+0.11 -12.71+0.16 359.28 12.71
9 53.50+0.94 -2.88+0.13 -10.06+0.23 358.67 10.07
10 44.66+1.81 -2.43+0.41 -14.28+0.19 359.25 14.28
11 48.44+0.27 -2.64+0.04 -15.12+0.17 359.36 15.12
12 52.284+0.35 -3.33+0.10 -6.81+0.14 358.85 6.82
13 51.56+0.13 -3.01+0.09 -12.31+0.25 358.84 12.32
14 47.52+0.12 -2.11+0.05 -16.21+0.07 359.76 16.21
15 50.30+0.39 -2.95+0.09 -13.57+0.26 358.90 13.57
16 54.60+0.19 -3.37+0.08 -8.80+0.29 358.09 8.80
17 46.75+2.93 -2.59+0.34 -8.75+0.78 354.89 8.79
18 53.33+1.07 -3.24+0.27 -8.39+0.41 357.22 8.40
19 53.52+1.49 -3.05+0.71 -8.20+0.84 354.13 8.24

20 50.36+3.82 -2.73+0.13 -6.96+0.39 356.78 6.97
21 50.554+3.70 -2.53+0.46 -6.76+0.67 354.33 6.80
22 42.59+1.01 -0.60+0.34 -6.33+0.22 357.98 6.33
23 43.18+0.59 -0.49+0.18 -6.36+0.11 358.98 6.36
24 50.54+0.35 -2.28+0.05 -8.68+0.06 359.61 8.68
25 50.15+2.39 -2.79+0.68 -6.37+0.17 358.51 6.37
26 50.35+2.33 -2.59+0.84 -6.17+0.51 355.27 6.19
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Cizelge 4.50. Hunter L*, a*, b*, Hue ve Chroma degeri iizerine segilen bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren

ANOVA tablosu

L* a* b* Hue Chroma
Varyasyon SD | HKT  p- HKT p- HKT  p- HKT p- HKT  p- degeri
Kaynag degeri degeri degeri degeri
Model 8 |261.65 0.082 |846  0.007* | 145.94 0.005* | 35.23 0.157 | 145.49 0.005*
Linear 1 |178.17 0.003* |1.40 0.032* | 16.25 0.063 |10.04 0.062 |16.10 0.064
Mixture
Yi1Y; 1 |11.17 0399 |3.05 0.003*|36.87 0.008* | 090 0557 |36.96 0.008*
Yi1Ys 1 |6.18 0528 033 0.271 [0.82 0.661 |0.53 0.652 |0.83 0.659
Y, Y3 1 |152 0.754 |111 0.052 |3.39 0376 |2.02 0.382 |3.37 0.377
Y1Y2Y3 1 |0.14 0924 |0.036 0.713 |[15.34 0.070 |5.29 0.165 |1520 0.071
\2R 5 1 |2375 0.224 [334 0.002*|0.33 0.781 |9.96 0.063 |0.35 0.773
Y, Y4 1 11881 0.277 |0.32 0.282 |1.15 0.603 [ 091 0556 |1.14 0.604
Y1Y, Ys 1 |1.10 0.789 | 110 0.054 |0.14 0.856 |259 0324 |0.14 0.853
Kalinti 17 | 253.30 4.35 69.72 42.66 69.49
Model 12 | 232.36 0.051 |4.03 0.039 |67.38 0.006 |2342 0.844 |67.21 0.006
uygunsuzlugu
testi
Saf Hata 5 12094 0.32 2.33 19.25 2.28
Toplam 25 | 514.95 12.82 215.65 77.90 214.98

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli, Yl Gum arabik (%); Y2 Jelatin (%); Y3 Cozelti sicakhigi (°C).

4.3.2.6.

Coziinebilirlik

D-Optimal karisim dizayni deneme planmna (Cizelge 3.3) gore gerceklestirilen 26

tiretim sonucunda elde edilen koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin

orneklerinin ¢oziinebilirlik (%) degerleri Cizelge 4.51'de goriilmektedir.

Koaservasyon

yontemiyle mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin 6rneklerinin ortalama ¢oziinebilirlik degeri

%12.45 ile 34.71 arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.51. Fikosiyaninin koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda elde edilen O6rneklerinin
¢ozlinebilirlik degerleri

Dn.No  Gum Arabik (%) Jelatin (%) Cozelti sicakhigr Coziinebilirlik
Y1 Y2 °C) (%)
Y3
1 0 100 40 14.90+0.38
2 0 100 40 14.38+1.00
3 0 100 45 12.45+1.22
4 0 100 50 20.29+1.73
5 0 100 55 19.97+0.46
6 0 100 60 29.89+1.95
7 0 100 60 28.54+3.03
8 12.5 87.5 40 34.71+1.15
9 12.5 87.5 45 30.86+4.76
10 12.5 87.5 50 27.60+1.48
11 12.5 87.5 95 27.12+1.19
12 12.5 87.5 60 22.52+1.79
13 25 75 50 30.11+1.75
14 37.5 62.5 40 25.79+2.42
15 375 62.5 45 28.72+2.57
16 375 62.5 50 23.29+1.98
17 375 62.5 55 22.82+1.53
18 375 62.5 60 21.52+1.31
19 375 62.5 60 20.06+1.57
20 50 50 40 21.65+2.74
21 50 50 40 22.97+2.93
22 50 50 45 18.43+0.34
23 50 50 50 22.16+0.47
24 50 50 55 22.90+2.41
25 50 50 60 24.60+2.54
26 50 50 60 20.77+0.24
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Coziinebilirlik degiskeninin modellerde Oncelikle lineer etki terimleri, daha sonra
quadratik ve interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki
artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir. Coziinebilirlik yaniti
icin varyans analizi tablosu Ek Cizelge 5(b)'de verilmistir. Ek Cizelge 5(b)’de verilen
sonuglara gore, Coziinebilirlik i¢in quadratik terimlerin eklenmesinin modeli 6nemli 6l¢iide
gelistirdigi gézlenmistir. Coziinebilirlik yanit1 i¢in en uygun model tipinin ikinci dereceden
polinomiyal modeller oldugu varsaymmi bdylelikle ispat edilmistir. Fikosiyaninin
koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda elde edilen Orneklerin ¢oziinebilirlik
degerlerinin koaservasyon yontemi islem kosullarindan nasil etkiledigini ortaya koymak i¢in
Design-Expert paket programi kullanilarak gergeklestirilen ANOVA analizine (Cizelge 4.52)

gore model uyumu goriilmekte ve karisim oranindan etkilendigi goriilmektedir (p<0.05).

Koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin 6rneklerinin ¢oziiniirliik
degerleri % 34'in altinda belirlenmistir. Elde edilen yap1 jelimsi bir 6zellige sahiptir ve
sicaklik etkisiyle ¢coziiniirliigii artmaktadir. Kullanilan kaplama materyallerinin oranlarinin ve
cozelti sicakliginin koaservasyon yapisinin olusmasinda onemli bir etkiye sahip oldugu
Cizelge 4.52'den de anlasilmaktadir. Elde edilen mikroenkapsiile yapilan siki jel yapida
olusmasi nedeniyle ¢oziinebilirlik degerlerinin diisiik oldugu belirlenmistir. Koaservasyon
islemi sonrasinda bu sebeple piskiirtmeli kurutma, dondurarak kurutma gibi kurutma

yontemleri kullanilarak {irtintin kullanim alan1 genisletilmektedir.
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Cizelge 4.52. Cozilinebilirlik degerleri lizerine se¢ilen bagimsiz degiskenlerin etkisini gésteren ANOVA tablosu

Coziinebilirlik (%)
Varyasyon Kaynagi SD HKT p- degeri
Model 8 559.03 0.000*
Linear Mixture 1 0.067 0.932
YiY, 1 164.96 0.000*
Y1Ys3 1 9.24 0.324
Y, Ys 1 209.84 0.000*
Y1Y2Y3 1 243.59 <0.000*
Y: Y5 1 5.16 0.458
Y, Y3 1 21.75 0.138
Y1Y; Y4 1 17.07 0.185
Kalint1 17 152.28
Model uygunsuzlugu testi 12 141.96 0.033
Saf Hata 5 10.32
Toplam 25 1711.31

*p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli, Yl Gum arabik (%); Y2 Jelatin (%); Y3 Cozelti sicaklhigr (°C).

4.3.2.7. FT-IR (Fourier Transform Infrared spectroscopy) analizi

FT-IR spektroskopisi analizinde D-Optimal karisim dizayn1 deneme planinda kullanilan
farkli oranlardaki kaplama materyallerinin etkisi incelenmistir. Ek 7'de bulunan Ek Sekil
7(c)'de D-Optimal karisim dizayni deneme plani izlenerek elde edilen koaservasyon
yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile fikosiyanin orneklerinin, mikroenkapsiilasyon
isleminde kullanilan gum arabik, jelatin, yag ve saflastirilmisg fikosiyaninin FT-IR

spektroskopi grafigi verilmistir.

Mikroenkapsiilasyon isleminin asil hedeflerinden olan ¢ekirdek materyalinin kaplama
materyalleriyle olan iligkisi degerlendirilmistir. Mikroenkapsiilasyon isleminde c¢ekirdek
materyali olan saflastirilmig fikosiyaninin karakteristik spektrumu Ek Sekil 7 (c)' de
verilmistir. Fikosiyanine ait 1600 cm™ dalga boyunda pik gézlemlenmistir. Koaservatlarin
kuru madde igerikleri %4 oldugu i¢in elde edilen spektrumlarda karakteristik alanda net pikler
elde edilememistir. Yapidaki su molekiilleri Ek Sekil 7(c)' de 3600 cm™ dalga boyundaki

pikte goriilmektedir. Mikroenkapsiilasyon isleminin asil hedeflerinden olan c¢ekirdek




160

materyalinin kaplama materyalleriyle olan iliskisi degerlendirilmis fakat koaservasyon
yontemiyle elde edilen iiriinlerin yiiksek su icerigi nedeniyle spektrumda karakteristik yapilar

gorilememistir
Optimizasyon sonuc¢larinin deneysel dogrulanmasi

Fikosiyaninin koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonunda islem kosullari olarak
secilen kaplama materyali karisim orani ve ¢ozelti sicakliginin belirlenmesinde maksimum
mikroenkapsiilasyon etkinligini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi ve
izohips egrilerinin {ist {liste yerlestirilmesi (superimposing) yontemleri kullanilarak optimize
edilmistir. D-optimal karisim dizayni deneme desenine gore iiretilen Orneklerin diger

ozellikleri ise optimizasyon ¢alismasina katilmamistir.

Optimizasyon calismasinda koaservasyon yontemi islem degiskenleri olan kaplama
materyali karisim oraninda gum arabik %0-50, jelatin % 50-100 ve ¢o6zelti sicakligi 40-60°C
araliginda secilmistir. Optimum noktanin belirlenmesinde yanit i¢in elde edilen ikinci
dereceden polinomiyal model kullanilmistir.  Desirability fonksiyonu  yaklasimi
uygulandiginda optimum nokta igin birbirine yakin ¢oziimler bulunmustur. Cizelge 4.53'de

optimum noktay1 veren 3 ¢6ziim goriilmektedir.

Optimum nokta olarak, programin belirledigi bu ¢6ziimlerden, birinci ¢6zliimde elde
edilen faktor seviyeleri segilmistir. Bu noktada faktor seviyeleri, %26.67 gum arabik, %73.33

jelatin ve ¢ozelti sicalikligi 45.68°C olarak bulunmustur.

Cizelge 4.53. Desirability fonksiyonu yaklagimi ile belirlenen optimum noktalar

Cozid Gum Arabik Cozelti Mikroenksiilasyon
0zilm um Arabi

Jelatin (%) Sicakh@i  Etkinligi (ME) Desirability
sayisl (%)
(&) (%)
1 26.67 73.33 45.68 68.22 1.00
2 26.74 73.25 42.22 68.37 1.00
3 27.44 72.55 49.75 66.76 1.00

Optimum nokta sonuglarinin dogrulanmas1 %26.67 gum arabik, %73.33 jelatin ve

cozelti sicaliklign  45.68°C  olarak  belirlenen  matematiksel optimum  noktada
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gerceklestirilmistir. Optimum noktada yapilan 5 dogrulama denemesinin sonuglari, sonuglarin

ortalamasi ve modelden tahmin edilen degerler Cizelge 4.54'de goriilmektedir.

Belirlenen yanit igin, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuglar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark olup
olmadig1 tek ornek t - testi uygulanarak belirlenmistir. Tek 6rnek t — testi SPSS, 2006 (15.0
for Windows) paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Mikroenkapsiilasyon etkinligi

yanit1 i¢in tek drnek t — testi sonuglar1 Cizelge 4.55'de goriilmektedir.

Cizelge 4.54 Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari

Dn. No Mikroenkapsiilasyon Etkinligi (%)

1 69.08

2 71.63

3 69.48

4 63.07

5 68.79

Ortalama 68.41
Modelden Tahminlenen 68.22

Cizelge 4.55 Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile karsilastiriimast

Tahminlenen  Deneysel

Yanitlar SH®  Fark % Hata® p-degeri
deger deger®
Mikroenkapsiilasyon
68.22 68.41 14242  0.19 0.277 0.900
Etkinligi (%)

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir, b Ortalama standart hata, ¢ % Hata = ( | yden - ytah | /yden ) * 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen Orneklerin analiz sonuglarina gore
mikroenkapsiilasyon etkinligi degeri ile modelden tahminlenen degerlere olduk¢a yakin olup,

istatistiksel olarak da aralarindaki fark 6nemsizdir (p>0.05).
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Koaservasyon yontemiyle fikosiyanin mikroenkapsiilasyonunda optimum noktada
yapilan 5 dogrulama denemesine ait mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik madde
miktari, ¢ozilinebilirlik degeri, Hunter L*, a*, b* Hue ve Chroma degerleri sonuglari,

sonuglarin ortalamasi degerler Cizelge 4.56 ve Cizelge 4.57'de goriilmektedir.

Cizelge 4.56. Koaservasyon yontemiyle optimum noktada 5 farkli denemede {iretilen mikroenkapsiile

fikosiyanin 6rneklerinin mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik madde miktar1 ve ¢oziiniirliik degerleri

Dn. No Mikroenkapsiilasyon Toplam Fenolik Coziiniirliik (%)
Verimi (%) Madde Miktar1 (mg
gallik asit/g)
1 15.59 4.00 73.90
2 11.17 4.12 75.07
3 8.62 4.25 76.59
4 10.40 3.89 78.04
5 13.53 4.24 77.52
Ortalama 11.86 4.10 76.22

Cizelge 4.57. Koaservasyon yontemiyle optimum noktada 5 farkli denemede iiretilen
mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerinin Hunter L*, a*, b*,Hue ve C hroma degerleri

Dn. No L* a* b* Hue Chroma
1 56.36 -3.02 -11.21 359.09 11.21
2 53.01 -2.90 -14.02 356.79 14.04
3 51.92 -2.91 -14.01 358.33 14.01
4 63.02 -3.06 -8.76 356.84 8.77
5 64.06 -2.02 -1.72 349.17 7.86
Ortalama 57.67 -2.78 -11.14 356.04 11.18

D-Optimal karigim dizayni deneme plani izlenerek optimum kosulda elde edilen
koaservasyon  yontemiyle elde edilen mikroenkapsiile fikosiyanin  &rneklerin,
mikroenkapsiilasyon isleminde kullanilan gum arabik, jelatin, yag ve saflagtirilmig

fikosiyaninin FT-IR spektroskopi grafigi Ek 7'de bulunan Ek Sekil 7(c)'de verilmistir.
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4.4. Fikosiyanin Stabilitesinin Belirlenmesi ve Kinetik modelleme

Stabilite ¢alismalari i¢in enkapsiile edilmemis saf fikosiyanin, piiskiirtmeli kurutma ve
koaservasyon yontemleriyle elde edilen mikroenkapsiile fikosiyanin 6rnekleri sulu ortamda,
ii¢ farkli sicaklik (4, 13, 40 °C) ve i¢ farkli pH (3.5, 4.6, 7) kosulunda aydinlik/ karanlik
ortamlarda 1 hafta siireyle bekletilmis 24 saatlik periyot araliginda toplam fikosiyanin miktari
analiz edilmistir. Ayrica iki farkli yontemle mikroenkapsiile edilmis ve edilmemis fikosiyanin
icin stabilite agisindan en uygun sicaklik ve pH kosullarinda, %5 Sakkaroz, %0.5 Potasyum-

sorbat ve %2 NaCl igeren farkli gida ortam kosullari i¢in de stabilite ¢alismasi yiirtitilmiistir.

