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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Zein-Kazein ile Kapsiillenmis Nane Ugucu
Yagmin Antioksidan ve Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi” bashkli bu galismanin
bilimsel etik kurallarina aykir1 diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigimi ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin i¢inde hem de kaynaklarda yontemine uygun bigimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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Mikrokapsiilasyon, ugucu yaglarin bilesen stabilitesinin saglanarak saklanmasi ve
biyoaktif 6zelliklerinin korunmasi ve/veya arttirilmasi i¢in siklikla bagvurulan bir yontemdir.
Cekirdek ve kabuk materyal secimi ile mikrokapsiilasyon etkinligi, ¢ekirdegi koruma etkinligi
ve mikrokapsiil kararlilig1 gibi karakteristik 6zellikler sekillenmektedir. Bu ¢alismada Sivi-sivi
dispersiyon ve liyofilizasyon yontemleri ile hazirlanan; zein ve farkli oranlarda zein/kazein
kompleksleri kullanilarak elde edilen bos ve nane (Mentha spicata) ugucu yagi merkezli
mikrokapsiillerin etkinlik, antioksidan, antimikrobiyal, boyut ve yiizey, salim periyodu
Ozellikleri belirlenmistir.

Caligmada nane bitkisinden Clevenger diizenegi kullanilarak ortalama %1 oraninda
ucucu yag elde edilmistir. Nane ugucu yaginin yapisinda bulunan bilesen ve miktarlar1 (%)
tespit etmek icin GC-MS teknigi kullanilmis ve tespit edilen 24 bilesen igerisinde major
bilesenin %45.53 oranla karvon oldugu belirlenmistir.

Zeine farkli oranlardaki (%1, %3, %5, %7, %9, %11, %13 ve %15) kazein ilavesi ile
elde edilen mikrokapsiillerin kapsiilasyon etkinligi en yiiksek %54.66+3.76 olarak %13’liik
zein-kazein formiilasyonu ile saglanirken, sadece zein kullanilarak elde edilen mikrokapsiillerin
kapsiilasyon etkinligi %46.84+0.22 olarak belirlenmistir.

Mikrokapsiillerin morfolojisi SEM ile incelenmis kazein parcaciklarmnin kapsiil yapisini
destekledigi gorilmistiir. Hazirlanan salim ortaminda zein-nane mikrokapsiillerinin zein-
kazein-nane mikrokapsiillerine gére daha hizli ve fazla salim sagladig1 tespit edilmistir. Zein
kabuk materyalli mikrokapsiiller %64.27 oraninda salim yaparken, zein-kazein kabuk materyalli
mikrokapsiillerdeki salim oran1 %37.86 olarak tespit edilmistir.

Zein-kazein-nane mikrokapsiillerinin antioksidan aktivitesi serbest ugucu yaga ve zein-
nane mikrokapsiillerine gére daha istiin bulunmustur. Serbest formda bulunan nane ugucu
yagmin antimikrobiyal kapasitesinin mikrokapsiil forma kiyasla daha yiiksek oldugu bu
¢alismanin 6ne ¢ikan verileri arasindadir.

ANAHTAR KELiMELER: Mikrokapsiilasyon, zein, kazein, Mentha spicata, ugucu yag,
antioksidan, antimikrobiyal
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Microencapsulation is a useful and often preferred process to preserve by providing the
component stability of the essential oils and to prevent or/and increase bioactivity properties.
Characteristic features such as microencapsulation efficiency, microencapsule stability and
protection of core are shaped with selected core and coat materials. In this research, the
efficiency, antioxidant, antimicrobial, surface and size properties and release period based on
empty and essential (volatile) spearmint (Mentha spicata) oil microcapsules which are obtained
via zein and zein/casein complexes and prepared with liquid-liquid dispersion and lyophilization
techniques are identified.

In the study, average 1% essential oil is obtained from spearmint plant with the help of
the clevenger apparatus technique. The GC-MS technique is used for determining the
components of the spearmint essential oils and their amounts (%). Among 24 detected
components, the major one is carvone (45.53%).

While the encapsulation efficiency of 13% zein-casein formulation was 54.66%+3.76%
which is the highest encapsulating retention success among the different concentrations (1%,
3%, 5%, 7%, 9%, 11%, 13%, and 15%) of zein-casein microcapsules, the encapsulation
efficiency value of microcapsules obtained by using only zein was 46.84%:+0.22%.

When investigated microcapsules were by SEM, it was observed that the structure of
capsule was supported by casein particles. In addition to that, in the release rate test, release of
the spearmint essential oil from microcapsules was determined as 64.27% in microcapsules
obtained by using only zein. The release rate of the microcapsules zein-casein was determined
as 37.86%.

Antioxidative activity of zein-casein-mint microcapsules is found to be superior to the
essential oil and zein-mint microcapsules. The study shows us that the antimicrobial capacity of
mint essential oil in free-from is higher than the one in microencapsule form.

KEYWORDS: Microencapsulation, zein, casein, Mentha spicata, essential (volatile) oil,
antioxidant, antimicrobial
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1. GIRIS

Glinliimiizde sentetik kimyasal ilaglar ve katki maddelerinin asir1 ve bilingsiz kullanimi
mikroorganizma direncine, akut ve kronik toksisiteye, teratojeniteye neden olmaktadir. Ayrica
bu kimyasallarin uzun vadede olusabilecek farkli yan etkilerine karsi artan bir endise de vardir.
Insan saghg, gida giivenilirligi ve ¢evre saghgl agisindan artan endiseler ve mevzuat
kisitlamalarmin da etkisiyle tiiketici ve iireticiler “dogal” alternatiflere yonelmekte ve bu
konuya iligkin c¢aligmalar her gecen giin artmaktadir. Literatiirde dogadaki bilesenlerin
antioksidan, antimikrobiyal 6zellikleri lizerine ¢ok sayida ¢alisma vardir ve bir¢ok aragtirmanin
odaginda aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglar yer almaktadir. Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan Genellikle Giivenli Olarak Kabul Edilen (GRAS) olarak
smiflandirilan bitkisel kokenli etken maddeleri i¢inde bulunduran ugucu yaglar ve major
bilesenlerinin kullanimi sentetik kimyasallarin kullanimina alternatif olusturarak bunlarin neden
oldugu olumsuz durumlarin 6niine gecilmesi amaglanmaktadir. Gida kdkenli antimikrobiyal
ajanlar, gida trtinlerini mikrobiyolojik olarak daha giivenli ve daha kaliteli hale getirmek igin,
patojen mikroorganizmalar: inhibe ederek, mikroorganizmalarla miicadeleye 6nemli katkilar
saglarlar. Bu antimikrobiyal ajanlar gida formiilasyonuna dahil edildiginde protein ve lipid gibi
gida bilesenlerine baglanarak, bu bilesenlerin mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilirligini
smirlamaktadirlar [1]. Hayvan ve bitki dokularinda dogal olarak olusan antimikrobiyal ajanlar,
bulunduklar1 ortamda mikrobiyolojik istilaya karsi savunma mekanizmalarinin bir pargasi
olarak evrimlesmis ve mevcut gidalarda dogal igerik olarak var olmuslardir [2, 3]. Bitki
yaglarmin ve Oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi uzun yillardir bilinen bir gercektir. Ucucu
yaglarin bakteriler, mayalar ve mantarlara karsi biiylime inhibisyonu da dahil olmak {izere genis
bir biyolojik aktivite yelpazesi vardir [4, 5]. Ugucu yaglarin kimyasal koruyucularda oldugu gibi
sinirli miktarda degil, antimikrobiyal etkiyi sagladiklari kritik miktar ve lizerinde kullanilmalari,
etkili bir antimikrobiyal aktivite saglamakta ancak yogun aroma igerikleri istenmeyen tat ve
lezzete sebep olmaktadir [6].