Piiskiirtmeli kurutma yonteminde mikroenkapsiile fikosiyanin %20 kuru madde igerigi
ve kuru maddenin %30'u aycicek yagi, 1:100 oraninda fikosiyanin: kaplama materyali olacak
sekilde belirlenen emiilsiyon D-Optimal karisim dizayin deneme desenine gore tespit edilen
~% 34.4 MD ve ~% 65.6 WPI kaplama oranlar1 ve 167°C hava giris sicakligi optimum
puskiirtmeli kurutucu islem kosullarinda {iretilmistir. Koaservasyon yontemi igin ise
mikroenkapsiile fikosiyanin %4 kuru madde igerigi ve kuru maddenin %20's1 ay¢icek yagi,
1:100 oraninda fikosiyanin: kaplama materyali olacak sekilde belirlenen emiilsiyon D-
Optimal karisim dizayn deneme desenine gore tespit edilen ~%26.67 gum arabik ve ~% 73.3
jelatin kaplama oranlart ve 45.7£2°C ¢ozelti sicakligt optimum koaservasyon islem

kosullarinda tiretilmistir.

Piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleriyle elde edilen mikroenkapsiile
fikosiyanin ornekleri ve saf fikosiyaninin stabilite ¢alismalarinin yiiriitiilmesinde sulu ortamda
¢oziindiiriilen drneklerin igerdigi fikosiyanin miktar: sabit tutulmustur. Ornek miktarlarinin
belirlenmesinde mikroenkapsiile iirlinlerin baslangic toplam fikosiyanin miktar1 dikkate
alinmistir. Boylelikle hem mikroenkapsiilasyon islemlerinin, hem de farkli sicaklik, pH ve

ortamlarin toplam fikosiyanin miktarina etkisi incelenmistir.

Enkapsiile edilmemis saf fikosiyaninin {i¢ farkli sicaklik, ¢ farklh pH ve
aydinlik/karanlik ortamlarda stabilite analizi periyodu boyunca toplam fikosiyanin miktari
degisimini gosteren grafikler Sekil 4.24-26'da goriilmektedir. Sekillere ait veriler ise Ek 8'de
bulunan Ek Cizelge 8(a)'da bulunmaktadir. Ayrica toplam fikosiyaninin sifirinci dereceden

bozunma Kinetik degerleri de Cizelge 4.58'de verilmistir.
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Sekil 4.24. Saflagtirilmig fikosiyaninin pH 3.5'te, 4, 25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda

fikosiyanin miktar1 degisimi
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Sekil 4.25. Saflagtirilmig fikosiyaninin pH 4.6'da 4, 25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda

fikosiyanin miktar1 degisimi
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Sekil 4.26. Saflagtirllmug fikosiyaninin pH 7'de 4, 25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda

fikosiyanin miktar1 degisimi

Gergeklestirilen stabilite calismasinda enkapsiile edilmemis saf fikosiyaninin 1 hafta
stiresince 4°C’deki stabilitesinin 25°C ve 40°C'deki stabilitesine oranla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Cizelge 4.58'de goriildiigii tizere 4°C’de pH 3.5, 4.6 ve 7' de k degerleri 6.621,
8.021 ve 8.785 mg/g.giin ve yarilanma stireleri 14.73, 12.16 ve 11.10 giin olarak
belirlenmistir. 40°C’de aydinlik ortamda en yiiksek bozunmanin gozlemlendigi 6rneklerin
pH 3.5, 4.6 ve 7'de k degerleri 22.96, 24.47 ve 26.18 mg/g.giin ve yarilanma siireleri 4.25,
3.98 ve 3.72 giin olarak hesaplanmustir.

Enkapsiile edilmemis saf fikosiyanin 6rneklerine aydinlik ve karanlik ortamin etkisinin
oldugu da Sekil 4.24-4.26'da verilen grafiklerden goriilmektedir. Aymi sicaklik ve pH
degerlerinde 15181n etkisiyle fikosiyanin miktarinda azalma oldugu belirlenmistir. 25°C’de pH
3.5, 4.6 ve 7 degerinde karanlik ortamda k degerleri 11.21, 14.36 ve 15.75 mg/g.giin iken ayn1
kosulda aydinlik ortamda 19.77, 21.17 ve 22.02 mg/g.giin olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.58 Enkapsiile edilmemis saf fikosiyaninin stabilite analiz kosullar1 ve modelleme degerleri

Reaksiyon Derecesi

Ortam
. Ortam Ortam 0. derece

Uriin Sicakhigr

pH Kosulu k Co ) tip

°C ) R i

(mg/g.giin)  (Mg/g) (giin)

Karanlik 4 6.621 196.0 0.984 14.73

Aydinlik 25 19.77 202.7 0.960 4.93

35 Karanlik 25 11.21 189.3 0976 8.70

Aydmlik 40 22.96 198.6 0.986 4.25

Karanlik 40 19.61 1949 0.993 497

Karanlik 4 8.021 196.6 0.980 12.16

Aydmlik 25 21.17 203.9 0.969 4.61

Saf Fikosiyanin -, - gamaniik 25 1436 1986 0992 6.79

Aydmlik 40 24.47 204.1 0.982 3.98

Karanlik 40 21.86 202.8 0.988 4.46

Karanlik 4 8.785 198.6 0.957 11.10

Aydmlik 25 22.02 2049 0.966 4.43

7 Karanlik 25 15.75 199.7 0974 6.19

Aydmlik 40 26.18 208.7 0.978 3.72

Karanlik 40 23.12 2035 0.974 4.22

Piiskiirtmeli kurutucu optimum islem kosullarinda iiretilmis mikroenkapsiile fikosiyanin
orneklerinin ti¢ farkli sicaklik, ti¢ farkli pH ve aydinlik/karanlik ortamlarda stabilite analizi
periyodu boyunca toplam fikosiyanin miktart degisimini gosteren grafikler Sekil 4.27-29'da
goriilmektedir. Sekillere ait veriler ise Ek 8'de bulunan Ek Cizelge 8(b)'de bulunmaktadir.
Ayrica toplam fikosiyaninin sifirinci dereceden bozunma kinetik degerleri de Cizelge 4.59'da

verilmistir.
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Sekil 4.27. Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin pH 3.5'de

4, 25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda fikosiyanin miktari degisimi
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Sekil 4.28. Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin pH 4.6'da

4, 25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda fikosiyanin miktari degisimi
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Sekil 4.29. Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin pH 7'de 4,
25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda fikosiyanin miktar1 degisimi

Cizelge 4.59' daki sonuglara gore optimum kosulda piiskiirtmeli kurutma yontemiyle
enkapsiile edilmis orneklerin 1 hafta siiresince 4°C’deki stabilitesinin 25°C ve 40°C'deki
stabilitesine oranla daha yliksek oldugu belirlenmistir. 4°C’de pH 3.5, 4.6 ve 7'de k degerleri
6.737, 4.913 ve 2.875 mg/g.giin ve yarilanma siireleri 8.91, 12.21 ve 20.87 giin oldugu yani
ortam pH'smin artmasiyla Orneklerdeki fikosiyaninin daha yavas azaldigi belirlenmistir.
40°C’de aydinlik ortamda en yiiksek bozunmanin gozlemlendigi orneklerin pH 3.5, 4.6 ve
7'de k degerleri 10.92, 10.07 ve 9.271 mg/g.gilin ve yarilanma siireleri 5.49, 5.96 ve 6.47 giin

olarak hesaplanmuigtir.

Aydmlik ve karanlik ortamin piskiirtmeli kurutma yontemiyle enkapsiile edilmis
fikosiyanin Orneklerine de etkisinin oldugu da Sekil 4.27-4.29'da verilen grafiklerden
goriilmektedir. Ayn1 sicaklik ve pH degerlerinde 15181n etkisiyle fikosiyanin miktarinda
azalma oldugu belirlenmistir. 25°C°de pH 3.5, 4.6 ve 7 degerinde karanlik ortamda k
degerleri 8.688, 7.925 ve 7.535 mg/g.giin iken ayni kosulda aydinlik ortamda 9.572, 8.635 ve
7.791 mg/g.glin olarak sifirinci derece bozunma denkleminden faydalanilarak belirlenmistir.
Piiskiirtmeli  kurutma yontemiyle optimum kosulda enkapsiile edilmis fikosiyanin

orneklerinde depolama siiresi boyunca, toplam fikosiyanin konsantrasyonun degisiminin
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sifirmer dereceden modelde incelenmesi sonucu elde edilen tim R? degerleri 0.943'den

bliyliktiir ve model uyumu gostermektedir.

Cizelge 4.59. Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin

stabilite analiz kosullar1 ve modelleme degerleri

Reaksiyon Derecesi

Ortam 0. derece
. Ortam Ortam
Uriin Sicakhig: k
pH Kosulu Co ) tip
°O) (mo/g. R )
) (mo/g) (giin)
giin)
Karanlik 4 6.737 1225 0984 891
Aydinlik 25 9.572 1205 0974 6.27
3.5 Karanlik 25 8.688 1229 0982 6.91
Aydinlik 40 10.92 113 0.958 5.49
o . Karanlik 40 10.03 118  0.958 5.98
Puskiirtmeli
Karanlik 4 4913 1162 0945 12.21
kurutma
. . Aydinlik 25 8635 117.1 0.967 6.95
yontemiyle
enkapsiile 4.6 Karanlik 25 7925 1162 0.962 7.57
edilmis Aydmlik 40 10.07 1108 0943 5.96
fikosiyanin Karanlik 40 9.624 1132 0.955 6.23
Karanlik 4 2875 1204 0.989 20.87
Aydinlik 25 7.791 1192 0988 7.70
7 Karanlik 25 7535 1205 0.982 7.96
Aydinlik 40 9271 1142 0.966 6.47

Karanlik 40 8.424 1145 0960 7.12
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Optimum koaservasyon islem kosullarinda iiretilmis mikroenkapsiile fikosiyanin
orneklerinin ¢ farkli sicaklik, ii¢ farkli pH ve aydmnlik/karanlik ortamlarda depolama
periyodu boyunca toplam fikosiyanin miktar1 degisimini gosteren grafikler Sekil 4.30-32'de
goriilmektedir. Sekillere ait veriler ise EK 8'de bulunan Ek Cizelge 8(c)'de bulunmaktadir.
Ayrica toplam fikosiyaninin sifirinci dereceden bozunma kinetik degerleri de Cizelge 4.60'da

verilmistir.
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Sekil 4.30. Koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin pH 3.5'de 4, 25 ve

40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda fikosiyanin miktar1 degisimi
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Sekil 4.31. Koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin pH 4.6'da 4, 25 ve
40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlk ortamlarda fikosiyanin miktar1 degisimi
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Sekil 4.32. Koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin pH 7'de 4, 25 ve
40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda fikosiyanin miktar1 degisimi
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Optimum kosulda koaservasyon yontemiyle enkapsiile edilmis Orneklerin 1 hafta
stiresince 40°C’deki stabilitesinin 4°C ve 25°C'deki stabilitesine oranla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Cizelge 4.60' da belirtildigi tizere 40°C’de karanlik ortamda pH 3.5, 4.6 ve 7'de
k degerleri 2.821, 1.971 ve 1.613 mg/g.giin ve yarilanma siireleri 7.09, 10.15 ve 12.40 giin
oldugu yani ortam pH'sinin artmasiyla oOrneklerdeki fikosiyaninin daha yavas azaldigi
belirlenmistir. 4°C’de diger ortamlara kiyasla en yliksek bozunma gozlenmistir fakat model
sabiti olan k degerlerinin ve yarilanma siirelerinin arasinda belirgin bir fark olmadigi

belirlenmistir.

Aydinlik ve karanlik ortamin koaservasyon yontemiyle enkapsiile edilmis fikosiyanin
orneklerine de etkisinin oldugu da Sekil 4.30-4.32'da verilen grafiklerden goriilmektedir. Ayni
sicaklik ve pH degerlerinde 15181in etkisiyle fikosiyanin miktarinda azalma oldugu
belirlenmistir. 25°C’de pH 3.5, 4.6 ve 7 degerinde karanlik ortamda k degerleri 2.788, 2.511
ve 2.012 mg/g.giin iken ayni kosulda aydinlik ortamda 3.673, 3.26 ve 2.568 mg/g.giin olarak
sifirinct derece bozunma denkleminden faydalanarak belirlenmistir. Optimum kosulda
koaservasyon yontemiyle enkapsiile edilmis fikosiyanin Orneklerinde depolama siiresi
boyunca, toplam fikosiyanin konsantrasyonunun degisiminin sifinci dereceden modelde
incelenmesi sonucu elde edilen tim R? degerleri 0.912'den biiyiiktiir ve model uyumu

gostermektedir.
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Cizelge 4.60. Koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin stabilite
analiz kosullar1 ve modelleme degerleri

Reaksiyon Derecesi

Ortam 0. dereceden
. Ortam Ortam
Uriin Sicakhigr k
pH Kosulu Co ) ti
°C) (mg/g R )
. (ma/g) (giin)
.giin)

Karanlik 4 3.601 4743 0966 5.55

Aydmlik 25 3.673 48.02 0.982 5.45

3.5 Karanlik 25 2.7188 4561 0972 7.17

Aydmlik 40 2981 46.83 0.987 6.71

Karanlik 40 2.821 46.8 0.983 7.09

Koaservasyon Karanlik 4 3.669 48.44 0.978 5.45
yontemiyle Aydmlik 25 3.26 48.15 0975 6.13
enkapsiile 46 Karanlik 25 2511 4501 0.966 7.96
edilmis Aydinlik 40 1952 4595 0991 10.25

fikosiyanin

Karanlik 40 1971 46.16 0.988 10.15

Karanlik 4 2.61 4745 0.987 7.66

Aydinlik 25 2568 48.15 0943 7.79

7 Karanlik 25 2012 4729 0973 994

Aydmlik 40 1692 4796 0912 11.82

Karanlik 40 1.613 46.6 0.979 12.40
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Tim sonuglar dogrultusunda enkapsiile edilmemis saf fikosiyanin 4°C’de, pH 3.5
degerinde karanlik ortamda, puskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum kosulda
mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin 4°C’de, pH 7 degerinde karanlik ortamda ve
koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin ise
40°C’de, pH: 7 degerinde karanlik ortamda stabilitesini diger durumlara gore daha iyi

korudugu sonucuna varilmistir.

Elde edilen sonuclar stabilite acisindan en uygun sicaklik ve pH kosullarinda, %5
Sakkaroz, %0.5 Potasyum-sorbat ve %2 NaCl igeren farkli gida ortam kosullar igin de

stabilite ¢alismas yliriitilmistiir.

Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum
kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin en stabil pH, sicaklik ve ortamlarda farkli gida
katki maddeleri i¢indeki fikosiyanin miktar1 degisimini gosteren grafikler Sekil 4.33-4.35'de
goriilmektedir. Sekillere ait veriler ise Ek 8'de bulunan Ek Cizelge 8(d)' de bulunmaktadir.
Ayrica toplam fikosiyaninin sifirinci dereceden bozunma kinetik degerleri de Cizelge 4.61'de

verilmistir.
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Sekil 4.33 Enkapsiile edilmemis fikosiyaninin en stabil pH, sicaklik ve ortamlarda farkli gida katki maddeleri

icindeki fikosiyanin miktar1 degisimi
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Sekil 4.34 Piskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin en stabil

pH, sicaklik ve ortamlarda farkl gida katki maddeleri igindeki fikosiyanin miktar1 degisimi
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Sekil 4.35 Koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin en stabil pH,

sicaklik ve ortamlarda farkli gida katki maddeleri igindeki fikosiyanin miktar1 degisimi
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Cizelge 4.61. Enkapsiile edilmemis, piskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yoOntemiyle optimum kosulda
mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin en stabil pH, sicaklik ve ortamlarda farkli gida katki maddeleri igindeki

fikosiyanin miktar1 degigiminin modelleme degerleri

Reaksiyon Derecesi

Uriin Katki Maddesi 0. derece
. Co 2 .
k (mg/g.giin t iin
( g2/g.g ) (mg/g) 1/2 (guin)
%5 Sakkaroz 1.783 1932  0.983 53.28
0, -
Saf Fikosiyanin /"0'5;?;2?“ 1.834 190.6  0.954 51.80
%2 NaCl 2.212 189.9  0.951 42.95
Piiskiirtmeli %5 Sakkaroz 1.643 1229  0.994 36.52
Kurutma 0
yontemiyle /‘)O'SSZ‘?éﬁy“m' 1.826 1215  0.986 32.86
enkapsiile edilmis
fikosiyanin %2 NaCl 2.182 1227 0.988 2750
0,
Koaservasyon O/gf; ial:karoz 1.590 48.04  0.989 14.15
yontemiyle oc. Obaiy“m' 1.708 4891  0.992 13.17
enkapsiile edilmis SOrLS
fikosiyanin %2 NaCl 1.818 4879  0.993 12.38

Cizelge 4.61' deki sonuglara gore enkapsiile edilmemis saf fikosiyanin 4°C’de, pH: 3.5
degerinde karanlik ortamda, 1 hafta siiresince %5 Sakkaroz, %0.5 Potasyum-sorbat ve %2
NaCl igeren farkli gida ortam kosullarinda bozunma kinetigi incelendiginde elde edilen k
degerleri sirayla 1.783, 1.834 ve 2.212 mg/g.giin dir. Sekil 4.33' de verilen grafik
incelendiginde toplam fikosiyanin miktarinin %35 Sakkaroz igeren ortamda daha stabil kaldig1
goriilmektedir. Enkapsiile edilmemis saf fikosiyanin Orneklerinin gida katki maddelerine
eklenmeden Onceki yarilanma siiresi 14.73 giin olarak belirlenmisken analiz sonrasinda

sirayla 53.28, 51.80 ve 42.95 giin olarak hesaplanmuistir.

Optimum kosulda piiskiirtmeli kurutma yontemiyle enkapsiile edilmis fikosiyanin
orneklerinin 4°C’de, pH: 7 degerinde karanlik ortamda, 1 hafta siiresince %5 Sakkaroz, %0.5
Potasyum-sorbat ve %2 NaCl igeren farkli gida ortam kosullarinda bozunma kinetigi
incelenmistir. Cizelge 4.61' de toplam fikosiyanin konsantrasyonu degisiminin sifirinci
dereceden modelde incelenmesi sonucu elde elde edilen k degerleri sirayla 1.643, 1.826 ve
2.182 mg/g.giin' dir. Sekil 4.34' de verilen grafik incelendiginde toplam fikosiyanin miktarimnin
%5 Sakkaroz igeren ortamda daha stabil kaldigi goriilmektedir. Gida katki maddelerine
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eklenmeden Onceki yarilanma siiresi 20.87 giin olarak belirlenen 6rnegin analiz sonrasinda

sirayla 36.52, 32.86 ve 27.50 giin olarak hesaplanmistir.

Koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin
pH:7'de 40°C sicaklikta ve karanlik ortamda 1 hafta siiresince %5 Sakkaroz, %0.5 Potasyum-
sorbat ve %2 NaCl iceren gida katki maddeleri igindeki fikosiyanin miktar1 degisimi de Sekil
4.35 ' de gorilmektedir. Sekil 4.34' de verilen grafik incelendiginde toplam fikosiyanin
miktarinin %35 Sakkaroz igeren ortamda daha stabil kaldig fakat, %0.5 Potasyum-sorbat ve
%2 NaCl igeren ortamlarda da stabil oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.61' de toplam
fikosiyanin konsantrasyonu degisiminin sifirinc1 dereceden modelde incelenmesi sonucu elde
elde edilen k degerleri sirayla 1.590, 1.708 ve 1.818 mg/g.glin' diir. Gida katki maddelerine
eklenmeden onceki yarilanma siiresi 12.70 giin olarak belirlenen 6rnegin analiz sonrasinda

sirayla 14.15, 13.17 ve 12.38 giin olarak hesaplanmistir.

Toplam fikosiyanin konsantrasyonu degisiminin sifirinct  dereceden modelde
incelenmesi sonucu elde edilen tim R? degerleri 0.95'den biiyiiktiir ve model uyumu
gostermektedir. Kullanilan tiim gida katki maddelerinin toplam fikosiyanin degisimini olumlu
yonde etkiledigi de goriilmektedir. Stabilite ¢alismasi gergeklestirilen tim 6rneklerin %5
Sakkaroz i¢eren ortamda daha stabil kaldig: fakat %0.5 Potasyum-sorbat ve %2 NaCl i¢eren
ortamlarda da stabil oldugu belirlenmistir. Katki maddelerinin eklenmesinin {iriinlerin

stabilitesine katki sagladigi sonucuna varilmistir.

Stabilite analizleri renk maddesi iceren {iriinlerin iretim, paketleme ve depolama
kosullari belirleyebilmek i¢in {irtin hakkinda ayrintili bilgi sahibi olunmasi i¢in gereklidir.
Fikosiyanin 151k ve yiiksek sicakliga karsi diisiik stabilite gostermesine ragmen, diger mavi
renkli boya maddelerine gore daha parlak bir renge sahip olmasi onu daha cazip kilmaktadir.
Indigo mavisi birgok iilkede yasal smirlamalar nedeni ile gida boyasi olarak kabul
edilmemekte ve pratik uygulamalarda disiik stabilite gostermektedir. Gardenya mavisi ise
oldukca yliksek stabilite gostermekte ve sivi iirlinlerde renklendirici olarak kullanilmakta
ancak kat1 iirlinlerde renk kaybi olmakta ve yesil-mavi bir renge doniismektedir. Bu gibi
olumsuzluklar g6z oniine alindiginda fikosiyaninin mavi renkli diger renklendiricilere gore
daha kullanishi oldugu ve bir takim ambalaj materyalleri ile stabilite sorununun Oniine

gecilebilecegi diistiniilmektedir (Jespersen et al., 2005).
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Gergeklestirilen stabilite ¢alismalarinda tiim Ornekler bir haftalik analiz siiresince
fikosiyanin stabilitesini hemen hemen korurken, 1sik altindaki bu diisiis, 1518 stabilite
iizerindeki olumsuz etkisini gostermektedir. Jespersen et al. (2005), gardenya mavisinin 1s18a
kars1 direncli oldugunu ancak fikosiyaninin belirgin sekilde denatiire oldugunu ifade etmistir.
Organizma igerisindeki fikosiyanin gelen 15181 fotosisteme aktararak kendini stirekli
yenilemektedir, ancak saf fikosiyaninde bu durum séz konusu olmadigindan yenilenme

miimkiin olmamakta ve denatiirasyon ger¢eklesmektedir.

Piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleri ile enkapsiile edilerek, fikosiyaninin
1518a olan bu hassasiyetinin oniine gecilmeye calisilmis ve elde edilen sonuglara gore 15181n

etkisi gozlenmis fakat bozunma reaksiyonun daha yavas gergeklestigi belirlenmistir (Cizelge
4.58-4.60)

Jespersen et al. (2005) sicakligin etkisiyle meydana gelen denatiirasyonun pH 7’de pH
5’e gore daha yiiksek oldugunu gostermis ve bunun nedeninin proteinin yapisindaki
agregasyonlarin farkliligindan kaynaklandigini, diisiik agregasyonlarda sicakliga karsi daha az
stabil kalindigini belirtmistir. pH 5’te hegzamer yapisinin baskin oldugunu ve bu yapinin
fikosiyanine dayaniklilik kazandirdigini ifade etmistir. Bir kirmizi alg tiirii olan Porphyridium
aerugineum’dan elde edilen fikosiyaninin pH’daki degisimlerden etkilenmedigi, 151k altinda
stabilitesini korudugu, ancak sicakliga karsi duyarli oldugu bildirilmistir. pH 4-5 araliginda
60°C’de 40 dakika boyunca stabil kaldigi1 elde edilen bulgular arasindadir ve
siyanobakterilerden elde edilen fikosiyaninlerde bdyle giiclii bir stabiliteye rastlanmamistir.
Porphyridium aerugineum’dan elde edilen fikosiyaninin bu 6zelligi sayesinde gidalarda
kullanim potansiyeli bulmaktadir. Elde edilen mavi renk 1s1 uygulanmaksizin Pepsi ve
Bacardi Breezer iiriinlerine ilave edilmis ve oda sicakliginda 1 ay boyunca depolanmig ve

depolama sonrasinda renk kaybinin olusmadigi bildirilmistir (Dufosse et al., 2005).

4.5. Model gida denemeleri

Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum
kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin dogal renk maddesinin renklendirici olarak
gida trlinlerinde kullaniminin degerlendirilmesinde; model gida olarak sec¢ilen krem santi
(yag ve seker icerigi yiiksek iirlin), dondurma (yag ve seker igerigi yiiksek {iriin), krema (yag
icerigi yiiksek {iriin), asitli ve gazli icecek (asidik ortam), jole (seker igerigi yiiksek iiriin) ve

kek pisirme (1s1l islem etkisi) denemeleri gergeklestirilmistir. Model gida iirlinlerine 6zgii
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olarak belirlenen depolama siiresince tiriinlerin Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal
ozellikleri EK 9' da verilmistir. Ek Sekil 10" da tiim model gida denemelerine ait duyusal

ornekler verilmistir.

Sentetik mavi renklendirici olarak kullanilan brillant bluemun (E133) kullanimina dair
yasal simirlandirmalarda belirlenmis olan giinliilk alim miktar1 100 mg/kg géz Oniinde

bulundurularak model gida denemeleri gergeklestirilmistir.

Ek Cizelge 9(a)-9(b)-9(c)-9(d)' de kremsanti, dondurma, krema ve jolenin 7 giin
depolanmas1 siiresince belirlenen Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal
degerlendirme ile belirlenen Ozellikleri verilmistir. Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli
kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin
ve brillant blue sentetik renklendirici kullanilarak hazirlanmis kremsantiye ait maviligi ifade
eden -b degerleri sirayla -10.18, -6.51, -0.27 ve -16.84 olarak baslangigta Ol¢lilmiistiir. 1
haftanin sonunda triinlerde bozulmanin meydana geldigi fakat renk kaybmin duyusal

degerlendirmeyi etkilemedigi belirlenmistir (Ek Cizelge 9 (a)).

Model gida denemelerinde dondurma iiriiniinde enkapsiile edilmemis fikosiyanin ile
hazirlanan 6rnekler ve piiskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum kosulda iiretilen 6rneklerde
genel begeni yaklasik 4 degerindedir. Ek Cizelge 9 (b)'de dondurmalarin goriiniis, doku ve tat
kriterlerine eklenen fikosiyanin orneklerinin belirgin bir etkisinin olmadigi duyusal
degerlendirme sonucu belirlenmistir. Maviligi ifade eden -b degeri ise enkapsiile edilmemis,
piskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis
fikosiyanin ve brillant blue kullanilarak hazirlanmis tiriinlerde sirasiyla -7.39, -15.15, 1.90 ve
-22.37 olarak belirlenmistir. Depolama siiresince duyusal degerlendirmede renk degeri ve

Hunter L*, a* ve b* renk degerlerinde bir degisim gézlenmemistir.

Yag icerigi en yiiksek olan hazir krema tiriiniine ait degerlendirmeler Ek Cizelge 9(c)'
de verilmektedir. Hunter L*, a* ve b* renk 6l¢timlerinde diger tirtinlere kiyasla daha diisiik -b
degerleri belirlenmistir. Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon
yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin ve brillant blue kullanilarak
hazirlanmig iriinlerin yagli ortamda da homojen karisim olusturdugu fakat depolama

stiresince mavi rengin yiizeyde toplandigi ve -b degerlerinin artig gésterdigi belirlenmistir.
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Ek Cizelge 9(d)'de enkapsiile edilmemis, piskiirtmeli kurutma ve koaservasyon
yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin ve brillant blue
kullanilarak hazirlanmis jole orneklerinin Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal
degerlendirmesi bulunmaktadir. Orneklerin baslangic -b degerleri sirastyla -10.35, -11.79, -
6.92 ve -12.18 olarak belirlenmis ve parlak mavi renk gozlemlenmistir.  Duyusal
degerlendirmelerde sentetik renklendiriciye kiyasla yakin degerler almis ve iirliniin goriiniis,

doku, tat gibi kriterlerini etkilemedigi de belirlenmistir.

Asitli-gazli icecek model gida denemesinde enkapsiile edilmemis fikosiyaninin tam
olarak ¢oziinmedigi, zamanla dipte ¢oktiigii gozlemlenmistir. Piiskiirtmeli kurutma optimum
kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin ise sivi ortamda iyi ¢6ziindiigii ve duyusal
degerlendirmede renk kriteri agisindan yeterli oldugu belirlenmistir (Ek Cizelge 9 (g)).
Koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin jelimsi
yapist nedeniyle sulu ortamda ¢oziinmedigi ve istenilen rengi ve goriiniisii saglayamadigi
belirlenmistir. Koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiile edilen fikosiyaninin iglem sirasinda
fikosiyanin kaybina ugramasindan elde edilen iirlinleri renklendirmede yetersiz kaldigi

gozlemlenmistir.

Pisirmenin etkisini belirlemek icin gerceklestirilen kek model gida denemesinde
enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda
mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin orneklerinin pisirme sirasinda kayba ugradigi yiiksek
sicakliga dayanmadig1 belirlenmistir. Bunun yanisira eklenen enkapsiile edilmis ve edilmemis
fikosiyanin o6rneklerinin iirlinlin goriiniis, doku ve tat kriterleri lizerinde etkisinin olmadig:

gozlemlenmistir (Ek Cizelge 9 (f)).
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S. SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda dogal renk maddesi olarak Spirulina platensis’den mavi
renge sahip fikosiyanin pigmentlerinin ekstraksiyonu, bu pigmentlerin enkapsiilasyon
teknolojisi ile c¢evresel kosullara karsi stabilitelerinin arttirllmasi, enkapsiile renk
maddelerinin model gida ornekleri igerisinde kullanilmasi ve stabilitelerinin belirlenmesi

amagclanmustir.

Fikosiyanin, siyanobakterilerde (mavi-yesil algler) yiiksek oranda bulunan mavi renkli
bir pigmenttir. Baz1 siyanobakterilerin toksik 0zellik tagima riski nedeniyle bu calismada
kullanilmak {izere gidalarda kullanimmin giivenli oldugu bilinen ve FDA onayli Spirulina

platensis hedef organizma olarak segilmistir.

Ekstraksiyon asamasinda kullanilan Spirulina platensis biyokiitlenin olas1 endiistriyel
kullanim kosullart g6z dnilinde bulundurularak, kuru, dondurulmus ve yas olmak tizere 3 farkl
formunun pigment iiretimi lizerine etkisi degerlendirilmis ve en uygun 6n islemin maksimum
fikosiyanin miktarinit saglayan dondurulmus form olduguna karar verilmistir. Fikosiyanin
ekstraksiyonunda uygun ¢oziicii tipi segilerek, segilen ¢oziicii ortamda klasik, ultrasonik ve
mikrodalga ekstraksiyon yontemlerine 6zgii islem degiskenleri (biyokiitle/cozgen orani, siire,
hiz, titresim, gii¢) ve toplam fikosiyanin miktar1 dikkate alinarak, CCRD deneme desenine
gore optimize edilmis ve pigmente Ozgli en uygun ekstraksiyon yontemi belirlenmistir.
Klasik, ultrasonik ve mikrodalga ekstraksiyon yontemleriyle %1.5 CaCly (w/v) ¢ozeltisi
kullanilarak elde edilen ekstraktlarda mavi rengin diger ¢ozgenlere gore baskin oldugu
gozlemlenmistir. %1.5 CaCl, (w/v) ¢ozeltisi S. platensis'in hiicre yapisina zarar vermeden

fikosiyaninin elde edilmesini saglamistir.

Spirulina platensis’den fikosiyanin ekstraksiyonunu gerceklestirmek amaciyla klasik,
ultrasonik ve mikrodalga ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir. Her bir ekstraksiyon
yontemine 0Ozgii islem parametreleri CCRD deneme deseni kullanilarak, Desirability
fonksiyon yaklagimina gére maksimum toplam fikosiyanin miktar1 ve kabul edilebilir toplam
fenolik madde miktar1 ve TEAC antioksidan aktivitesini saglayacak sekilde optimize
edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda ekstrakte edilen en yiiksek fikosiyanin
miktarmin sirast ile ultrasonik, klasik ve mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile elde edildigi

belirlenmistir. Fakat ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda digerlerine
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kiyasla daha yiiksek toplam fikosiyanin miktar1 elde edilmisse de, islem sirasinda uygulanan
yiiksek kavitasyon nedeniyle hiicre tamamiyle par¢alanmakta ve hiicre igerisinde yer alan
bilesenler de ekstrakta gegmektedir. Bu nedenle elde edilen renk koyu yesile donmektedir. Bu
durum her ne kadar toplam fikosiyanin miktar1 yiiksek tiriin eldesini saglasa da albenisi
yiiksek mavi rengin eldesini saglayamamaktadir. Ug farkl1 ekstraksiyon yontemi kullanilarak
gerceklestirilen optimizasyon caligmalarinda yiliksek toplam fikosiyanin konsantrasyonu ve
albenisi yiiksek mavi rengin elde edilmesinde, klasik ekstraksiyon yontemiyle %1.71 (w/w)
biyokiitle/¢cozgen oraninda, 6237.66 dev/dak homojenizasyon hizinda 15 dakika siiresince
gerceklestirilen ekstraksiyonda elde edilen 67.60 mg/g toplam fikoyanin miktar1 secilmistir.
Bu asama sonrasinda mikroenkapsiilasyon islemlerinde kullanilmak tizere gerekli olan
fikosiyanin i¢in gerceklestirilecek biitiin ekstraksiyon islemleri klasik ekstraksiyon yontemi

ile gerceklestirilmistir.