Antioksidanlar oksidatif reaksiyonlarin baglamasini, devam etmesini inhibe eden ve/
veya yavaglatan etkiye sahip serbest radikal siipiiriicii maddelerdir. Gidalardaki 6zellikle protein
ve lipid oksidasyonuna bagli bozulmalar1 6nlemek igin gida katki maddeleri olarak yaygin
kullanilirken; viicuttaki biyokimyasal reaksiyonlarn birer {iriinii olan serbest radikallerin
sorumlu oldugu kronik hastaliklarin, ¢esitli yasam tarziyla ilgili hastaliklarin ve yaslanmanin
onlenmesinde ila¢ ve kozmetik endiistrisinde énemli bir role sahiptirler. Lipid oksidasyonun
onlenmesi i¢in gidalarda yapay antioksidan maddelerin kullanilmasi, karsinojenik potansiyele
bagli olarak siiphe yaratmaktadir [7-9]. Sentetik antioksidanlarin giivenligi ve kullanim
hakkindaki siipheler ilk kez 1960'larin basinda Lalas ve Tsaknis (2002) tarafindan belirtilmistir
[10, 11]. Son yillarda, uygulanabilir ve daha giivenli dogal antioksidanlar1 arastirmaya yonelik



bir¢ok ¢aligma yapilmigtir [9, 12-16]. Giliniimiizde arastirmalarin odak noktasi dogal antioksidan
tirevleri, 6zellikle yiiksek antioksidan ozelliklere sahip bitki polifenolleri olup, tiiketim i¢in
yiiksek oranda tavsiye edilmektedir [17].

Tibbi aromatik bitkiler ve baharatlar yiizyillardan bu yana gerek hastaliklarin
tedavisinde gerekse aroma verici olarak insanoglu tarafindan kullanilmaktadir. Dogal ugucu
yaglar aromatik bitkilerin ¢igek, yaprak, govde gibi kisimlarindan elde edilmektedirler.
Baharatlarin 6giittilmesi ile bitkinin salgi hiicreleri, bezleri ve yagimin bulundugu diger dokular
parcalanmakta ve pargalanan dokulardan disar1 sizan ugucu yaglar suda hafifce ¢6ziinerek, suya
tat ve kokularim vermektedirler. Ugucu yaglar terpenler, alkoller, esterler, aldehitler, ketonlar,
fenoller, eterler ve diger kiigiik bilesikleri igeren yapilardir [4, 5]. Lipidlere benzer
Ozelliklerinden dolay1 yag olarak adlandirilirlarken; oda sicakliginda ugucu ozellikte
olmalarindan dolay1 ugucu yag, aromatik &zelliklerinden ve bilesenlerinden dolay1 aromatik
yag, esans Ozelligi tasidiklarindan dolay1 esansiyel yag olarak adlandirilmaktadirlar. Ugucu
yaglar igerdikleri etkin biyoaktif bilesenler nedeniyle gida, ilag¢ ve kozmetik amagh
kullanilmaktadirlar. Bu bitkilerin pazari ve dolayisiyla yetistiriciligi 6nem tagimaktadir. Sezik
vd. (2006) yaptiklar: bir ¢alismada ugucu yaglarin %65’lik bir boliimii ¢ali-odunsu, ¢ok yillik
bitki tiirlerine (yasemin, giil, turunggiller vb.) ait olmakla birlikte, otsu bitkiler arasinda yer alan
nane bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin, ilk sirada oldugunu bildirmislerdir [18]. Farkli
sekillerde; demleme islemi ile ¢ay olarak, yemeklere lezzet katmak i¢in kullanilan ¢ok sayida
bitki ve baharat, dogal antioksidanlarin 6vgiiye deger kaynaklar1 olarak degerlendirilmektedir
[19]. Baharat ve bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri, esansiyel yaglarin,
biyoaktif bilesenlerin ve fenolik bilesenlerin varhigina baglanmaktadir [20, 21]. Ayrica bitki
polifenollerinin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 istiin koruma yetenegi gibi pozitif
saglik etkileri oldugu belirtilmektedir [17].

Mentha tiiriinii de i¢inde barindiran Lamiaceae familyasina ait bitkilerin fonksiyonel
ozellikleri tizerinde uzun yillardan beri ¢aligmalar devam etmektedir. Bu bitkiler esansiyel yag
iceren diger bitkilerde oldugu gibi, kimyasal kompozisyonlarindaki major bilesenlere gore
cesitli antimikrobiyal, antiviral, antioksidan etkilere sahiptirler. Fakat esansiyel yaglarin genel
olarak gidalarda Biitillendirilmis Hidroksi Toluen (BHT) gibi sentetik antioksidanlardan daha az
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir. Hatta BHT’den daha yiiksek
konsantrasyonda esansiyel yag kullaniminda, gida tirtinlerinde tiiketicilerin kabul edilebilirligini
negatif yonde etkileyen yogun bir aroma olusumuna sebep oldugu bildirilmektedir [22-25].
Tibbi ve aromatik yonden degerli bir bitki sinifi olan Mentha bitkisinin, kullanim agisindan da
en fonksiyonel kismi esansiyel yag fraksiyonudur. Gida endiistrisinde tatlandirici, aroma verici
olarak da kullanilmakta olan nane ugucu yagi, antioksidan, antimikrobiyal ve duyusal
ozelliklerinden dolay1 da kendisine farkli kullanim alanlar1 yaratmaktadir. Mentha tiirleri ve

esansiyel yaglar1 uyarici, yatistirici, antiviral ve antibakteriyel etkiler sergilemekte, ayrica
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literatiirde antiinflamatuar, antiemetik, antispazmodik, agr1 kesici, bulant1 giderici, bronsit, gaz,
anoreksi, iilserli kolit ve karaciger sorunlarini tedavi edici etkilerinden bahsedilmektedir [26-
29].