Klasik ekstraksiyon yontemiyle optimum islem kosulunda ekstrakte edilen fikosiyanin
%70-30 amonyum siilfat c¢oktirme ve diyaliz yontemi ile saflagtirma islemine tabi
tutulmustur. Gidalarda kullanilabilecek diizeyde saflastirilan fikosiyanin piiskiirtmeli kurutma
ve koaservasyon yontemleri ile enkapsiile edilerek ¢evresel kosullara karsi stabilitelerinin
arttirmak amaglanmistir. Her bir enkapsiilasyon yontemi i¢in uygun kaplama materyali
kombinasyonunun karisim oranlarini ve enkapsiilasyon yontemine 6zgii islem parametrelerini
belirlemek amaciyla birlesik D-Optimal dizayn deneme desenine gére optimizasyon ¢alismasi
gergeklestirilmistir. Optimizasyonda maksimum enkapsiilasyon etkinligi yanit olarak
secilmistir. Design-Expert paket programi kullanilarak belirlenen optimum piiskiirtmeli
kurutucu kosullari; kaplama materyali karisim orani %34.4 maltodekstrin, %65.6 peyniralti
suyu protein izolati1 ve hava giris sicaklifi 167.6°C seklindedir. Optimizasyon ¢aligmasinda
yanit olarak kullanilmayan fakat mikroenkapsiile fikosiyanin ornekleri i¢in olduk¢a onemli
olan mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik madde miktari, Hunter L*, a* ve b* renk
degerleri, nem igerigi, su aktivitesi, ¢oziinebilirlik degerleri, partikiil cap1, aciklik, tekdiizelik,
partikiil morfolojisi, FT-IR o6zellikleri de incelenmistir. Diger bir mikroenkapsiilasyon
yontemi olan koaservasyon isleminde Design-Expert paket programi kullanilarak belirlenen
optimum kosullar kaplama materyali karisim orant %26.67 gum arabik, %73.33 jelatin ve
cozelti sicaklhigi 45.68°C olarak belirlenmstir. Optimizasyon calismasinda yanit olarak

kullanilmayan fakat mikroenkapsiile fikosiyanin &rnekleri i¢in olduk¢a Onemli olan
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mikroenkapsiilasyon verimi, toplam fenolik madde miktari, Hunter L*, a* ve b* renk

degerleri, ¢coziinebilirlik degerleri ve FT-IR 6zellikleri de incelenmistir.

Saflastirilmig, optimum noktada piskirtmeli kurutma ve optimum noktada
koaservasyon yontemiyle mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin 6rneklerinin stabiliteleri farkli
sicaklik, pH, gida katki maddeleri, aydinlik/karanlik ortam kosullarinda belirlenmistir.
Enkapsiile edilememis saf fikosiyaninin ve piiskiirtmeli kurutma yontemiyle optimum kosulda
iretilen fikosiyaninin sonuglarina gore 6rneklerin 1 hafta siiresince 4°C’deki stabilitesinin
25°C ve 40°C'deki stabilitesine oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Koaservasyon
yontemiyle optimum kosulda iiretilen fikosiyaninin sonuglarinda ise 40°C'de daha stabil
yapinin olustugu ve koaservasyon yontemi ile elde edilen {irlinlerin baslangigta fikosiyanin
kaybina neden olmasina ragman stabilite islemi siiresince yavas bozunmayi sagladigi
belirlenmistir. Belirlenen en stabil pH, sicaklik ve 151k ortaminda, gida katki maddesine kars1
stabilite calismasi gergeklestirilen tim orneklerin %5 Sakkaroz iceren ortamda daha stabil
kaldig1 fakat %0.5 Potasyum-sorbat ve %2 NaCl igeren ortamlarda da stabil oldugu
belirlenmistir. Katki maddelerinin eklenmesinin {riinlerin stabilitesine katki sagladigi
sonucuna varilmistir. Stabilite calismasinda toplam fikosiyanin miktarinin zamana bagh
degisimi sifirer dereceden bozunma kinegi dikkate alinarak bozunma hizlart ve yarilanma

stireleri belirlenmistir.

Ayrica bu 6rnekler renklendirici olarak krem santi, dondurma, krema, asitli ve gazli
icecek, jole ve kek gibi model gidalar igerisinde kullanilmis ve stabiliteleri test edilmistir.
Bunun yanisira gida endiistrisinde mavi rengi saglamak amaciyla kullanilan sentetik mavi
reklendirici Brilant blue (E133) de aymi model gidalarda denenerek stabiliteleri
mikroenkapsiile edilmis fikosiyanin ornekleri ile karsilastirilmigtir. Koaservasyon yontemiyle
mikroenkapsiile edilen fikosiyaninin iglem sirasinda fikosiyanin kaybina ugramasindan elde
edilen ftriinler1 renklendirmede yetersiz kaldigi gozlemlenmistir. Bunun yanisira eklenen
enkapsiile edilmis ve edilmemis fikosiyanin Orneklerinin iriiniin goriiniis, doku ve tat
kriterleri tizerinde etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir. Yiiksek 1s1l islem etkisiyle kek pisirme
sirasinda fikosiyanin igeren Orneklerde renk kaybi oldugu da yapilan denemelerde

belirlenmistir.
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Ek 1. TEAC antioksidan aktivitenin ve toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde

kullanilan standart grafikler
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Ek.Sekil 1. TEAC antioksidan analizi yontemine gore troloks standard1 egrisi

0,5
0,45

0,4

0,35 y = 0,00092x + 0,00067
03 R?=0,99820

0,25

Absorbans

0,2
0,15
0,1

0,05

0 200 400 600
Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/L)

Ek.Sekil 2. Toplam fenolik madde miktar1 analizi yontemine gore gallik asit standard1 egrisi



EK 2. Brillant blue renklendiricisi, enkapsiile edilmemis fikosiyanin, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon
yontemiyle optimum kosulda elde edilmis fikosiyanin kullanilarak hazirlanan farkli model gida &rneklerinin
duyusal degerlendirme formu

Panelistin Adi1 Soyadi: Tarih:

Aciklama: Asagida verilmis olan kalite kriterleri agisindan size verilen 4 farkli Kremsanti 6rneklerini ayr1 ayrt 5 puan

iizerinden degerlendiriniz.

Ornek kodu Renk Goriiniis Doku Tat Genel kabul
edilebilirlik

Aciklama: Asagida verilmis olan kalite kriterleri agisindan size verilen 4 farkli Dondurma o6rneklerini ayri ayri 5 puan

iizerinden degerlendiriniz.

Ornek kodu Renk Goriiniis Doku Tat Genel kabul
edilebilirlik

Aciklama: Asagida verilmis olan kalite kriterleri agisindan size verilen 4 farkli Krema 6rneklerini ayr1 ayri 5 puan {izerinden

degerlendiriniz.

Ornek kodu Renk Goriiniis Doku Tat Genel kabul
edilebilirlik

Aciklama: Asagida verilmis olan kalite kriterleri acisindan size verilen 4 farkli Sekerli - Gazh Icecek 6rneklerini ayri ayri 5

puan iizerinden degerlendiriniz.

Ornek kodu Renk Goriiniis Doku Tat Genel kabul
edilebilirlik

Aciklama: Asagida verilmis olan kalite kriterleri agisindan size verilen 4 farkli Jole 6rmeklerini ayr1 ayr1 5 puan {izerinden

degerlendiriniz.

Ornek kodu Renk Goriiniis Doku Tat Genel kabul
edilebilirlik

Aciklama: Asagida verilmis olan kalite kriterleri agisindan size verilen 4 farkli Kek 6rneklerini ayri ayri 5 puan iizerinden

degerlendiriniz.

Ornek kodu Renk Goriiniis Doku Tat Genel kabul
edilebilirlik




Ek 3 Fikosiyanin ekstraksiyonunda klasik, ultrasonik ve mikrodalga yontemleri i¢in islem kosullarinin

optimizasyonunda yanitlara ait varyans analizi tablolar1

Ek Cizelge 3(a) Klasik ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktari, toplam fenolik madde miktari,

TEAC antioksidan aktivitesi yanitlar1 i¢in varyans analizi tablolari

Ek Cizelge 3(a) 1 Klasik ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin i¢in Ardisik Model Kareler Toplam1

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler E-Degeri - Deseri
Kaynag Toplami Derecesi Ortalamasi g P S
Ortalama 53844.57 1 5384457
Lineer
941.45 3 313.82 3.68 0.0344
2F 215.78 3 71.93 0.81 0.5084
Quadratik 1086.58 3 362.19 59.12 <0.0001
Kiibik 15.33 4 3.83 0.50 0.7378
Kallig 45.93 6 7.65
Toplam 56149.64 20 2807.48

Ek Cizelge 3(a) 2 Klasik ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin i¢in Model Uygunsuzlugu Testi

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler E-Deseri - Deseri
Kaynag Toplami Derecesi Ortalamasi g P 8
Lineer 1317.76 11 119.80 13.06 0.0054
2F 1101.98 8 137.75 15.02 0.0042
Quadratik 15.40 5 3.08 0.34 0.8718
Kiibik 0.068 1 0.068 7.462E-03 0.9345
Saf Hata 45.86 5 9.17

Ek Cizelge 3(a) 3 Klasik ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin icin Model Istatistikleri

Varyasyon Standart Hata R® Adj - R? Pred - R? PRESS
Kaynag
Lineer 9.23 0.4084 0.2975 -0.0185 2347.63
2F 9.40 0.5020 0.2722 0.0268 2243.19
Quadratik 2.48 0.9734 0.9495 0.9188 187.22
Kiibik 2.77 0.9801 0.9369 0.9648 81.08




Ek Cizelge 3(a) 4 Klasik ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 i¢in Ardigik Model Kareler

Toplami
Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler Desart s
Kaynad Toplam Derecesi Ortalamasi F-Degeri P - Degeri
Ortalama 5.46 E+05 1 5.46 E+05
Lineer 32739.72 3 10913.24 20.68 <0.0001
2FI
646.24 3 215.41 0.36 0.7834
Quadratik 3902.64 3 1300.88 3.34 0.0641
Kiibik 907.22 4 226.80 0.46 0.7666
Kahnt 2985.92 6 497.65
Toplam 5.87 E+05 20 29389.16

Ek Cizelge 3(a) 5 Klasik ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 i¢gin Model Uygunsuzlugu

Testi
Lineer 5884.75 11 534.98 1.05 0.5160
2F 5238.50 8 654.81 1.28 0.4096
Quadratik 1335.86 5 267.17 0.52 0.7534
Kiibik 428.64 1 428.64 0.84 0.4019
Saf Hata 2557.28 5 511.46

Ek Cizelge 3(a) 6 Klasik ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 icin Model Istatistikleri

Varyasyfnn Standart Hata R2 Adj - R Pred - R? PRESS
Kaynag
Lineer 22.97 0.7950 0.7566 0.6855 12952.45
2F 24.49 0.8107 0.7233 0.6567 14136.21
Quadratik 19.73 0.9055 0.8204 0.6637 13848.27
Kiibik 2231 0.9275 0.7704 -1.3838 98167.62




Ek Cizelge 3(a) 7 Klasik ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi i¢in Ardisik Model Kareler

Toplami
Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler Desart s
Kayna@ Toplam Derecesi Ortalamasi F-Degeri P - Degeri
Ortalama 26012.15 1 26012.15
Lineer
517.53 3 172.51 14.37 <0.0001
2F 56.30 3 18.77 1.80 0.1973
Quadratik 97.33 3 32.44 8.45 0.0043
Kiibik 26.08 4 6.52 3.17 0.1004
Kahnt 12.33 6 2.05
Toplam 26721.72 20 1336.09

Ek Cizelge 3(a) 8 Klasik ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi i¢in Model Uygunsuzlugu Testi

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler

Kaynag Toplam Derecesi Ortalamasi F-Degeri P - Degeri
Lineer 179.81 11 16.35 6.65 0.0241
2Fl 12351 8 15.44 6.31 0.0288
Quadratik 26.18 5 5.24 2.14 0.2115
Kiibik 0.10 1 0.10 0.041 0.8470
Saf Hata 12.23 5 245

Ek Cizelge 3(a) 9 Klasik ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi icin Model Istatistikleri

Varyasyon Standart Hata R? Adj - R? Pred - R? PRESS
Kaynag
Lineer 3.46 0.7294 0.6786 05753 301.32
2F1 3.23 0.8087 0.7204 0.4960 357.62
Quadratik 1.96 0.9459 0.8972 0.6949 216.50
Kiibik

1.43 0.9826 0.9450 0.9438 39.85




Ek Cizelge 3(b) Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktar1 i¢in Varyans Analizi Tablosu

Ek Cizelge 3(b) 1 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktar1 i¢in Ardisik Model Kareler

Toplami
Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler Dasart S
Kayna@ Toplami Derecesi Ortalamasi F-Degeri P - Degeri
Ortalama 1.523E+05 1 1.523E+05
Lineer 282,66 3 94.22
oFI
728.92 3 242.97 1.04 0.4004
Quadratik 601.12 3 200.37 4.41 0.0240
Kiibik 46.17 4 11.54 17.36 0.0003
Kahnt 69.28 6 11,55 1.00 0.4754
Toplam 1.541E+05 20 7703.55

Ek Cizelge 3(b) 2 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktar1 i¢in Model Uygunsuzlugu
Testi

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler E-Dederi - Deseri
Kaynag Toplam Derecesi Ortalamasi £ P 8
Lineer 1385.73 11 125.98 10.54 0.0088
2F 656.81 8 82.10 6.87 0.0241
Quadratik 55.69 5 11.14 0.93 0.5299
Kiibik 9.52 1 9.52 0.80 0.4130
Saf Hata 59.76 5 11.95

Ek Cizelge 3(b) 3 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktari icin Model Istatistikleri

Varyasyon Standart Hata R? Adj - R? Pred - R? PRESS
Kaynag
Lineer 9.50 0.1636 0.0067 -0.5182 2623.63
2Fl 7.42 0.5854 0.3940 0.1711 1432.38
Quadratik 3.40 0.9332 0.8731 0.7017 515.59
Kiibik

3.40 0.9599 0.8731 -0.2644 2185.00




Ek Cizelge 3(b) 4 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 igin Ardigik Model Kareler

Toplami
Ortalama 1.21E+06 1 1.21E+06
Lineer 1.06E+05 3 35298 60.16 <0.0001
2F 1988.95 3 662.98 1.16 0.3606
Quadratik 644175 3 2147.25 22.45 <0.0001
Kiibik 635.65 4 158.91 2.97 0.1130
Kalint1 320.80 6 53.47
Toplam 1.32E+06 20 66217.03

Ek Cizelge 3(b) 5 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktari i¢in Model Uygunsuzlugu

Testi
Lineer 9146.55 11 831.50 17.28 0.0028
2F 7157.60 8 894.70 18.59 0.0026
Quadratik 715.85 5 143.17 2.98 0.1283
Kiibik 80.19 1 80.19 1.67 0.2532
Saf Hata 240.60 5 48.12

Ek Cizelge 3(b) 6 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 icin Model Istatistikleri

Varyasyon

L Standart Hata R? Adj - R? Pred - R? PRESS
Kaynag
Lineer 24.22 0.9186 0.9033 0.8528 16972.59
2F 23.86 0.9358 0.9062 0.8671 15323.59
Quadratik 9.78 0.9917 0.9842 0.9496 5814.58
Kiibik 7.31 0.9972 0.9912 0.8437 18023.65




Ek Cizelge 3(b) 7 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi i¢in Ardisik Model Kareler

Toplami
Ortalama 20132.40 1 20132.40
Lineer 532.08 3 177.36 16.33 <0.0001
2F 15.39 3 5.13 0.42 0.7410
Quadratik 125.49 3 41.83 12.72 0.0010
Kiibik 9.62 4 2.40 0.62 0.6651
Kalint1 23.97 6 3.88
Toplam 20838.25 20 1041.91

Ek Cizelge 3(b) 8 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi i¢in Model Uygunsuzlugu

Testi
o Topami  Derecesi  Ovtatamaw__ FPeEeri  p-Deger
Lineer 150.53 11 13.68 2.94 0.1216
2F 135.14 8 16.89 3.63 0.0857
Quadratik 9.65 5 1.93 0.42 0.8216
Kiibik 0.032 1 0.032 6.91E-03 0.9370
Saf Hata 23.34 5 4.65

Ek Cizelge 3(a) 9 Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi icin Model Istatistikleri

Varyasyon Standart Hata R? Adj - R? Pred - R? PRESS
Kaynag
Lineer 3.30 0.7538 0.7077 0.6378 255.69
2F1 3.49 0.7756 0.6721 0.4768 369.29
Quadratik 1.81 0.9534 0.9115 0.8486 106.89
Kiibik 1.97 0.9670 0.8956 0.9426 40.52




Ek Cizelge 3(c) Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktari i¢in Varyans Analizi Tablosu
Ek Cizelge 3(c) 1 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktar i¢in Ardigik Model Kareler

Toplami
Comap Toplm  Derecest  Ovalamasr  FDeEeri p-Deger
Ortalama 9425.79 1 9425.79
Lineer 204.26 3 68.09 3.04 0.0592
2F 145 3 0.48 0.018 0.9966
Quadratik 338.82 3 112.94 64.52 <0.0001
Kiibik 8.09 4 2.02 1.29 0.3716
Kalint1 9.42 6 1.57
Toplam 9987.83 20 499.39

Ek Cizelge 3(c) 2 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktari i¢in Model Uygunsuzlugu
Testi

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler E-Dederi - Deseri
Kaynag Toplam Derecesi Ortalamasi £ P 8
Lineer 348.35 11 31.67 16.81 0.0030
2F 346.90 8 43.36 23.02 0.0015
Quadratik 8.09 5 1.62 0.86 0.5643
Kiibik 7.756E-04 1 7.756E-04 4.118E-04 0.9846
Saf Hata 9.42 5 1.88

Ek Cizelge 3(c) 3 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde toplam fikosiyanin miktar1 igin Model Istatistikleri

Varyasyon Standart Hata R? Adj - R? Pred - R? PRESS
Kaynag
Lineer 473 0.3634 0.2441 0.0765 519.07
2F 5.24 0.3660 0.0734 0.5170 852.60
Quadratik 1.32 0.9689 0.9408 0.8644 76.22
Kiibik

1.25 0.9832 0.9469 0.9756 13.72




Ek Cizelge 3(c) 4 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 i¢in Ardigik Model

Kareler Toplami

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F-Deseri - Deseri
Kayna@ Toplam Derecesi Ortalamasi g P 8
Ortalama 3.45E+05 1 3.45E+05
Lineer 30099.47 3 10033.16 67.90 <0.0001
2FI
208.09 3 69.36 0.42 0.7429
Quadratik 1252.62 3 417 54 4.62 0.0282
Kiibik 315.69 4 78.92 0.81 0.5640
Kalint1 587.73 6 97.95
Toplam 3.78E+05 20 18912.95

Ek Cizelge 3(c) 5 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 i¢in Model Uygunsuzlugu

Testi
Lineer 1776.41 11 161.49 1.37 0.3830
2F 1568.32 8 196.04 1.67 0.2971
Quadratik 315.70 5 63.14 0.54 0.7442
Kiibik 0.013 1 0.013 1.129E-04 0.9919
Saf Hata 587.71 5 117.54

Ek Cizelge 3(c) 6 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 icin Model Istatistikleri

Varyasyon Standart Hata R’ Adj - R? Pred - R® PRESS
Kaynag
Lineer 12.16 0.9272 0.9135 0.8836 3778.67
2F1 12.88 0.9336 0.9029 0.8423 5119.56
Quadratik 9.50 0.9722 0.9471 0.8913 3530.28
Kiibik 9.90 0.9819 0.9427 0.9739 848.57




Ek Cizelge 3(c) 7 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi i¢cin Ardisik Model Kareler

Toplami
Ortalama 1519951 1 15199.51
Lineer 126.08 3 42.03 15.43 <0.0001
2F 4.19 3 1.40 0.46 0.7140
Quadratik 33.04 3 11.01 17.34 0.0003
Kiibik 0.20 4 0.049 0.048 0.9944
Kalint1 6.15 6 1.03
Toplam 15369.17 20 768.46

Ek Cizelge 3(c) 8 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi i¢cin Model Uygunsuzlugu
Testi

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler E-Deseri - Deseri
Kaynag Toplam Derecesi Ortalamasi g P 8
Lineer 38.11 11 3.46 3.16 0.1072
2F 33.91 8 4.24 3.87 0.0765
Quadratik 0.87 5 0.17 0.16 0.9677
Kiibik 0.67 1 0.67 0.61 0.4691
Saf Hata 5.48 5 1.10

Ek Cizelge 3(c) 9 Mikrodalga ekstraksiyon yonteminde TEAC antioksidan aktivitesi icin Model Istatistikleri

Varyasyon Standart Hata R’ Adj - R? Pred - R® PRESS
Kaynag
Lineer 1.65 0.7431 0.6949 0.5931 69.04
2F1 1.74 0.7678 0.6606 0.4662 90.56
Quadratik 0.80 0.9626 0.9289 0.9147 14.47

Kiibik 1.01 0.9637 0.8851 0.0801 156.08




Ek 4 Fikosiyanin ekstraksiyonunda klasik, ultrasonik ve mikrodalga yontemleri i¢in islem kosullarinin

belirlenmesinde yanita ait normal % olasilik, kalintiya karst model tahminleri ve deneme sirasina karsi kalinti

grafikleri
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Ek Sekil 4 (a) Klasik ekstraksiyon yontemi islem kosullarinin belirlenmesinde toplam fikosiyanin yanitina ait

normal % olasilik, kalintrya karsi model tahminleri ve deneme sirasina karsi kalint1 grafikleri
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Ek Sekil 4 (b) Ultrasonik ekstraksiyon yontemi iglem kosullarinin belirlenmesinde toplam fikosiyanin yanitina

ait normal % olasilik, kalintiya kars1 model tahminleri ve deneme sirasina karsi kalint1 grafikleri
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Ek Sekil 4 (¢) Mikrodalga ekstraksiyon yontemi islem kosullarinin belirlenmesinde toplam fikosiyanin yanitina
ait normal % olasilik, kalintiya karsi model tahminleri ve deneme sirasina karsi kalint1 grafikleri




Ek 5 Fikosiyanin mikroenkapsiilasyonunda piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleri igin islem
kosullarinin optimizasyonunda tiim yanitlara ait varyans analizi tablolar1

Ek Cizelge 5(a) 1 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde mikroenkapsiilasyon etkinligi yaniti i¢in Varyans Analizi
Tablosu

Karisim islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karisim islem Uygunsuzlugu Adj R? Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.2436 0.0020
0.0169 -0.1255
Ortalama Quadratik <0.0001 0.0138 0.5665 0.4660
Ortalama Kiibik 0.9167 0.0122 0.5471 0.4333
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.2228 0.0020 0.0222 -0.1144
Lineer Lineer 0.1532 0.1626 0.0024 0.0956 -0.2065
Lineer Quadratik 0.0200 < 0.0001 0.0284 0.6918 0.5678
Lineer Kiibik 0.0574 0.9733 0.0214 0.6586 0.5104
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0087 0.0038 0.2486 0.0992
Quadratik Lineer 0.0077 0.0691 0.0058 0.3888 0.1435
Quadratik Quadratik < 0.0001 < 0.0001 0.3694 0.9168 0.8693
Quadratik Kiibik 0.0001 0.8350 0.2788 0.9048 0.8409
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.5785 0.0034 0.2257 0.0592
Kiibik Lineer 0.8170 0.1519 0.0045 0.3360 -0.1014
Kiibik Quadratik 0.0626 < 0.0001 0.5709 0.9390 0.8823
Kiibik Kiibik 0.1674 0.8090 0.3918 0.9263 0.7373

Ek Cizelge 5(a) 2 Piskiirtmeli kurutma yonteminde mikroenkapsiilasyon verimi yaniti i¢in Varyans Analizi
Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim Tslem Uygunsuzlugu Adj R? Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.1548 0.7924 0.0443 -0.1252
Ortalama Quadratik 0.0285 0.8857 0.1942 -0.0001
Ortalama Kiibik 0.7177 0.8682 0.1627 -0.0234
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.8573 0.7390 -0.0402 -0.2013
Lineer Lineer 0.4969 0.1957 0.7787 0.0216 -0.4550
Lineer Quadratik 0.6216 0.0944 0.8631 0.1500 -0.3884
Lineer Kiibik 0.7953 0.9304 0.8090 0.0631 -0.4836
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0104 0.8826 0.1889 0.0231
Quadratik Lineer 0.0417 0.3111 0.9032 0.2167 -0.2357
Quadratik Quadratik 0.0049 0.0095 0.9998 0.5217 0.0322
Quadratik Kiibik 0.0265 0.9881 0.9980 0.4244 -0.0975
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.9672 0.8618 0.1521 -0.0247
Kiibik Lineer 0.9803 0.5010 0.8548 0.1316 -0.4095
Kiibik Quadratik 0.8764 0.0335 0.9993 0.4461 -0.1694

Kiibik Kiibik 0.9561 0.9933 0.9834 0.2414 -3.5458




Ek Cizelge 5(a) 3 Piskiirtmeli kurutma yonteminde toplam fenolik madde miktar1 yaniti i¢in Varyans Analizi
Tablosu

Karisim islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.6374 < 0.0001 -0.0319 -0.1833
Ortalama Quadratik 0.5900 <0.0001 -0.0629 -0.2752
Ortalama Kiibik 0.9445 < 0.0001 -0.1110 -0.3748
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama < 0.0001 0.0007 0.8141 0.7927
Lineer Lineer < 0.0001 0.4757 0.0006 0.8104 0.7668
Lineer Quadratik < 0.0001 0.4198 0.0006 0.8088 0.7434
Lineer Kiibik < 0.0001 0.9523 0.0004 0.7887 0.6882
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama <0.0001 0.0240 0.9583 0.9509
Quadratik Lineer < 0.0001 0.0190 0.0491 0.9705 0.9591
Quadratik Quadratik < 0.0001 0.1439 0.0631 0.9746 0.9602
Quadratik Kiibik < 0.0001 0.2919 0.0654 0.9761 0.9546
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.8174 0.0214 0.9565 0.9457
Kiibik Lineer 0.2355 0.0160 0.0531 0.9721 0.9615
Kiibik Quadratik 0.0770 0.0544 0.1039 0.9808 0.9533
Kiibik Kiibik 0.0845 0.2095 0.1267 0.9843 0.9534

Ek Cizelge 5(a) 4 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde Hunter L* renk degeri yaniti i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karisim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmirznenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.4944 0.0303 -0.0212 -0.1716
Ortalama Quadratik 0.9341 0.0271 -0.0653 -0.2823
Ortalama Kiibik 0.7512 0.0244 -0.1085 -0.3539
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama < 0.0001 0.6846 0.8237 0.7982
Lineer Lineer < 0.0001 0.3465 0.6900 0.8253 0.7732
Lineer Quadratik < 0.0001 0.6922 0.6472 0.8148 0.7258
Lineer Kiibik < 0.0001 0.8078 0.5851 0.7990 0.6747
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0024 0.8989 0.8777 0.8537
Quadratik Lineer 0.0078 0.3146 0.9179 0.8817 0.8228
Quadratik Quadratik 0.0157 0.4697 0.9182 0.8796 0.7848
Quadratik Kiibik 0.0172 0.3290 0.9496 0.8847 0.7487
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.8636 0.8803 0.8723 0.8444
Kiibik Lineer 0.9501 0.4985 0.8756 0.8693 0.7897
Kiibik Quadratik 0.9986 0.7153 0.8195 0.8541 0.6979

Kiibik Kiibik 0.9945 0.5933 0.7748 0.8418 -0.0287




Ek Cizelge 5(a) 5 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde Hunter a* renk degeri yanit1 i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.3805 0.7186 -0.0081 -0.1364
Ortalama Quadratik 0.4741 0.7050 -0.0283 -0.1981
Ortalama Kiibik 0.7157 0.6782 -0.0684 -0.3484
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.5751 0.7056 -0.0278 -0.1628
Lineer Lineer 0.4741 0.3833 0.7051 -0.0277 -0.2949
Lineer Quadratik 0.6892 0.7659 0.6557 -0.1007 -0.5346
Lineer Kiibik 0.8471 0.9361 0.5818 -0.2140 -1.0928
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0002 0.9693 0.4092 0.2990
Quadratik Lineer 0.0005 0.1751 0.9893 0.4666 0.1759
Quadratik Quadratik 0.0033 0.7802 0.9809 0.4102 -0.0488
Quadratik Kiibik 0.0195 0.9909 0.9396 0.2892 -0.2662
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.6448 0.9629 0.3884 0.2547
Kiibik Lineer 0.7059 0.2741 0.9841 0.4298 0.0351
Kiibik Quadratik 0.9191 0.9293 0.9504 0.3081 -0.4537
Kiibik Kiibik 0.9818 0.9985 0.7675 0.0413 -10.200

Ek Cizelge 5(a) 6 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde Hunter b* renk degeri yaniti i¢cin Varyans Analizi Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fstem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.2330 0.0029 0.0195 -0.1193
Ortalama Quadratik 0.7806 0.0026 -0.0196 -0.2154
Ortalama Kiibik 0.9986 0.0023 -0.0660 -0.3142
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama <0.0001 0.2144 0.8616 0.8462
Lineer Lineer <0.0001 0.0088 0.3767 0.9018 0.8717
Lineer Quadratik <0.0001 0.8301 0.3284 0.8940 0.8493
Lineer Kiibik <0.0001 0.9843 0.2693 0.8824 0.8071
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0021 0.3984 0.9050 0.8901
Quadratik Lineer <0.0001 < 0.0001 0.9861 0.9679 0.9496
Quadratik Quadratik < 0.0001 0.6894 0.9798 0.9653 0.9323
Quadratik Kiibik 0.0007 0.9766 0.9399 0.9585 0.9145
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.9081 0.3704 0.9007 0.8768
Kiibik Lineer 0.6901 < 0.0001 0.9800 0.9658 0.9417
Kiibik Quadratik 0.9182 0.8847 0.9482 0.9593 0.9077
Kiibik Kiibik 0.9007 0.9337 0.8235 0.9472 0.7791




Ek Cizelge 5(a) 7 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde % nem yaniti i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.3997 0.0038 -0.0107 -0.1511
Ortalama Quadratik 0.7094 0.0034 -0.0482 -0.2522
Ortalama Kiibik 0.3439 0.0034 -0.0511 -0.2758
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.0001 0.0152 0.4385 0.3601
Lineer Lineer 0.0006 0.3833 0.0147 0.4385 0.3239
Lineer Quadratik 0.0017 0.4818 0.0134 0.4259 0.2444
Lineer Kiibik 0.0039 0.3577 0.0130 0.4310 0.1354
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.1561 0.0167 0.4641 0.3668
Quadratik Lineer 0.2350 0.4038 0.0159 0.4657 0.3281
Quadratik Quadratik 0.2687 0.4437 0.0143 0.4607 0.2308
Quadratik Kiibik 0.2054 0.2477 0.0156 0.5077 -0.0370
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.1209 0.0191 0.4990 0.3911
Kiibik Lineer 0.2840 0.5190 0.0163 0.4838 0.3025
Kiibik Quadratik 0.3462 0.4602 0.0137 0.4790 0.1059
Kiibik Kiibik 0.2078 0.1646 0.0183 0.5982 -4.5119
Ek Cizelge 5(a) 8 Puskiirtmeli kurutma yonteminde su aktivitesi yaniti i¢in Varyans Analizi Tablosu
Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karisim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.5248 0.2738 -0.0239 -0.1771
Ortalama Quadratik 0.4629 0.2633 -0.0431 -0.2612
Ortalama Kiibik 0.6830 0.2448 -0.0821 -0.3166
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.3535 0.2830 -0.0042 -0.1191
Lineer Lineer 0.2156 0.2669 0.2949 0.0284 -0.2163
Lineer Quadratik 0.4127 0.7837 0.2561 -0.0430 -0.3933
Lineer Kiibik 0.6167 0.9308 0.2090 -0.1497 -0.5902
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0553 0.3427 0.1098 -0.0369
Quadratik Lineer 0.0291 0.0951 0.4371 0.2498 -0.0176
Quadratik Quadratik 0.0814 0.8103 0.3607 0.1647 -0.2653
Quadratik Kiibik 0.1922 0.9282 0.2579 0.0172 -0.8356
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.0568 0.4126 0.2138 0.0329
Kiibik Lineer 0.1533 0.1560 0.5002 0.3232 -0.1108
Kiibik Quadratik 0.3142 0.8484 0.3757 0.2063 -1.5122

Kiibik Kiibik 0.1064 0.2577 0.4404 0.3164 -8.5652




Ek Cizelge 5(a) 9 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde ¢6zlinebilirlik yaniti i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.8482 0.5951 -0.0400 -0.1730
Ortalama Quadratik 0.1207 0.6389 0.0248 -0.1590
Ortalama Kiibik 0.8855 0.6074 -0.0185 -0.2523
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.0317 0.7282 0.1440 0.0312
Lineer Lineer 0.1162 0.9890 0.6689 0.0671 -0.2181
Lineer Quadratik 0.1369 0.1632 0.7276 0.1439 -0.2214
Lineer Kiibik 0.1328 0.3938 0.7260 0.1424 -0.2602
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.1915 0.7499 0.1720 0.0273
Quadratik Lineer 0.4594 0.9960 0.6548 0.0506 -0.3357
Quadratik Quadratik 0.4667 0.2255 0.7151 0.1295 -0.4502
Quadratik Kiibik 0.6349 0.6014 0.6628 0.0705 -0.7137
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.0290 0.8562 0.3063 0.1560
Kiibik Lineer 0.0678 0.8219 0.7890 0.2178 -0.1603
Kiibik Quadratik 0.0837 0.1899 0.8977 0.3327 -0.4961
Kiibik Kiibik 0.1822 0.6218 0.8730 0.2654 -3.1009