Ucgucu yaglar ¢ok 6nemli dogal biyoaktif &zelliklerine ragmen, az miktarlarda dahi
kullamldiginda gidanin duyusal 6zelliklerinde arzu edilmeyen degisikliklere neden olmalari,
sulu ortamlarda hidrofobik davranig sergilemeleri, ucucu o6zelliklerinden dolayr kayiplar
yaganmast ve kontrolsiiz aktivite gosterip biyoaktif oOzelliklerini hizli tiiketmeleri gibi
dezavantajlara sahiptirler. Ayrica depolama kosullarina bagli olarak ortamdaki oksijen, nem,
sicaklik, 1s1k gibi etkenlerden c¢abuk etkilenmeleri, kimyasal kompozisyonlari ve duyusal
ozelliklerinde zamanla istenmeyen degisiklikler meydana gelmesine neden olmaktadir. Tiim bu
nedenlerle ugucu yaglarin bilesen stabilitesinin saglanarak saklanmasi, biyoaktif 6zelliklerinin
korunmasi ve/veya arttirilmasi igin mikrokapsiilasyon yontemi 6ne ¢ikmaktadir.

Kapsiilasyon genellikle ¢evre sartlarina karsi hassas gekirdek materyalin, polimer
yapidaki koruyucu kabuk materyal i¢ine hapsedilerek, toz kapsiiller halinde, sabit kat1 formlara
doniistiirilmesi islemidir. Kapsiilasyon uygulamalarinda amag; ¢ekirdek materyal olan aktif
bilesiklerin sabit kat1 formlara doniistiiriilmesiyle biyoyarayisliliklarinin artirilmasi, korunmasi
ve Uriinlerin islenmesinde {stlinlik kazanmasidir. Mikrokapsiilasyon farmasétik, niitrasotik,
eczacilik, gida, kagit, kozmetik sektorleri gibi farkli alanlarda yer edinmistir. Gida sanayinde
kat1 formdaki mikrokapsiiller gida katki maddeleri ve takviye gida maddeleri olarak
kullanilmaktadir. Kapsiilasyon uygulamalarinda tasiyici olan kabuk materyal gida sinifinda
olmalidir. Mikrokapsiilasyon nem, pH, 1sik, oksidasyon gibi cevresel sartlara karsi koruma
saglarken kontrollii salim mekanizmasi ile aktif maddelerin gida i¢cinde ve canli viicudundaki
yararlilig1 artmaktadir. Mikrokapsiil iceriginin kontrollii salimi; kesme, ¢oziilme, 1sitma, pH
degisimi ve/veya enzim varhigi gibi faktorler tetikleyebilmektedir [30]. Mikrokapsiiller,
kullanilan materyal ve elde edilme yontemine gore farklilik gosteren, 1-1000 pm boyut
araliginda, morfolojik olarak farkli yapilara ve 6zelliklere sahip en az bir ¢ekirdek materyal ve
bir kabuk materyalden olusan yapilardir [31]. Cekirdek fazin kapsiil igindeki dagilim
Ozelliklerine gore mikrokapsiillerin morfolojisi; mikrokapsiil, mikrokiire, ¢ok tabakali
mikrokapsiil, ¢ok govdeli ve ¢ok ¢ekirdekli mikrokiireler seklinde siniflandirilmaktadir [30].
Mikrokapsiilasyon uygulamalarinda piskiirtmeli kurutma, sprey sogutma, akiskan yatakli
kaplama, havali siispansiyon kaplama, ekstriizyon, santrifiijlii ekstriizyon, dondurarak kurutma,
koaservasyon, rotasyonlu siispansiyon ayrilmasi, kokristalizasyon, lipozom sikigmasi, ara ylizey
polimerizasyonu, molekiiler inkliizyon gibi birgok yontem kullanilmaktadir. Yontem se¢imi,
mikropartikiillerin istenen boyutu, uygulanacagi gidanin tiirli, gidalarda veya gastrointestinal
sistemde ¢ekirdek materyalin kontrollii salinmas1 gibi dnemli degiskenlere baglhidir [32].

Mikrokapsiilasyon yontemi ile ugucu aromatik bilesenler ile ugucu yaglarin ve

bilesenlerinin stabilitesi, ¢evresel sartlara kars1 dayanimi, lezzetlerinin korunumu, maskelenmesi
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ve kontrollii salimi istenilen seviyelerde saglanabilmektedir. Yeniden ¢6ziiniir ve/veya kontrollii
salim 6zelligine sahip toz formunda elde edilen kapsiiller, kat1 gidalara kolaylikla uygulanarak
istenilen Ozellikleri iriine saglarken, raf Omriinii de iyilestirmektedir. Bu tip ¢ekirdek
materyallerin kapsiilasyonunda karbonhidratlar, proteinler, lipidler, mumlar gibi biyolojik kabuk
materyalleri kullanilmaktadir. Karbonhidrat, protein ve lipidlere plastiklestiricilerin eklenmesi,
modifiye edilmesi gibi yontemler, mevcut bilesenlerin yenilebilir 6zelliklerini kaybetmeleri,
toksisiteleri, kanserojenik etkilerinin tam olarak bilinememesi ve tiiketici kaygilar1 gibi
sebeplerle gida sanayinde tercih edilmemektedir. Mikrokapsiilasyon uygulamalarinda kabuk
materyalleri arasinda nigastalar, maltodekstrin, arap zamki, pektin, kitozan, aljinatlar gibi
polisakkaritler yer almaktadir. Hayvansal (peynir alt1 suyu proteinleri, jelatin, kazein) ve bitkisel
(soya proteinleri, bezelye proteinleri, tahil proteinleri) proteinler de aktif maddelerin
kapsiillenmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlarin yanisira yulaf, bugday, arpa ve
musir gibi hububat proteinleri, beslenme ve islevsel Ozellikleri agisindan potansiyel gida
kaynaklarini olusturmaktadir [30]. Mevcut kabuk materyallerin tek basina optimum degerleri
saglayamadigi durumlarda aynmi veya farkli gruplardan birden fazla kabuk materyali
kullamlabilmektedir. Bu nedenle kabuk materyal olarak polimer komplekslere/kompozitlere
yonelim artig gostermektedir. Bu ¢alismanin i¢ginde de 6rnekler sunulacag tizere literatiirde tibbi
aromatik bitkilerin ugucu yaglar1 ve etkin maddelerinin mikrokapsiilasyonu ve kompozit kabuk
materyal kullanimi tizerine gesitli ¢alismalar yer almaktadir. Kabuk materyal sec¢imi
mikrokapsiilasyon etkinligi, verimlilik oranini, ¢ekirdegin dis faktorlerden korunma
ozelliklerini, mikrokapsiil kararlilig1 gibi kapsiil 6zelliklerine etki eden 6nemli bir faktordiir.
Zein musirdaki ana depo proteini olup, FDA tarafindan GRAS ve gida maddesi olarak
kabul edilen bir tirtindiir. Misirdan ekstrakte edilerek elde edilen prolamin grubundaki zein, sulu
alkol c¢ozeltilerinde ¢Oziinen, iyi film olusturabilme ozellikleri ile taninan bir protein
fraksiyonudur [30]. Teknik olarak, zein gibi alkolde ¢oziiniir proteinden yapilmis filmler, diger
proteinlere kiyasla nispeten yiiksek bariyer Ozelliklerine sahiplerdir. Biyobozunur ve
biyouyumluluk o6zellikleri potansiyel bir kapsiilleme materyali olarak kullanimina olanak
saglamaktadir. Nispeten hidrofobik ve termoplastik bir protein olan zein, yapisinda bulunan
hidrofobik, hidrojen ve sinirh distilfiir baglar1 sayesinde, iyi bir film ve kaplama ajam olarak
kullanilmaktadir [33]. Yapisinda 3/4 oraninda lipofilik ve 1/4 oraminda hidrofilik amino asit
kalintis1 igermekte [34] olup, hidrofobik yapisi nedeniyle yenilebilir film ve kaplamalarda [5],
yiiksek lipofilik yapis1 sayesinde de yagda ¢oziinen bilesiklerin mikrokapsiilasyonu ve kontrollii
salimi i¢in uygun bir tastyici ajan rolii iistlenmektedir. Kiire, ¢ubuk ve film de dahil ¢esitli
mikroyapilara kendiliginden gecis yapabilme yetenegi zein molekiiliiniin amfifilik yapida
olmasindan kaynaklanmaktadir [35]. Hidrofilik 6zelligi yanisira yiizey morfolojisi gibi diger
yiizey Ozellikleri sayesinde zein iceren mikrokiirelerin yiizey ozelliklerinin aktif bileseni

hapsetme veya kapsiilasyon verimliligini 6nemli oranda etkiledigi bildirilmektedir [36]. Misir
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proteini zeinin, biyoaktif bilesenlerin kapsiillenmesinde kabuk materyali olarak kullanimi uzun
stiredir bilinmektedir [37].

Siit proteinleri, hidrofobik molekiilleri baglama, diger biyopolimerlerle etkilesme,
emiilsiyonlar1 stabilize etme, jel olusturma ve belli seviyelere kadar oksidasyonu geciktirme gibi
onemli fonksiyonel 6zelliklere sahiptirler [38]. Siit bilesenlerinden kazein, siit proteinlerinde
%80 oranda bulunan, sindirimi ve emilimi ¢ok yavas olan bir proteindir. Suda ¢6ziindiirme,
ardindan dékme ve kurutma yontemleri uygulanarak elde edilen kazeinatlar pek ¢ok yenilebilir
film ve kaplamalarin iiretiminde kullanilmaktadir [33]. Ancak, suda ¢6ziiniir olmasi ve sulu
ortamlarda hizli salim profilleri géstermesi en biiyiik dezavantajlaridir. Kazeinat filmler seffaf
ve esnek olmalarina ragmen, zayif su bariyeri 6zelligine sahiptirler. Kimyasal ¢apraz baglama,
bilesenleri hapsetme ve kontrollii salim 6zelliklerini gelistirmek igin uygulansa da toksisiteye ve
istenmeyen reaksiyonlara neden olabileceginden gida ve ilag sanayinde pek tercih
edilmemektedirler [39]. Karsilastirilabilir analiz kosullarinda, kazein filmlerinin, gluten ve soya
protein filmleri ile benzer, zein filmlerine gore ise daha diisiik nem bariyerlerine sahip oldugu
bildirilmektedir [33]. Gida iiriinlerinde serbest film ve kaplama olusumu igin kullanilmakta olan
kazein, alerjenik potansiyellerine ragmen benzersiz  ozellikleri  nedeniyle gida
mikrokapsiilasyonunda da yaygin kullanim alan1 bulmaktadir [40]. Kazeinlerin, gida {iriiniiniin
besin 6zelliklerini etkilemeden, midede kolaylikla sindirilebildigi ve boylece sindirim sirasinda
tutulan bilesigin daha sonra serbest kalmasimi sagladigi kanitlanmistir. Kazein, dogal, ucuz,
hazir, toksik olmayan, stabil, biyolojik olarak uyumlu ve pargalanabilir ve GRAS &zellikli bir
proteindir [38].

Zein/kazeinat kompleks nanopartikiiller, ugucu yaglar, yagda ¢6ziinen vitaminler ve
fitokimyasallar dahil olmak iizere gesitli lipofilik bilesiklerin kapsiillenmesi i¢in uygun bir
komplekstir [41-44]. Kazeinin zein ile etkilesime girdigi ve zein nanopargaciklarinin olusumunu
kolaylagtirdigi  belirlenmistir. Zein/kazein mikrokapsiilleri, zein nanopargaciklar1 ile
kiyaslandiginda, yiizey hidrofobisitesinde azalma oldugu ve bunun sonucunda zein/kazein
kompleksinin  su dagilimini iyilestirdigi  belirtilmektedir. Ayrica, kazein/zein nano
parcaciklarinin agregasyona karst elektrosterik stabilizasyonunu saglayan, negatif yiikli
gruplarin 6nemli bir kismuni tasidigi bildirilmektedir [45]. Zein ve zein/kazenin birlikte
kullanildigi calismalar 1s1¢inda mikrokapsiilasyonda kabuk materyal olarak zein/kazein
kompleksinin kullanilarak o6zellikleri 1iyilestirilmis mikrokapsiillerin elde edilebilecegi
diisiiniilmektedir.