Ek Cizelge 5(a) 10 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde D[4,3] yanit1 i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fstem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.0565 0.2084 0.1077 0.0012
Ortalama Quadratik 0.4745 0.1992 0.0898 -0.0545
Ortalama Kiibik 0.6529 0.1848 0.0573 -0.1658
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.0058 0.2802 0.2460 0.1471
Lineer Lineer 0.0049 0.0310 0.3993 0.4001 0.2806
Lineer Quadratik 0.0084 0.3294 0.4037 0.4095 0.2463
Lineer Kiibik 0.0135 0.3976 0.3956 0.4078 0.0932
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.4162 0.2720 0.2359 0.1009
Quadratik Lineer 0.4785 0.0609 0.3812 0.3870 0.1854
Quadratik Quadratik 0.5743 0.4500 0.3640 0.3801 0.1054
Quadratik Kiibik 0.5750 0.4502 0.3411 0.3728 -0.2775
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.0536 0.3345 0.3282 0.1745
Kiibik Lineer 0.0254 0.0238 0.5781 0.5472 0.2581
Kiibik Quadratik 0.0573 0.4173 0.5744 0.5520 -0.9292
Kiibik Kiibik 0.0766 0.3094 0.6446 0.5956 -2.8195




Ek Cizelge 5(a) 11 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde Ag¢iklik yanit1 i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim islem p- degeri Model Model Istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.2993 0.0017 0.0050 -0.0956
Ortalama Quadratik 0.5900 0.0016 -0.0250 -0.1712
Ortalama Kiibik 0.9148 0.0014 -0.0710 -0.3227
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.0008 0.0048 0.3530 0.2617
Lineer Lineer 0.0023 0.2576 0.0051 0.3761 0.2691
Lineer Quadratik 0.0035 0.2907 0.0052 0.3935 0.2264
Lineer Kiibik 0.0135 0.9925 0.0038 0.3266 -0.1060
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0003 0.0170 0.6244 0.5479
Quadratik Lineer < 0.0001 0.0192 0.0352 0.7341 0.6444
Quadratik Quadratik < 0.0001 0.0090 0.0969 0.8388 0.7834
Quadratik Kiibik 0.0002 0.9902 0.0589 0.8057 0.5571
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.0925 0.0204 0.6557 0.5870
Kiibik Lineer 0.0376 0.0088 0.0595 0.7948 0.7020
Kiibik Quadratik 0.0006 0.0002 0.5671 0.9418 0.8340
Kiibik Kiibik 0.0027 0.5265 0.5028 0.9391 0.8385
Ek Cizelge 5(a) 12 Piiskiirtmeli kurutma yonteminde Tekdiizelik yaniti i¢in Varyans Analizi Tablosu
Karisim islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fstem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.0886 0.0289 0.0792 -0.0307
Ortalama Quadratik 0.6497 0.0265 0.0479 -0.1080
Ortalama Kiibik 0.8878 0.0236 0.0056 -0.2153
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.0002 0.0786 0.4189 0.3366
Lineer Lineer 0.0002 0.0348 0.1198 0.5329 0.4375
Lineer Quadratik 0.0007 0.4709 0.1118 0.5235 0.3604
Lineer Kiibik 0.0027 0.7806 0.0917 0.4849 0.2100
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0016 0.1716 0.6094 0.5320
Quadratik Lineer 0.0002 0.0016 0.4625 0.7867 0.7015
Quadratik Quadratik 0.0001 0.0855 0.6070 0.8281 0.7323
Quadratik Kiibik 0.0008 0.6151 0.5449 0.8156 0.6511
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.2700 0.1738 0.6141 0.5330
Kiibik Lineer 0.0588 0.0008 0.6043 0.8270 0.7144
Kiibik Quadratik 0.0806 0.0952 0.8085 0.8690 0.5531
Kiibik Kiibik 0.1538 0.5645 0.7745 0.8601 0.2404




Ek Cizelge 5(b) 1 Koaservasyon yonteminde mikroenkapsiilasyon etkinligi yaniti i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.7107 0.0001 -0.0356 -0.149
Ortalama Quadratik 0.3854 0.0001 -0.0450 -0.2228
Ortalama Kiibik 0.9613 0.0001 -0.0924 -0.3377
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.5912 0.0001 -0.0290 -0.1544
Lineer Lineer 0.6340 0.6804 0.0001 -0.0839 -0.2947
Lineer Quadratik 0.7407 0.5879 < 0.0001 -0.1306 -0.5145
Lineer Kiibik 0.8828 0.9930 < 0.0001 -0.2552 -1.0007
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama < 0.0001 0.0095 0.8277 0.7968
Quadratik Lineer < 0.0001 0.0014 0.0371 0.9072 0.8764
Quadratik Quadratik < 0.0001 0.0368 0.0702 0.9329 0.8952
Quadratik Kiibik < 0.0001 0.5230 0.0582 0.9302 0.8734
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.1603 0.0105 0.8356 0.8003
Kiibik Lineer 0.2215 0.0033 0.0407 0.9128 0.8841
Kiibik Quadratik 0.3166 0.0780 0.0707 0.9361 0.8953
Kiibik Kiibik 0.3654 0.5021 0.0503 0.9341 0.6797

Ek Cizelge 5(b) 2 Koaservasyon yonteminde mikroenkapsiilasyon verimi yaniti igin

Varyans Analizi Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karisim fslem Uygunsuzlugu Adj R? Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.9824 < 0.0001 -0.0416 -0.1604
Ortalama Quadratik 0.9405 <0.0001 -0.0867 -0.2637
Ortalama Kiibik 0.5864 < 0.0001 -0.1205 -0.3822
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.6911 < 0.0001 -0.0347 -0.1384
Lineer Lineer 0.6966 0.7499 < 0.0001 -0.0996 -0.2497
Lineer Quadratik 0.8600 0.9582 < 0.0001 -0.2044 -0.4564
Lineer Kiibik 0.8209 0.5951 < 0.0001 -0.2632 -0.8026
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0342 0.0001 0.1153 -0.0168
Quadratik Lineer 0.1313 0.8928 < 0.0001 0.0127 -0.2310
Quadratik Quadratik 0.2973 0.9755 < 0.0001 -0.1475 -0.6972
Quadratik Kiibik 0.4578 0.7288 < 0.0001 -0.2736 -1.5196
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama < 0.0001 0.0061 0.8203 0.7812
Kiibik Lineer < 0.0001 0.6569 0.0046 0.8068 0.7578
Kiibik Quadratik < 0.0001 0.8644 0.0026 0.7720 0.6295
Kiibik Kiibik < 0.0001 0.0833 0.0051 0.8501 0.1059




Ek Cizelge 5(b) 3 Koaservasyon yonteminde toplam fenolik madde miktar1 yaniti igin Varyans Analizi Tablosu

Karisim islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.0594 0.0015 0.1044 -0.0027
Ortalama Quadratik 0.1066 0.0017 0.1676 0.0346
Ortalama Kiibik 0.6175 0.0015 0.1398 -0.0860
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.0050 0.0023 0.2553 0.1700
Lineer Lineer 0.0047 0.0361 0.0037 0.3994 0.3299
Lineer Quadratik 0.0089 0.1413 0.0045 0.4568 0.3690
Lineer Kiibik 0.0256 0.7575 0.0035 0.4148 0.1606
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.8075 0.0020 0.2250 0.0923
Quadratik Lineer 0.9869 0.1042 0.0028 0.3402 0.1978
Quadratik Quadratik 0.9759 0.3070 0.0028 0.3685 0.1932
Quadratik Kiibik 0.9326 0.7798 0.0019 0.2888 -0.4116
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.0065 0.0041 0.4256 0.2887
Kiibik Lineer 0.0007 0.0057 0.0142 0.6750 0.4538
Kiibik Quadratik 0.0003 0.0397 0.0324 0.7870 0.6746
Kiibik Kiibik 0.0012 0.2878 0.0317 0.8113 -0.9958

Ek Cizelge 5(b) 4 Koaservasyon yonteminde Hunter L* renk degeri yaniti i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karisim fslem Uygunsuzlugu Adj R? Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.4753 0.0275 -0.0193 -0.0990
Ortalama Quadratik 0.6442 0.0251 -0.0536 -0.2005
Ortalama Kiibik 0.8618 0.0224 -0.1000 -0.3351
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.0016 0.0664 0.3187 0.2321
Lineer Lineer 0.0072 0.6073 0.0591 0.2898 0.1818
Lineer Quadratik 0.0057 0.1733 0.0678 0.3443 0.1715
Lineer Kiibik 0.0153 0.7179 0.0561 0.2978 0.0157
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.3007 0.0662 0.3222 0.2069
Quadratik Lineer 0.5607 0.7675 0.0526 0.2627 0.1249
Quadratik Quadratik 0.7714 0.3653 0.0512 0.2766 0.0163
Quadratik Kiibik 0.3304 0.2547 0.0557 0.3366 0.1413
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.0333 0.0924 0.4259 0.2945
Kiibik Lineer 0.1257 0.8388 0.0661 0.3493 0.1163
Kiibik Quadratik 0.0310 0.0771 0.1139 0.5244 -0.1835
Kiibik Kiibik 0.0372 0.1590 0.1609 0.6363 -5.7918




Ek Cizelge 5(b) 5 Koaservasyon yonteminde Hunter a* renk degeri yanit1 i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.0625 0.0120 0.1013 0.0304
Ortalama Quadratik 0.1731 0.0129 0.1364 0.0168
Ortalama Kiibik 0.9706 0.0114 0.0972 -0.0844
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.0996 0.0111 0.0718 -0.0676
Lineer Lineer 0.1815 0.1273 0.0135 0.1605 0.0178
Lineer Quadratik 0.1177 0.1172 0.0171 0.2547 0.0346
Lineer Kiibik 0.1392 0.4900 0.0153 0.2350 -0.1584
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0545 0.0145 0.1781 0.0156
Quadratik Lineer 0.1567 0.2336 0.0160 0.2327 0.0010
Quadratik Quadratik 0.0201 0.0159 0.0393 0.5005 0.2476
Quadratik Kiibik 0.0110 0.1282 0.0548 0.5905 0.3563
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.3293 0.0142 0.1779 0.0076
Kiibik Lineer 0.5593 0.3622 0.0138 0.2008 -0.1126
Kiibik Quadratik 0.0332 0.0021 0.0866 0.6682 0.3075
Kiibik Kiibik 0.0039 0.0105 0.4176 0.8620 -0.1967

Ek Cizelge 5(b) 6 Koaservasyon yonteminde Hunter b* renk degeri yanit1 igin Varyans Analizi Tablosu

Karisim Islem p- degeri Model Model istatistikleri
Derecesi Derecesi Karisim fslem Uygunsuzlugu Adj R? Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.0712 0.0016 0.0930 -0.0166
Ortalama Quadratik 0.3063 0.0016 0.0966 -0.0636
Ortalama Kiibik 0.3558 0.0015 0.0922 -0.1256
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.1747 0.0014 0.0368 -0.0583
Lineer Lineer 0.3860 0.1994 0.0015 0.0926 -0.0793
Lineer Quadratik 0.5663 0.5541 0.0014 0.0590 -0.2281
Lineer Kiibik 0.7190 0.6328 0.0011 0.0063 -0.4636
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0007 0.0042 0.3967 0.3171
Quadratik Lineer 0.0002 0.0153 0.0095 0.5831 0.4814
Quadratik Quadratik 0.0020 0.9086 0.0064 0.5246 0.3095
Quadratik Kiibik 0.0050 0.4019 0.0057 0.5286 -0.0717
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.9350 0.0037 0.3695 0.2028
Kiibik Lineer 0.1983 0.0111 0.0107 0.6130 0.2348
Kiibik Quadratik 0.0308 0.1382 0.0152 0.6878 -1.1671
Kiibik Kiibik 0.0004 0.0030 0.1508 0.9002 -0.0479




Ek Cizelge 5(b) 7 Koaservasyon yonteminde ¢dziinebilirlik yaniti i¢in Varyans Analizi Tablosu

Karisim islem p- degeri Model Model Istatistikleri
Derecesi Derecesi Karigim fslem Uygunsuzlugu Adj R Tahmir;lenen
R
Ortalama Ortalama
Ortalama Lineer 0.5960 0.0024 -0.0293 -0.1768
Ortalama Quadratik 0.7719 0.0022 -0.0700 -0.2717
Ortalama Kiibik 0.9607 0.0019 -0.1185 -0.4107
Ortalama Ortalama
Lineer Ortalama 0.9625 0.0023 -0.0416 -0.1814
Lineer Lineer 0.2748 0.2412 0.0025 0.0015 -0.2152
Lineer Quadratik 0.4710 0.9092 0.0019 -0.0879 -0.4224
Lineer Kiibik 0.6648 0.9747 0.0014 -0.2054 -1.0172
Lineer Ortalama
Quadratik Ortalama 0.0082 0.0044 0.2031 0.0584
Quadratik Lineer < 0.0001 < 0.0001 0.0354 0.6848 0.5359
Quadratik Quadratik < 0.0001 0.4139 0.0329 0.6852 0.3792
Quadratik Kiibik 0.0003 0.8982 0.0206 0.6330 0.0396
Quadratik Ortalama
Kiibik Ortalama 0.0620 0.0057 0.2914 0.1321
Kiibik Lineer 0.0013 < 0.0001 0.1317 0.8333 0.7520
Kiibik Quadratik 0.0018 0.1417 0.1811 0.8650 0.6542
Kiibik Kiibik 0.0061 0.4631 0.1456 0.8640 0.1697

Ek 6 Fikosiyanin mikroenkapsiilasyonunda piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemleri igin islem
kosullarinin belirlenmesinde yanita ait normal % olasilik, kalintiya karst model tahminleri ve deneme sirasina

kars1 kalint1 grafikleri
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Ek Sekil 6 (a) Piskiirtmeli kurutma yontemi islem kosullarinin belirlenmesinde mikroenkapsiilasyon etkinligi

yanitina ait normal % olasilik, kalintiya kars1 model tahminleri ve deneme sirasina kars1 kalint1 grafikleri
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Ek Sekil 6 (b) Koaservasyon yontemi islem kosullarinin belirlenmesinde mikroenkapsiilasyon etkinligi yanitina

ait normal % olasilik, kalintiya karst model tahminleri ve deneme sirasina karsi kalint1 grafikleri



Ek 7. Mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerinin FT-IR spektrumlart
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Ek Sekil 7 (a) Puskiirtmeli kurutma yontemiyle D-Optimal karisim dizaym deneme planina gore tiretilmis mikroenkapsiile fikosiyanin 6rneklerinin, kullanilan kaplama

materyallerinin, saflastirilmis fikosiyaninin ve aygicek yaginin FT-IR spektrumlari




600 r

500 -

400 -

300 W T WW—-—'—“\/

o e W —
0 I I I I T T
3600 3100 2600 2100 1600 1100 600
Dalga sayisi, cm?