Bu calisma, yaygin olarak kullanilan nane ugucu yaginin, sivi-sivi dispersiyon ve
liyofilizasyon yontemleri kullanarak, zein ve zeine farkli oranlarda kazein ilave edilerek
hazirlanan zein-kazein kompleksi ile mikrokapsiilasyonunu ve elde edilen mikrokapsiillerin
kapstilasyon etkinligi, antioksidan, antimikrobiyal, boyut, ylizey ve salim 0&zelliklerinin

incelenmesini igermektedir. Bu c¢aligmanin ilk amaci elde edilen analiz degerlerinden
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yararlanarak, farkli oranlarda kazein igeren zein/kazein kompleks yapisinin zein
mikrokapsiillerin 6zellikleri {izerine etkisinin saptanip yorumlanmasidir. ikinci amag ise
mikrokapsiillenmis nane ugucu yagimn, serbest nane ugucu yagina gore antioksidan,
antimikrobiyal &zelliklerinin gelisiminin saglanmasidir. Uciincii amag ise liyofilizasyon islemi

ile elde edilen nane ugucu yag igeren mikrokapsiillerin yiizey morfolojisinin saptanmasidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Mikrokapsiilasyon

Kapsiilasyon ¢ekirdek materyallerin kabuk materyaller ile paketler halinde kaplanmasi
islemidir. Kapsiilasyon teknolojisi ¢ekirdek materyalin korunmasini, stabilizasyonunu,
istenmeyen tat-kokunun maskelenmesini, in vivo/in vitro ortamlarda kiitle transferini kontrol
altina alarak tasmmasi, yavas ve nispeten kontrollii saliminin saglanmasi igin gelistirilen bir
teknolojidir. Kapsiilasyon islemlerinde kati, sivi ve ugucu ya da sabit; ilaglar ve bilesenleri, gida
maddeleri ve bilesenleri (ugucu yaglar, biyoaktif bilesenler, doymamis yag asitleri, vitaminler,
mineraller, enzimler, aroma maddeleri, pigmentler v.b), mikroorganizmalar ve kaplanacak diger
maddeler “6z, ¢ekirdek, i¢ faz, aktif madde, dolgu ya da merkez materyal” olarak adlandirilirlar.
Cekirdek materyali saran ya da partikiiller seklinde i¢ine alan, stabil kat1 bilesenlere “membran,
kaplama, tasiyici, enkapsiilant ya da kabuk materyali” denilmektedir. Kapsiilasyon gida
sisteminin reolojik Ozelliklerini gelistirmek, besin degerini yiikseltmek, tat ve aroma
maddelerinin kaybim azaltmak, antioksidan ve antimikrobiyal etkiyi arttirmak, pigmentleri,
esmerlesme reaksiyonlarini durduran iyonlar1 ve vitaminleri iriiniin igerisinde tutarak gida
kalitesini ve raf omriinii arttrmak [46-52], sindirilebilirligi saglamak, olgunlagsma siiresini
kisaltmak gibi bir¢ok farkli amagla uygulanmaktadir [53]. Gida bilesenlerinin uygun bir polimer
yap1 lizerine immobilizasyonu veya ortama antimikrobiyal ajanlarm eklenmesi ile {irliniin
ozelliklerinin gelistirilip iyilestirilmesi yaygin kullanilan bir uygulamadir [54-57]. Seiss ve
Divies (1975) [58] immobilize laktik asit bakterilerinin yogurt iiretiminde kullanilabilecegini
One stirmiislerdir.

Kapsiilayon yontemleri ile kontrollii salim sayesinde 1s1, sicaklik veya pH degerlerine
duyarlt ¢ekirdek materyalleri, gida sistemlerinde ¢ok uygun bir sekilde kullanilabilmektedir.
Salim belirli bir agamada, belirli bir uyaramn etkisi altinda gergeklesmektedir [54]. Mikrokapsiil
iceriginin kontrollii oranlarda serbest birakilmasi, kesme, ¢6ziilme, 1sitma, pH veya enzim etkisi
ile tetiklenebilmekte, yarilanma siireleri degisebilmektedir [30].

Kapsiilasyon islemi kapsiile iriiniin boyutlarma gore adlandirilmaktadir. Cogu
mikrokapsiiliin ¢apt birka¢ mikrometre ile birkag milimetre arasinda degismektedir.

Kapsiilasyon sonucu olusan kapsiillerin boyutlari;

e 0.2 um’den kiigiik ise islem nanokapsiilasyon, iiriin nanokapsiil
e 0.2-5000 pm araliginda ise islem mikrokapsiilasyon, iiriin mikrokapsiil
e 5000 um’den biiyiik ise islem makrokapsiilasyon, tiriin makrokapsiil
olarak adlandirilmaktadir [59]. Mikrokapsiilasyon teknigi ile ilgili arastirmalar, yeni

mikrokapsiil formiilasyonlar1 ve mikrokapsiil Kkarakterizasyonu olmak {izere farklilik
gostermektedir [60, 61].



2.1.1. Mikrokapsiil morfolojisi

Farkli yontemler ve kapsiil materyalleri ile farkli boyutlarda ve/veya boyut dagilim
araliklarinda mikrokapsiil iiretimi miimkiindiir. Mikrokapsiil boyutu, elde edilen kapsiillerin
reolojisi, morfolojisi, mekanik o6zellikleri ile yakindan ilgilidir. Mikrokapsiilasyon ile elde
edilen farkli mikro-partikiil morfolojileri genelde; bir kabuk tabakasi ile ¢evrilmis tek bir
merkezli mikrokapsiil (a), ¢ekirdegin siirekli bir matriks agina dagilmis oldugu mikrokiire (b),
cok tabakali mikrokapsiil (C), coklu govde ve ¢ok ¢ekirdekli mikrokiire (d) gibi daha kompleks
yapilar seklinde smiflandirilabilmektedir [30]. Mikrokapsiil morfolojisi Sekil 2.1°de

gosterilmektedir.
Kabuk
materyal 1~ ———a\\ —» Kabuk -
\ materyal
| ooo
Gekirdek |
materyal | Cekirdek g O Cekirdek
. materyal \ * materyal
~h i
a. b. d.

Sekil 2.1. Mikrokapsiil morfolojisi

Mikrokapsiillerin goriinlimleri, ¢ekirdek materyalinin fiziko-kimyasal o6zelliklerine,
duvar materyalinin kompozisyonuna ve mikrokapsiilasyon teknigine goére degisim
gostermektedir [62]. Mikrokapsiillerin morfolojisini etkileyen 6nemli unsur elde edilen
kapsiillerin  kurutma sicakhigi ve kurutma kosullaridir. Ozellikle protein yapili kabuk
materyalleri sicakhigin etkisiyle denatiire oldugundan ve ucucu oOzellikteki ¢ekirdek
materyallerde kayiplar yasanabileceginden, mikrokapsiilasyon islemlerinde sicaklik 6nem arz
etmektedir. Kurutma esnasinda, kapsiil yapisindan uzaklasan su ve ¢oziicii maddeler kapsiil
yapisinda porlar olusturmakta ve bu durum kapsiilasyon etkinligini etkilemektedir. Yiiksek
sicaklik (70-100°C), protein denatiirasyonundan dolay1 protein ¢ozeltilerinde sert yapilarin
olusumunu etkilemektedir [33].