~— optimum (%3466 md wp1 165°C) ——fikosiyanin  ===Yag ——maltodekstrin ——WPI

Ek Sekil 7 (b). Puskiirtmeli kurutma ydntemiyle D-Optimal karisim dizayni deneme planina gore optimum kosulda tiretilen mikroenkapsiile fikosiyanin drneginin, kullanilan

kaplama materyallerinin, saflagtirilmig fikosiyaninin ve aygigek yaginin FT-IR spektrumlar
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Ek Sekil 7 (c) Koaservasyon yontemiyle D-Optimal karisim dizayni deneme planina gdre optimum kosulda iiretilen mikroenkapsiile fikosiyanin orneginin, kullanilan

kaplama materyallerinin, saflastirilmis fikosiyaninin ve ay¢icek yaginin FT-IR spektrumlart



Ek 8. Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin 6rneklerinin stabilite analizi sonuglart

Ek Cizelge 8 (a) Enkapsiile edilmemis fikosiyaninin pH:3.5, 4.6 ve 7 te, 4, 25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik ortamlarda fikosiyanin miktar1 degisimi

pH:3.5 pH:4.6 pH:7.0
4°C 25°C 25°C 40 °C 40 °C 4°C 25°C 25°C 40 °C 40 °C 4°C 25°C 25°C 40 °C 40 °C

) (A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K)
(Sg l:;f) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g)

0 193.3 1933 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3 193.3

1 189.1 1749 182.7 182.7 176.8 190.1 185.2 188.2 182.2 182.2 191.3 185.2 191.3 182.2 179.4

2 185.1 1716 160.0 150.7 155.2 178.9 160.4 170.5 155.2 164.7 183.8 160.0 172.4 164.0 158.6

3 176.0  158.2 152.9 127.8 142.8 175.6 150.9 156.3 138.6 140.7 171.9 142.9 154.8 144.3 148.2

4 1719 135.1 142.0 109.9 110.1 167.5 1245 141.7 111.2 1185 165.2 127.6 125.6 111.6 109.7

5 164.1 97.4 131.4 91.3 93.8 157.3 96.78 130.4 92.69 97.68 158.4 109.4 120.4 76.58 100.6

6 156.6 76.4 122.2 49.2 80.7 149.7 86.94 111.0 48.21 72.33 150.5 68.20 110.6 47.65 59.88

7 146.7 61.5 115.7 41.0 57.6 136.3 40.46 95.41 26.04 41.36 128.9 36.43 88.40 17.36 31.62
*A: Aydinlik, K: Karanlik

Ek Cizelge 8 (b) Piiskiirtmeli kurutma yéntemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin pH:3.5, 4.6 ve 7 te, 4, 25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik

ortamlarda fikosiyanin miktar1 degisimi

pH:3.5 pH:4.6 pH:7.0
4°C 25°C 25°C 40 °C 40 °C 4°C 25°C 25°C 40 °C 40 °C 4°C 25°C 25°C 40 °C 40 °C
(A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K)
Siire Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g)
(giin)
g0 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2 121.2
1 117.8 111.9 113.8 100.8 111.9 106.6 108.2 108.5 97.3 99.7 117.9 109.4 1115 104.6 105.8
2 109.6 103.3 108.2 88.4 102.0 105.0 97.3 93.5 88.9 94.4 114.1 103.6 109.2 92.2 93.6
3 102.0 86.5 99.2 75.0 82.2 102.8 90.5 92.9 75.4 81.3 110.5 96.7 95.3 82.9 83.9
4 96.5 79.6 89.3 64.8 71.1 95.8 77.0 85.7 63.4 70.7 108.9 88.9 91.1 73.5 81.2
5 86.6 73.4 73.8 58.4 64.5 89.8 73.9 72.1 59.1 60.0 105.5 76.2 79.4 65.1 71.4
6 79.3 70.0 69.7 48.4 61.8 87.8 72.2 70.3 51.9 56.3 103.8 74.4 75.3 60.7 62.5
7 78.6 50.1 64.6 41.9 54.2 83.2 55.2 63.6 47.2 53.0 100.7 65.6 70.1 54.3 61.0
*A: Aydinlik, K: Karanlik




Ek Cizelge 8 (c) Koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin pH:3.5, 4.6 ve 7 te, 4, 25 ve 40°C sicakliklarda, aydinlik/karanlik
ortamlarda fikosiyanin miktar1 degisimi

pH:3.5 pH:4.6 pH:7.0

4°C 25°C 25°C 40 °C 40 °C 4°C 25 °C 25°C 40 °C 40 °C 4°C 25°C 25°C 40 °C 40 °C

_ (A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K) (A) (K)
(Zlilirne) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g)
0 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32 46.32
1 44.01 44,57 43.60 44.27 43.23 45.04 45.07 41.76 44,18 44.25 45.30 45.00 46.12 45.90 45,56
2 39.33 41.92 39.86 39.91 41.32 42.05 41.96 40.30 41.66 41.67 43.23 44,53 43.41 45.88 43.82
3 38.33 37.75 3491 38.14 39.37 38.84 39.43 37.40 40.10 41.14 39.84 42.68 40.55 43.28 41.40
4 3341 32.79 35.23 36.43 36.44 34.19 36.74 32.81 37.44 37.45 37.07 38.39 39.77 42.66 39.93
5 30.01 30.87 30.76 32.38 32.38 30.72 32.35 32.05 36.00 36.32 33.67 33.88 38.42 39.93 37.48
6 27.96 26.55 28.96 28.39 30.76 26.92 28.62 31.29 34.98 34.66 32.35 33.81 35.07 38.33 37.36
7 19.26 20.56 27.17 25.36 25.63 20.75 23.45 27.86 32.26 32.34 28.74 28.67 32.32 34.06 35.74
*A: Aydinlik, K: Karanlik

Ek Cizelge 8 (d) Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin en stabil pH, sicaklik ve
ortamlarda farkli gida katki maddeleri igindeki fikosiyanin miktar1 degisimi

Enkapsiile edilmemis fikosiyaninin

Piiskiirtmeli Kurutma yontemiyle enkapsiile

Koaservasyon yontemiyle enkapsiile edilmis

edilmis fikosiyanin fikosiyanin
%5 %0.5 Potasyum- %2 NaCl %5 %0.5 Potasyum- %2 NaCl %5 %0.5 Potasyum- %2 NaCl
Sakkaroz sorbat Sakkaroz sorbat Sakkaroz sorbat
Siire(giin) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g) Fikosiyanin Konsantrasyonu (mg/g)
0 192.3 192.3 192.3 122.7 122.2 123.6 47.5 48.9 48.9
1 191.3 187.3 186.5 121.1 119.8 120.4 46.4 47.4 47.1
2 190.0 186.1 184.8 120.0 117.8 117.8 45.0 45.7 455
3 188.7 185.1 182.2 117.9 1159 116.3 43.9 43.8 43.0
4 186.5 183.2 181.0 116.8 113.3 1135 42.2 41.7 41.1
5 184.4 182.4 178.2 114.4 112.0 112.3 39.9 40.0 39.6
6 182.2 179.7 177.4 113.3 111.0 109.3 38.2 38.4 375
7 180.2 177.6 175.3 1111 109.3 108.1 36.8 37.6 36.7




Ek 9. Enkapsiile edilmemis, piskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosuida mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin model gida deneme renk ve duyusal
degerleri

Ek Cizelge 9(a). Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin renklendirici olarak
kremsantide kullaniminin depolama siiresince Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal 6zellikleri

Model Genel
Gida Kullanilan iiriin ~ Giin L* a* b* Renk Goriiniis Doku Tat L.
P Begeni
Uriinii
1 76.55+1.51 2.78+0.01 -10.18%0.01 3.95+1.15 3.68+1.15 3.68+1.38 4.18+0.98  3.86+1.19
2 77.54+1.01 2.7+0.05 -10.2+0.12 3.70+0.90 3.43+0.90 3.43+1.13 3.9340.73  3.61+0.94
Enkapsiile 3 76.23+1.23 2.51+0.03 -10.59+0.65 3.45+0.65 3.18+0.65 3.18+0.88 3.6840.48  3.36+0.69
edilmemis 4 78.42+1.18 2.07+0.02 -10.93+0.91 3.20+0.40 2.93+0.40 2.93+0.63 3434023  3.11+0.44
Fikosiyanin 5 78.54+1.78 -2.45+0.07 -10.96+0.01 2.95+0.15 2.6840.15 2.68+0.38 3.1840.58  2.86+0.19
6 76.44+1.01 -2.63+0.01 -12.30+0.61 2.70+0.35 2.43+0.35 2.43+0.58 2.93£0.78  2.61+0.39
7 76.2142.01 2.64+0.11 -12.42+0.01 2.45+0.55 2.1840.55 2.18+0.78 2.68£0.98  2.36+0.59
1 76.70+1.01 -3.46:0.24 6.51£0.01 3.50+0.92 3.86+0.84 4.55+0.52 436+0.67  3.95+0.72
Piiskiirtmeli 2 79.74+1.21 -3.38+0.51 -6.40+0.51 3.25+0.67 3.6140.59 4.30+0.27 4.114+0.42 3.70+0.47
*:I‘:tre‘:::‘?e 3 77.54+1.16 -3.33+0.71 7204091 3.00+0.42 3.36:+0.34 4.05+0.02 3.86£0.17  3.45+0.22
inkapsﬁyle 4 76.14+1.18 3.27+0.21 -6.85+0.51 2.75+0.17 3.110.09 3.80+0.27 3.6140.42  3.20+0.47
edilmis 5 76.84+1.01 -3.10£0.35 -6.324£0.91 2.50+0.42 2.86+0.34 3.55+0.02 3.36£0.77  2.95+0.22
K fikosiyanin 6 74.87+1.08 -2.85+0.45 -6.32+0.87 2.25+0.62 2.61+0.54 3.30+0.22 3.11£0.97  2.70+0.42
S;ﬁg‘ 7 74.25+1.01 -2.81+0.47 -6.06:0.71 2.0040.82  2.36+0.74 3.05+0.42 2.86£1.17  2.45+0.62
1 85.22+1.51 -1.83+0.21 -0.27+0.01 2.68%1.55 2.86+1.31 3.45+1.29 3455129  2.95+1.31
Koaservasyon 2 79.99+1.01 -1.38+0.36 -0.45+0.01 2.43£1.00 2.61+0.76 3.20+0.74 3.2040.74  2.70+0.76
yontemiyle 3 79.81+1.41 -1.34+0.11 -0.33+0.01 2.18+0.45 2.36+0.21 2.95+0.19 2.95+0.19  2.45+0.21
enkapsiile 4 78.93+1.81 -1.58+0.71 0.05+0.01 1.93+0.50 2.11+0.26 2.70+0.24 2.70£0.24  2.20+0.26
edilmis 5 78.25+2.01 1.25+0.21 0.07+0.01 1.68+0.55 1.86+0.31 2.45+0.29 2.45£029  1.95+0.31
fikosiyanin 6 77.36+1.17 -1.13+0.31 0.07+0.01 1.43+0.60 1.61+0.36 2.20+0.34 2204034  1.70£0.36
7 76.89+1.01 -1.08+0.85 0.09+0.01 1.18+0.65 1.36+0.41 1.95+0.39 1.95£0.39  1.45+0.41
1 74.03+1.00 -16.83%0.11 -16.84+1.01 4.82+0.65 4.59+0.98 4.32+0.98 4.55£0.42  4.64+0.47
2 71.81+1.85 -16.21£0.91 -17.18+0.71 4.57+0.42 4.34+0.42 4.07+0.84 430+£0.65  4.39+0.65
3 73.21£1.01 -16.21£0.99  -17.09+0.91 4.32+0.42 4.09+0.65 3.82+0.42 4.05£0.97  4.14+0.98
Brillant Blue 4 72.08+1.51 -16.62+1.01 -16.88+0.65 4.07+0.98 3.84+0.84 3.57+0.65 3.80£0.42  3.89+0.42
5 72.45+1.61 -16.35+1.41 -16.56+0.81 3.82+0.84 3.59+0.42 3.3240.47 3.5540.97  3.64+0.65
6 72.12+1.01 -16.28+1.01 -16.44+0.75 3.57+0.84 3.34+0.65 3.07+1.31 3.30£0.65  3.39+1.31
7 71.58+2.01 -1621£1.72  -16.37+0.31 3.3240.65 3.09+0.98 2.82+0.31 3.0540.42  3.14+0.65




Ek Cizelge 9(b). Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon ydntemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin renklendirici olarak
dondurmada kullaniminin depolama siiresince Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal dzellikleri

Model

Gida  Kullamlan iiriin  Giin L* a* b* Renk Gériiniis Doku Tat Genel
Uriinii Begeni

1 70.97+0.57 -6.18+0.43 -7.39+0.18 4.36+0.45 4.41+0.66 4.64+0.45 4.59+0.49 4.64+0.45

2 72.1242.01 -3.97+0.37 -5.40+0.27 4.11+0.50 4.16+0.71 4.39+0.50 4.34+0.54 4.39+0.50

3 70.26+2.35 -4.43+0.33 -5.82+0.21 3.86+0.55 3.91+0.76 4.14+0.55 4.09+0.59 4.1440.55

Saf Fikosiyanin 4 70.59+2.32 -4.48+1.20 -5.94+1.99 3.61£0.60 3.66+0.81 3.89+0.60 3.84+0.64 3.89+0.60

5 70.46+1.99 -4.38+1.75 -5.8742.13 3.3640.65 3.41+0.86 3.6440.65 3.5940.69 3.64+0.65

6 70.45+0.41 -4.32+1.30 -5.69+0.53 3.110.70 3.16+0.91 3.39+0.70 3.34+0.74 3.39+0.70

7 70.32+2.61 -4.15+3.64 -5.55+1.18 2.8640.75 2.91+0.96 3.14+0.75 3.0940.79 3.1440.75

1 69.9243.07 -5.19+3.36 -15.15+1.30 3.77+0.75 4.18+0.56 4.36+0.50 3.95+0.79 3.95+0.47

Piiskiirtmeli 2 69.99+2.97 -4.89+1.56 -15.0143.30 3.74+0.80 4.05+0.61 4.23+0.55 3.82+0.84 3.82+0.52

Kurutma 3 70.12+2.61 -3.58+3.09 -14.56%3.39 3.7120.85 3.92+0.66 4.100.60 3.69£0.89  3.69+0.57

ye‘l’l‘;::“;ilyl': 4 68.54+0.12 -3.0242.15 -13.15£0.12  3.6840.90  3.79+0.71 3.97+0.65 3.56+0.94  3.56+0.62

edill:nis 5 70.90+0.32 -2.45+1.60 -12.17+0.08 3.65+0.95 3.66+0.76 3.84+0.70 3.4340.99 3.43+0.67

Dondur fikosiyanin 6 66.01+1.46 -2.27+1.88 -12.09+0.09 3.62+1.00 3.53+0.81 3.71+0.75 3.30+1.04 3.30+0.72

ma 7 69.44+1.96 -2.56+3.85 -13.75+9.47 3.59+1.05 3.40+0.86 3.58+0.80 3.17+1.09 3.17+0.77

1 83.17+1.90 -3.05+3.83 1.90+0.48 2.23+1.54 3.09+1.58 4.00+1.34 3.91+1.14 2.82+1.33

Koaservasyon 2 82.15+1.93 -3.01+2.14 2.05+0.14 2.20+0.99 2.96+1.03 3.87+0.79 3.78+0.59 2.69+0.78

yontemiyle 3 81.54+1.00 -2.95+1.65 2.1440.30 2.174+0.48 2.83+0.48 3.74+0.24 3.65+0.04 2.56+0.83

enkapsiile 4 80.24+3.09 -2.87+0.84 3.15+0.26 2.14+0.48 2.70+0.53 3.61+0.29 3.52+0.09 2.434+0.88

edilmis 5 79.38+3.68 -2.79+2.56 3.47+0.12 2.11+0.54 2.57+0.58 3.48+0.34 3.39+0.14 2.30+0.93

fikosiyanin 6 78.57+3.19 -3.31+£2.64 3.88+0.20 2.08+0.59 2.44+0.19 3.35+0.63 3.26+0.39 2.17+0.98

7 78.40+2.67 -3.12+0.20 3.93+0.18 2.05+0.64 2.3140.60 3.22+0.68 3.13+0.44 2.04+0.41

1 65.68+0.11 -23.43+0.24 -22.37+3.20 4.82+0.60 4.59+0.68 4.50+0.24 4.77+0.64 4.64+0.64

2 66.52+7.34 -23.15+0.22 -21.38+3.25 4.79+0.65 4.460.71 4.37+0.72 4.64+0.46 4.51+0.69

3 66.87+9.05 -22.58+1.20 -21.16+0.18 4.76+0.70 4.33+0.76 4.24+0.77 4.51+0.51 4.38+0.74

Brillant Blue 4 67.04£9.07 -22.01+2.39 -20.45+0.17 4.73+0.56 4.20+0.82 4.11+0.81 4.38+0.75 4.25+0.84

5 67.08+7.44 -21.68+2.68 -19.78+0.31 4.70+0.61 4.07+0.81 3.98+0.87 4.25+0.86 4.1240.80

6 67.37+0.33 -23.28+1.98 -20.80+3.74 4.67+0.85 3.94+0.91 3.85+0.92 4.12+0.66 3.99+0.89

7 68.44+5.15 -22.90+5.85 -20.42+3.87 4.64+0.90 3.8140.96 3.7240.97 3.99+0.71 3.86+0.94




Ek Cizelge 9(c). Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin renklendirici olarak
kremada kullaniminin depolama siiresince Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal 6zellikleri

Model

Gida Kullanilan iiriin ~ Giin L* a* b* Renk Goriiniis Doku Tat Ge.nel.
Uriinii Begeni

1 61.00+1.34 -1.33+0.13 -2.54+0.57 4.23+0.45 4.09+0.66 4.77+0.45 3.824+0.49 4.324+0.45

2 63.58+2.02 -1.68+0.34 -2.69+2.01 3.98+0.50 3.84+0.71 4.52+0.50 3.57+0.54 4.07+0.50

3 69.48+1.74 -2.56+0.40 -2.78+2.35 3.7340.55 3.59+0.76 4.27+0.55 3.32+0.59 3.8240.55

Saf Fikosiyanin 4 77.48+1.92 -2.89+0.36 -2.82+2.32 3.48+0.60 3.34+0.81 4.02+0.60 3.07+0.64 3.57+£0.60

5 85.11£2.12 -3.81+0.31 -2.96+1.99 3.2340.65 3.09+0.86 3.77+0.65 2.82+0.69 3.3240.65

6 84.18+2.08 -4.03+0.07 -2.95+0.41 2.98+0.70 2.84+0.91 3.52+0.70 2.57+0.74 3.07+0.70