Belirli bir mikrokapsiil bilesiminin mekanik mukavemeti, kabuk bilesimi, kabuk yapisi,
kabuk kalinligi ve parcacik boyutu gibi Ozelliklere biiyiik olgiide baglidir. Mikrokapsiillerin
yapisal Ozellikleri arasinda; kabuk kalinligi, gbzenek biiyiikligl, mikrokapsiillerin
kristallenmesi, ¢ekirdek materyalin mikrokapsiilden ayrilmasi yer almaktadir [60]. Cekirdek
materyalin diflizyonunu dogrudan etkilediginden kapsiillerin molekiil boyutlar1 ve yiizeydeki
por biiyiikliikleri lezzet kaybinda 6nemli rol oynamaktadir. Genellikle, arzu edilen salim oranim

saglayan ideal bir kiire boyutu vardir. Biiyiik kiireler, genelde uzun siireler boyunca, yiiklerini



yavagca serbest birakmakta [35], ayrica oksidasyona karsi daha iyi koruma saglamaktadirlar
[63].

Ugucu ve sabit yaglarin ¢ekirdek olarak kullanildigi proseslerde yiizey yagi
mikrokapsiillerin stabilitesi i¢in kritik 6nem tasimaktadir. Kapsiil yiizeyindeki serbest yag,
oksidasyona a¢ik konumda oldugundan kolayca oksidasyona ugrayabilir ve istenmeyen tat-koku
meydana gelebilmektedir. Mikrokapsiile edilmemis, serbest halde ve oksidasyona a¢ik diger
tim c¢ekirdek materyallerde da bu durum gecerli oldugundan sadece yiizey yagi olarak
degerlendirilmemelidir. Genellikle mikrokapsiilasyon etkinligi, kurutulmus mikrokapsiillerin
kalite parametresi olarak kullanilmaktadir [63, 64]. Genel goriis, mikrokapsiillenmis bilesenin
stabilitesinin, mikrokapsiilasyon etkinligini arttirdigi yoniindedir. Bu genelleme mutlak dogru
degildir ancak kapsiillenmis bir maddenin optimum stabilizasyonu i¢in mikrokapsapsiilasyon
etkinliginin en Ust diizeye ¢ikarilmasi gerektigi genel olarak kabul edilmektedir [40].

Su aktivitesi (a,) mikrokapsiillerin raf omriinii etkileyen 6nemli bir parametrelerden
biridir [64]. Depolama esnasinda, yiiksek a,, seviyesi, daha fazla miktarda ugucu madde kaybina
yol agmaktadir. Su aktivitesinin kapsiillenmis lezzetlerin salimima etkisi, kabuk matrislerinin
yapisal degisiklikleri ile iliskilendirilebilmektedir. Disiik a, kosullarinda u¢ucu maddelerin
daha yavas salinmasi biiyiik ihtimalle kapsiil matrikslerinin cam halindeki lezzet molekiillerinin
daha diisiik hareket kabiliyetine sahip olmasina baghdir. Yiiksek a,, kosullarinda ise matriks
plastiklesmeye baslamakta ve muhtemelen ¢ekirdek materyalin yiiksek hareket serbestligine yol
agmaktadir [63]. Diisiik sicaklik ve a, kosullarinda, ¢ogu polimer camsi bir kat1 halinde olup
gaz diflizyonlar1 sinirh diizeydedir. Daha yiiksek a, ve sicaklikta ise cam gecis sicakliginin
istiinde, materyaller, molekiiler diflizyona izin veren, sivi benzeri bir kaucuk haline
doniismektedir [31]. Mikrokapsiillerin fiziko-kimyasal ve yapisal karakterizasyonu igin
genellikle her biri kendi yetenekleri ve sinirlamalar1 olan ¢esitli karakterizasyon teknikleri
mevcuttur [60].

Mikrokapsiilasyon materyalleri ve mikrokapsiiller, mikroskobik, spektroskopik ve
spektrofotometrik yontemler kullanilarak reolojik, morfolojik ve mekanik 6zellikleri
bakimindan karakterize edilebilmektedirler. Morfolojik degerlendirme ve mikro yapilari
gortntiilemede, Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM), Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM), Cevresel Taramali Elektron Mikroskobu (ESEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AFM) siklikla kullanilmaktadir. Mikrokapsiiller iizerinde piiriizlii veya piirlizsiiz bir yiizey,
diger substratlara veya yardimci maddelere yapismayi destekleyebilmektedir. Bu baglamda,
daha fazla gelistirme yapilmadan oOnce mikrokapsiillerin yiizey piiriizliliigiini anlamak
onemlidir [60]. Kalitatif olarak, mikrokapsiillerin yiizey piirizliligini incelemek icin SEM
kullanimi  yaygin [65] olmasina ragmen, SEM goriintiisi ile yiizey pirizliligiini
degerlendirmek kolay degildir. Yiizey purizliligiiniin kantitatif karakterizasyonunu belirlemek

icin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve interferometri kullanilabilir [60]. Mikro yapilarin
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kiitlesel kompozisyonlarinin nitel ve nicel analizlerinde ise Matrix Assisted Laser Desorption
lonization (MALDI-MS), Electro Spray lonization (ESI-MS), Desorption Electro Spray
lonization (DESI-MS) ve lon Mobility (IM-MS) gibi ¢esitli kiitle spektrometrisi (MS) cihazlar1
/yontemleri kullanilmaktadir [53]. Kiitle spektrometrisinin, GC-MS (Gaz Kromatografi-Kiitle
Spektrometrisi), LC-MS (Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometrisi) gibi kromatografik
sistemlerle ~ kombinasyonlar1  mikrokapsiillerin  kiitlesel  karakterizasyonunda  siklikla
kullanmilmakta olan yontemlerdir. Dinamik Isik Sagmimi (DLS), kapsiil partikiillerinin ger¢ek
gortntiilerinin elde edilmesi, kapsiil morfolojisinin belirlemesinde kullanilan bir yontemdir [60].

Bir kat1 parcacik ve onu cevreleyen ortam arasindaki bir arayiizde gelisen yiik olan
“Zeta Potansiyeli’ni anlamak, formiile edilmis mikrokapsiil siispansiyonlarinin stabilitesini
tahmin etmede yardimci olabilmektedir. Yeterli kontrol edilmeyen mikrokapsiillerde
kiimelenme meydana gelebilmektedir. Zeta potansiyeli, bir dizi farkli deneysel yontemlerin
ardindan hesaplanabildigi ve genellikle 6l¢iimlerdeki birincil segenegin akis potansiyeli ve
elektroforez oldugu bildirilmektedir [60].

2.1.2. Mikrokapsiilasyon uygulama alanlari

Mikrokapstilasyon teknigi gida endiistrisinin yani sira kimya, ziraat, yem, tip, eczacilik,
kozmetik, veterinerlik, biyoteknoloji gibi birgok farkli alanda uygulamalari mevcuttur.

Mikrokapsiilasyon uygulamalar: gida sektoriinde ¢ekirdek materyallerin;

e Kiitle transferini kontrol altina alarak, oksidasyon gibi reaksiyonlardan koruma ve
dolayisiyla acilasma gibi sonuglarini engelleme,

e iletimini kolaylastirma,

e Kontrollii salimini saglama, ¢ekirdek materyaldeki kayiplari engelleme,

e Istenilen zamanda ve yerde aktivite gdstermesini saglayarak biyoyararliligini artirma

e Istenmeyen tat-kokusunu maskelerken aym zamanda istenilen tat-koku ozelliklerini
uzun siire muhafaza etme,

e Olumsuz ¢evresel sartlardan koruma,

e Uriin o6zelliklerini iyilestirerek iiriiniin kalitesini ve raf omriinii artirma, maddenin
kullanabilirligini kolaylastirma (topaklanmay1 engellemek gibi),

e Az miktarda kullanilmas: istenildiginde seyreltmeyi homojen sekilde saglama,

e (Gida isleme ve fonksiyonel iiriin gelistirme amaglariyla kullanilmaktadir [66].

Gida sektoriinde mikrokapsiilasyon yontemi yaygin olarak bitki ugucu yaglarinin
kapsiillenmesinde  kullanilmaktadir. ~ Aromatik  ugucu  bilesenlerin  stabilizasyonu

mikrokapsiilasyon ile 6nemli oranlarda artirilabilmektedir. Ugucu yag c¢ekirdek materyalli
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kapstiller, meyve sular1 ve diger icecek gruplarmin zenginlestirilmesinde kullanilabilmekte, bu
durum fonksiyonel gida pazari i¢in énemli bir girdi olusturmaktadir [67].

Mikrokapsiilasyon teknigi, gida ve eczacilik alanlarinda, lipofilik biyoaktif bilesiklerin
kapstillenmesi, mevcut alanlarda istikrarm arttirilmasi, isleme ve depolama esnasinda sagligi
tesvik edici 6zelliklerinin korunmasi gibi 6nemli faydalarindan dolay1 ilgi gérmektedir. Ayrica,
nutrasotiklerin kontrollii bir sekilde salinmasini saglayarak, biyolojik aktiviteyi arttirmak ve
yiksek uygulama dozlarinda olusabilecek potansiyel hipervitaminozun  (vitamin
zehirlenmesinin) yan etkilerini azaltict etkilere de sahip oldugu bildirilmektedir [68].
Mikrokapsiilasyon petrol sondaji uygulamalarinda kayganlastiricilarda kullanimi gibi kiiglik

uygulama alanlarinda da kendine yer bulmustur [59].

2.1.3. Kabuk materyalleri

Kabuk materyallerinin se¢imi, kapsiilin morfolojik ve mekanik ozelliklerini biyiik
Olgiide etkilemekte olup, kabuk materyallerin ozelliklerinin bilinmesi mikrokapsiilasyon
yonteminde temel unsurlar1 olusturmaktadir.

Kabuk materyalleri gida smifinda olup GRAS olarak kabul edilmeli ve asagidaki

ozellikleri tasimalidir:

e Yiiksek konsantrasyonlarda reolojik ozellikleri iyi olmali ve kapsiilasyon esnasinda
kolay islenebilmeli, ¢oziicii kolay uzaklastirilabilmelidir.

e Emiilsiyon ve dispersiyon (dagilim) olusturma ve stabilize etme 6zellikleri iyi olmalidir.

e Sinerjistik etki saglayarak c¢ekirdegin ozelliklerine katki saglamali ya da en azindan
inert olmali, ¢ekirdek materyal ile kapsiilasyon esnasinda ve/veya sonrasinda g¢ekirdek
materyalin 6zelligini bozacak sekilde antagonist etkilesimde bulunmamalidir.

e (ekirdek materyallerini hem islem hem de depolama esnasinda stabil bir sekilde
tutabilmelidir.

e (ekirdegi aktive olmasi istenilen kosullara kadar korumali; istenilen ¢ozgen, yer,
zaman, sicaklik, pH gibi kosullarda salimin baslamasina miisaade etmelidir. Kontrollii
salim taleplerini karsilamalidir.

e Kapsiilasyon verimliligi agisindan secilen ¢ekirdek materyale karsi yiikleme kapasitesi
yiiksek olmalidir.

e Kurutma ve/veya diger solvent uzaklastirma kosullar1 altinda solvent veya diger
materyalleri tamamen serbest birakabilmelidir.

e (Gida matriksiyle uyumlu olmali; kullamldigr iirinde goriiniis, tat, aroma ve stabilitede
istenmeyen degisiklige yol agmamali, arzu edilmeyen etki yaratmamalidir.

e Cekirdek materyalini ¢evresel kosullardan maksimum diizeyde korumalidir.

e Ucuz / ekonomik olmalidir [69-72].
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Arzu edilen biitin ozellikleri tek bir kabuk materyalinin saglamasi ¢ok zordur. Bu
sebeple kabuk materyallerine katki maddeleri, modifiye edici maddeler eklenmesi veya farkli
kabuk materyallerinin bir arada kullanilmasi onerilmektedir [54, 62]. Kabuk materyalleri
¢cozliniirliitk 6zelliklerine gore hidrofilik, hidrofobik ve amfifilik olmak iizere {i¢ grupta
incelenmektedir. Soya proteini izolat, peynir alti suyu proteini izolati, suda ¢oziinen balik
proteinleri ve mung fasulye proteinleri gibi hidrofilik maddeler suda ¢oziinebilir ozellige
sahiptir. Misir zeini, balmumu gibi hidrofobik maddeler suda ¢dziinmez, ancak alkol gibi polar
olmayan gruplar igeren sivilarda ¢oziinebilmektedirler. Proteinler, iyi bir gaz bariyeri ancak
zay1f su buhari bariyeri 6zelliklerine sahiptirler. Bununla birlikte, zein ¢ok miktarda hidrofobik
yan zincir amino asit ihtiva ettigi i¢in, zein gibi baz1 protein kaplamalarin diger proteinlerden
daha iyi su direncine sahip oldugu bildirilmektedir [33]. Gida alaminda yapilan
mikrokapsiilasyon c¢alismalarinda kabuk materyal olarak, ag yapt olusturan, film yapma
ozelligine sahip proteinler, karbonhidratlar, lipitler, gamlar ve bunlarin karisimlari tercih

edilmektedir.