7 84.3843.12 -3.86+0.72 -2.32+42.61 2.73+0.75 2.59+0.96 3.27+0.75 2.3240.79 2.82+0.75

1 70.39+4.47 -4.22+0.88 -3.33+3.07 4.00+0.75 3.73+0.56 3.68+0.50 3.55+0.79 3.82+0.47

Piiskiirtmeli 2 72.58+4.58 -4.2440.84 -3.454£2.97 3.97+0.80 3.60+0.61 3.55+0.55 3.42+0.84 3.69+0.52

'f“tr“t'[“";‘ 3 73.7543.95 -4.26+0.74 -3.5242.61 3.9440.85 3.47+0.66 3.4240.60 3.29+0.89  3.56+0.57

ye‘::(::;ilyl N 4 77.58+2.08 -4.28+0.20 -3.68+0.12 3.91£0.90  3.34+0.71 3.2940.65 3.16£0.94  3.43+0.62

edilmis 5 79.50+4.58 -4.29+.0.77 -3.79+0.32 3.88+0.95 3.21+0.76 3.16+0.70 3.03+0.99 3.30+0.67

fikosiyanin 6 79.37+£5.32 -4.3842.37 -3.74+1.46 3.85+1.00 3.08+0.81 3.03+0.75 2.90+1.04 3.17+0.72

Krema 7 77.10+£5.10 -4.39+1.44 -3.72+1.96 3.8241.05 2.95+0.86 2.90+0.80 2.77+1.09 3.04+0.77

1 83.39+5.48 -1.89+1.72 4.87+1.90 2.36+1.54 2.68+1.58 3.32+1.34 3.55+1.14 2.64+1.33

Koaservasyon 2 85.68+2.21 -1.96+0.54 4.99+1.93 2.334+0.99 2.55+1.03 3.19+0.79 3.42+0.59 2.51+0.78

yontemiyle 3 87.56+2.50 -2.05+4.75 5.02+1.00 2.30+0.44 2.42+0.48 3.06+0.24 3.29+0.04 2.38+0.83

enkapsiile 4 89.69+2.01 -2.17+5.76 5.58+0.32 2.27+0.49 2.29+0.53 2.93+0.29 3.16+0.09 2.25+0.88

edilmis 5 91.47+1.05 -2.26+5.57 5.98+1.46 2.24+0.54 2.16+0.58 2.80+0.34 3.03+0.14 2.12+0.93

fikosiyanin 6 90.34+1.28 -2.50+4.37 6.67+1.96 2.21+0.59 2.03+0.63 2.67+0.39 2.90+0.19 1.99+0.98

7 90.34+1.40 -2.58+0.06 6.98+1.90 2.18+0.64 1.90:£0.68 2.54+0.44 2.77+0.24 1.86+1.03

1 82.78+1.47 -8.03+0.55 -0.65+1.93 4.000.60 3.95+0.66 3.82+0.67 3.77+0.41 3.82+0.64

2 83.68+1.51 -8.58+0.61 -0.25+1.00 3.97+0.65 3.82+0.71 3.69+0.72 3.64+0.46 3.69+0.69

3 85.45+1.51 -8.99+0.60 -0.02+0.32 3.94+0.70 3.69+0.76 3.56+0.77 3.51+0.51 3.56+0.74

Brillant Blue 4 87.68+0.33 -9.58+0.47 0.01+1.46 3.91+0.75 3.56+0.81 3.43+0.82 3.38+0.56 3.43+0.79

5 88.13+0.37 -10.19+0.17 0.01+1.96 3.88+0.80 3.43+0.86 3.30+0.87 3.25+0.61 3.30+0.84

6 87.57+5.92 -10.61+0.97 0.08+1.90 3.85+0.85 3.30+0.91 3.17+0.92 3.12+0.66 3.17+0.89

7 87.08+7.24 -10.76+1.22 0.37+1.93 3.82+0.90 3.17+0.96 3.04+0.97 2.99+0.71 3.04+0.94




Ek Cizelge 9(d). Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin renklendirici olarak jolede
kullaniminin depolama siiresince Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal 6zellikleri

Model Genel
Gida Kullanilan iiriin ~ Giin L* a* b* Renk Goriiniis Doku Tat L.
Uriinii Begeni

1 34.54+0.32 2.90+0.12 -10.35+0.12 4.41+0.92 4.32+0.64 4.00+1.00 4.64+0.50 4.41+0.58

2 35.0+£3.23 2.94+0.26 -9.58+0.20 4.16+0.97 4.07+0.69 3.75+1.05 4.39+0.55 4.16+0.63

3 33.78+3.32 3.00+0.22 -9.52+0.18 3.91+0.72 3.82+0.74 3.50+1.10 4.14+0.60 3.91+0.68

Saf Fikosiyanin 4 33.62+3.34 3.06+0.46 -8.77+3.20 3.66+0.77 3.57+0.79 3.25+1.15 3.89+0.65 3.66+0.73

5 31.8343.68 3.09+0.39 -8.50+3.25 3.41+0.82 3.32+0.84 3.00+1.20 3.64+0.70 3.41+0.78

6 31.66+3.30 3.31+0.18 -8.23+0.18 3.16+0.87 3.07+0.89 2.75+1.25 3.39+0.75 3.16+0.83

7 30.86+2.90 3.32+0.18 -6.96+0.17 2.91+0.92 2.82+0.94 2.50+1.30 3.14+0.80 2.91+0.88

1 43.66+3.60 -0.80+0.17 -11.79+0.31 3.64+0.92 3.73+0.90 4.14+1.05 4.36+0.67 3.86+0.84

Piiskiirtmeli 2 42.14+1.19 -0.66+0.82 -11.2443.74 3.61+0.97 3.60+0.95 4.01+£1.10 4.23+0.72 3.73+0.89

Kurutma 3 41.87+2.32 -0.55+0.69 -11.07+3.87 3.58+1.02 3.47£1.00 3.88+1.15 4.10£0.77  3.60+0.94

ye(::::n;ylf 4 41.5942.09 -0.38+0.22 10.60£0.08  3.55+0.87  3.34+1.05 3.75+1.20 3.97+0.82  3.47+0.99

edill:nis 5 38.76+3.60 0.00+0.22 -10.53+0.20 3.52+0.92 3.21+1.10 3.62+1.25 3.84+0.87 3.34+1.04

fikosiyanin 6 38.32+1.64 0.09+0.18 -10.52+0.20 3.49+0.97 3.08+1.15 3.49+1.30 3.71+0.92 3.21+1.09

Jole 7 37.92+4.36 0.33+0.55 -10.4140.54 3.46+1.02 2.95+1.20 3.36+1.35 3.58+0.97 3.08+1.14

1 36.95+2.78 -0.04+0.53 -6.92+0.55 2.64+1.36 2.95+1.19 3.64+1.03 3.64+1.29 3.09+1.04

Koaservasyon 2 36.00+2.11 0.01+0.41 -6.86+0.53 2.61+0.81 2.82+0.64 3.51+0.48 3.51+0.74 2.96+0.49

yontemiyle 3 35.64+2.44 0.060.50 -6.35+1.21 2.58+0.26 2.69+0.09 3.38+-0.07 3.38+0.19 2.83+0.54

enkapsiile 4 35.58+2.31 0.23+0.12 -6.17+1.20 2.55+0.31 2.56+0.14 3.25+-0.02 3.25+0.24 2.70+0.59

edilmis 5 35.2242.46 0.39+0.10 -6.55+0.20 2.52+0.36 2.43+0.19 3.12+0.03 3.12+0.29 2.57+0.64

fikosiyanin 6 34.29+2.04 0.44+0.08 -5.91+0.35 2.49+0.41 2.30+0.24 2.99+0.08 2.99+0.34 2.44+0.69

7 33.4240.19 0.57+0.24 -5.55+0.30 2.46+0.46 2.17+0.29 2.86+0.13 2.86:+0.39 2.31+0.74

1 34.09+0.98 -1.25+1.32 -12.18+4.60 4.82+0.40 4.73+0.47 4.05+1.06 4.45+0.52 4.59+0.66

2 33.8142.14 -0.74+1.43 -11.55+4.59 4.79+0.45 4.60+0.52 3.92+1.11 4.32+0.57 4.46+0.71

3 31.20+3.21 -0.70+0.13 -11.10+0.94 4.76+0.50 4.47+0.57 3.79+1.16 4.19+0.62 4.33+0.76

Brillant Blue 4 30.5143.60 -0.24+0.23 -10.55+0.85 4.73+0.55 4.34+0.62 3.66+1.21 4.06+0.67 4.20+0.81

5 30.17+4.29 -0.14+0.53 -10.33+0.77 4.70+0.60 4.21+0.67 3.53+1.26 3.93+0.72 4.07+0.86

6 28.65+7.21 -0.12+0.73 -9.24+0.94 4.67+0.65 4.08+0.72 3.40+1.31 3.80+0.77 3.944+0.91

7 28.36+8.45 0.51+0.23 -7.74+0.85 4.64+0.70 3.95+0.77 3.27+1.36 3.67+0.82 3.81+0.96




Ek Cizelge 9(e). Enkapsiile edilmemis, ptskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin renklendirici olarak asitli-
gazli igecekte kullaniminin depolama siiresince Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal 6zellikleri

Model

Gida Kullanilan iiriin ~ Giin L* a* b* Renk Goriiniis Doku Tat Ge.nel.
Uriinii Begeni
1 34.26+0.45 1.44+0.12 -7.00£0.12 4.32+0.78 4.23+0.88 4.30+0.67 3.67+1.66 4.09+0.97
2 31.62+1.27 1.43+0.20 -6.19+0.26 4.07+£0.83 3.98+0.93 4.05+0.72 3.42+1.71 3.84+1.02
3 29.36+1.54 1.32+0.18 -5.75+0.22 3.82+0.58 3.73+£0.98 3.80+0.77 3.17£1.76 3.59+1.07
Saf Fikosiyanin 4 27.88+1.70 1.274£1.20 -5.40+0.46 3.57+0.63 3.48+1.03 3.55+0.82 2.92+1.81 3.34+1.12
5 27.27£1.70 1.19+£0.25 -5.20+0.39 3.32+0.68 3.23+1.08 3.30+0.87 2.67+1.86 3.09+1.17
6 27.09£1.79 1.18+0.18 -5.02+0.18 3.07+0.73 2.98+1.13 3.05+0.92 2.42+1.91 2.84+1.22
7 25.13+3.27 1.144+0.17 -4.95+0.18 2.82+0.78 2.73+1.18 2.80+0.97 2.17+1.96 2.59+1.27
Piiskiirtmeli 1 53.57+£3.75 -3.27+0.31 -12.49+0.17 3.41£1.07 3.23£1.13 3.40+0.84 3.61+0.78 3.32+0.84
Kurutma 2 52.16+4.28 -3.59+0.74 -12.37+0.82 3.38+1.12 3.10+1.18 3.27+0.89 3.48+0.83 3.19+0.89
yontemiyle 3 51.41+4.63 -2.75+1.87 -12.224+0.69 3.354+0.97 2.97+0.83 3.14+0.94 3.35+0.88 3.06+£0.94
enkapsiile 4 50.49+4.73 -3.13+0.08 -12.07+0.22 3.32+0.82 2.84+0.88 3.01+0.99 3.22+40.93 2.934+0.99
- edilmis 5 50.30+4.37 -2.03+0.20 -11.90+0.22 3.294+0.87 2.71+0.93 2.88+1.04 3.09+0.98 2.80+1.04
Asitli- fikosiyanin 6 50.29+4.40 -2.49+0.20 -11.25+0.18 3.26+0.92 2.58+0.98 2.75+1.09 2.96+1.03 2.67+1.09
Gazh 7 49.07+1.95 -2.64+0.54 -11.14+0.55 3.23+0.97 2.45+1.03 2.62+1.14 2.83£1.08 2.54+1.14
icecek 1 39.43+2.81 -0.34+0.55 -7.26+0.53 1.55+1.36 1.30+0.19 1.67+1.03 1.81£1.29 1.45+1.04
Koaservasyon 2 36.78+2.34 0.01+0.53 -6.53+0.41 1.52+0.81 1.37+0.64 1.54+0.48 1.68+0.74 1.32+0.49
yontemiyle 3 34.734+2.55 0.01£6.21 -6.32+0.50 1.49+0.26 1.34+0.09 1.41£0.07 1.55+0.19 1.19+0.54
enkapsiile 4 33.544+2.08 0.03+6.20 -6.03£0.12 1.46+0.31 1.31+0.14 1.28+0.02 1.42+0.24 1.06£0.59
edilmis 5 32.70+0.53 0.14+0.20 -5.89+0.10 1.43+0.36 1.38+0.19 1.15+0.03 1.29+0.29 1.93+0.64
fikosiyanin 6 32.52+0.63 0.20+0.35 -5.81+0.08 1.40+0.41 1.35+0.24 1.32+0.08 1.16+0.34 1.80+0.69
7 31.53+0.77 0.224+0.30 -5.63+0.24 1.37+0.46 1.32+0.09 1.39+0.13 1.33+0.39 1.67+0.74
1 33.95+1.29 0.8540.60 -7.13+£1.32 4.45+0.82 4.59+0.66 4.60+0.70 4.28+0.91 4.55+0.82
2 30.76+1.30 0.83+0.59 -6.82+1.43 4.42+0.87 4.46+0.71 4.47+0.75 4.15+0.96 4.42+0.87
3 30.16+1.63 0.754+0.94 -6.65+0.13 4.39+0.92 4.33+0.76 4.34+0.80 4.02+1.01 4.29+0.92
Brillant Blue 4 28.57+1.51 0.68+0.85 -5.76+0.23 4.36+0.87 4.20+0.81 4.214+0.85 3.89+0.66 4.16+£0.97
5 27.33+1.48 0.66+0.77 -5.61+0.53 4.33+£0.92 4.07+0.86 4.08+0.90 3.76+0.61 4.03+1.02
6 26.35+3.97 0.56+0.94 -5.52+0.73 4.30+0.97 3.94+0.91 3.95+0.95 3.63+0.66 3.90£1.07
7 26.14+5.00 0.52+0.85 -5.43+0.23 4.27+1.02 3.81+0.96 3.82+1.00 3.50+0.71 3.77+1.12




Ek Cizelge 9(f). Enkapsiile edilmemis, piiskiirtmeli kurutma ve koaservasyon yontemiyle optimum kosulda mikroenkapsiile edilmis fikosiyaninin renklendirici olarak kekte
kullaniminin depolama siiresince Hunter L*, a* ve b* renk degerleri ve duyusal 6zellikleri

Model Kullanilan iiriin Giin L* a* b* Renk Goriiniis Doku Tat Genel
Gida Begeni
Uriinii
Kek Saf Fikosiyanin 1 66.25+1.51 -0.76+0.01 20.22+0.81 2.63+1.15 4.29£1.05 4.13£1.00 4.67+0.49 4.04+0.78
2 67.86+1.50  -0.66+0.11  21.01+0.61  2.50+1.05 4.01+0.05 3.7340.10 3.02+0.91 3.08+0.80
3 65.96+1.41  -0.70+0.31  22.09+0.78  2.52+1.07 3.2540.53 2.88+0.20 2.61+0.63 3.04+0.28
Piiskiirtmeli Kurutma 1 68.13+1.20  -0.87+0.12  21.02+0.65  2.17+0.72 3.67+0.78 3.63+0.98 4.33+0.78 3.71+0.86
yontemiyle enkapsiile 2 68.86+1.03  -0.66+0.01 21.08+0.98  2.02+0.62 3.05+0.81 3.3240.84 3.67+0.75 3.61+0.66
edilmis fikosiyanin 3 68.44+1.11  -0.60£0.02  22.3040.71  2.09+0.54 275036  2.53+0.80 2.58+0.72 2.96:0.81
Koaservasyon 1 66.32+0.51 -0.39+0.01 22.35+0.99 1.79+0.72 3.50+0.67 4.00+0.74 4.33+0.65 3.58+1.08
yontemiyle enkapsiile 7 67.08+0.91  -0.41+0.01  22.76+0.96  1.74+0.75 3.36+1.15 3.75€0.77  3.13+0.75 3.15+1.18
edilmis fikosiyanin 3 66.06:0.65  -05240.02 22784091 1724072  320+0.67  3.50£049 3304045  2.84+1.08
Brillant Blue 1 58.58+1.50 -18.62+0.73  7.07+0.61 4.46+0.78 4.544+0.66 4.38+0.83 4.50+0.67 4.46+0.66
2 62.08+1.25  -18.60+0.81  7.53+0.51 4.36+0.74 4.24+0.55 3.73+0.73 4.08+0.65 4.06+0.67
3 60.81+1.91  -18.64+0.91  7.91+0.51 4.10+0.83 4.01+0.76 3.58+0.89 4.00+0.67 4.02+0.62




Ek Sekil 10. Model gida deneleri duyusal degerlendirme tabagi (A: Kremsanti, B: Dondurma, C: Krema, D: Jole, E: Asitli ve gazli igecek, F: Kek)