2.1.3.1. Protein yapisindaki kabuk materyalleri

Proteinler; genellikle suda ¢6ziinmeyen fibroz ve su, asit, baz ya da tuzlarin sulu ¢ozelti
ortamlarinda ¢6ziinen globiiler proteinler olarak bulunmaktadirlar. Fibréz proteinler paralel
yapida olup, genellikle hidrojen bagiyla birbirlerine baglanarak lifleri olustururlar ve hayvan
dokularinin yapisal materyali olarak dogada bulunmaktadirlar. Globiiler proteinler ise, hidrojen,
iyonik, hidrofobik ve kovalent (disiilfid) baglarin kombinasyonu ile bir araya getirilmis
karmasik, katlanmus, kiiresel yapilardir. Bu proteinlerin kimyasal ve fiziksel ozellikleri,
bilesenin ihtiva ettigi amino asit kalintilarmin nispi miktarlarina ve protein polimer zinciri
boyunca bu amino asitlerin yerlesimine baglidir. Yenilebilir filmlerin ve kaplamalarmn
uretiminde fibroz protein olarak en fazla kollajen, globiiler protein olarak ise gluten, zein, soya
proteini ve peynir alti suyu proteini kullanildigi bildirilmektedir [73, 74]. Proteinler, sahip
olduklar1  fonksiyonel ozellikleri ve wugucu yaglar gibi biyoaktif bilesiklerin
mikrokapsiilasyonunda istenilen jel yap1 ve emiilsiyon ortamini kolaylikla olusturabildikleri i¢in
ideal kabuk materyalleridir. Ayrica lezzet bilesenlerinin baglanmasinda da oldukga iyi olduklar
bildirilmektedir [5, 62, 75]. Kabuk materyali olarak genellikle jelatin, peynir alti suyu
proteinleri, kazein ve kazeinatlar tercih edilmektedir [62]. Kapsiilasyonda kabuk malzemesi
olarak kullanilan bazi proteinler:

e Bitkisel; soya proteini, zein, gluten, bezelye proteini, aygigegi proteini, yer fistigi
proteini ve ¢igit proteini vs.
e Hayvansal, kazein, kazeinatlar, serum, albumin, Kkollajen/jelatin, keratin, balik

miyofibriler proteini, yumurta beyazi proteini ve peynir alt1 suyu proteini, deri, resilin,
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polilisin, poliamino asitler, poli (y-glutamik asit), elastin, poliarjinil-poliaspartik asit vs.

[76, 77].

[laveten, cogu gida proteini hakkinda fizyokimyasal bilgiye sahip olunmasi nedeniyle
bu bilesiklerden hidrojeller, mikro veya nano pargaciklar seklinde yeni iletim sistemlerinin
gelistirilmesi miimkiindiir [5].

Dogal polimerlerin biyo uyumluluk, biyo-parcalanabilirlik, amfifilik ve suda yiiksek
¢ozliniirliik gibi fonksiyonel 6zellikleri ile emiilsiyon olusturucu ve kdpiirme kapasitesi gibi bazi
avantajlar1 mevcuttur. Mikrokapsiilasyonda bitkisel proteinlerin duvar materyali olarak
kullanilmasi, farmasotik, kozmetik ve gida endiistrisinde mevcut "yesil" egilimi yansitmaktadir.
Gida uygulamalarinda bitkisel proteinlerin hayvansal proteinlere kiyasla daha az alerjenik
oldugu bildirilmektedir. Birkag fraksiyondan ibaret olan bitkisel proteinlerde, glutenin en biiyiik
fraksiyon olup, alkalin su soliisyonlarinda ¢oziinme Ozelligine sahiptir. Digerleri, tuz
¢ozeltilerinde ¢oziinebilen globulin fraksiyonu, su ve etanolde ¢éziinebilen albumin ve prolamin
fraksiyonlaridir. Mikrokapsiilasyon yonteminde bitkisel proteinlerin en bilyilk dezavantaji,
asidik ortamlardaki kararsizliklar1 olarak diisiiniilmektedir. Sulu ¢o6zeltilerdeki sebze
proteinlerinin ¢ogunlugu i¢in izoelektrik nokta (pl) 3-5 pH olup, bu biyopolimerler proteinlerin
iyl ¢Oziiniirligiinii elde etmek ve g¢ekirdek materyallerin etkin bir sekilde kapsiillenmesini
saglamak icin genellikle alkali kosullarda kullanilmaktadirlar [30]. Coziiniirligii pI’sina bagh
soya protein izolat1 ve peynir alt1 suyu proteini izolat1 gibi suda ¢6ziiniir proteinlerin film ve
kaplamalarmda pH degerleri 6nemli bir rol oynamakta olup, maksimum protein ¢oziintirliigi,

pI’ya uzak pH’da elde edilmektedir [33].

2.1.3.2. Karma kabuk materyalleri

Karbonhidrat ve protein yapisindaki kabuk materyallerin mikrokapsiilasyon yonteminde
emiilsiyon olusturucu ve filmojenik o6zellikleri iyilestirmek i¢in birlikte kullaniminin yaygin

oldugu bildirilmektedir [30].
2.1.4. Mikrokapsiilasyon yontemleri

Mikrokapsiil elde etmek icin bircok farkli yontem mevcuttur. Mikrokapsiilasyon
esnasinda ¢ekirdek ve kabuk materyallerin &zellikleri ile mikrokapsiillerin kullanim amact
yontem se¢iminde Onemlidir. Kapsiile edilmis bilesenlerin salimi; pH degisimi, mekaniksel
kuvvet, sicaklik, enzimatik aktivite, zaman, ozmotik kuvvet gibi tetikleyici faktorlerle
baglamaktadir. Mikrokapsiilasyon metodu ve kabuk materyallerinin se¢imi birbiriyle
baglantilidir. Gida alaminda kullanilan ¢esitli mikrokapsiilasyon teknikleri ve her teknikte yer

alan siiregler Cizelge 2.1'de [54, 62] verilmistir.
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Cizelge 2.1. Cesitli mikrokapsiilasyon teknikleri ve her teknikte yer alan siiregler [54, 62]

Mikrokapsiilasyon Teknigi

Mikrokapsiilasyon Asamalari

Piskirterek kurutma

Piskirterek dondurma

Piiskiirtme ile sogutma

Akigkan yatakli kaplama

Ekstriizyon

Santrifiijlii ekstriizyon

Dondurarak kurutma

Koaservasyon
(Faz ayrimi)

Santrifiijlii stispansiyon

ayrma

Kokristalizasyon

Lipozom sikigmasi

Dagilimin hazirlanmasi,

Dagilimin homojenizasyonu,
Besleme dagilimin atomizasyonu,
Atomize parcaciklarin kurutulmas:.

Dagilimin hazirlanmasi,
Dagilimin homojenizasyonu,
Besleme dagilimimin atomizasyonu.

Dagilimin hazirlanmasi,
Dagilimin homojenizasyonu,
Besleme dagiliminin atomizasyonu.

Kaplama ¢dzeltisinin hazirlanmast,
Cekirdek partikiillerine akigkanlik kazandirilmasi,
Cekirdek partikiillerinin kaplanmasi.

Cozgen iginde ¢ozlinmiis kaplama ¢ozeltisinin hazirlanmasi,
Cekirdegin ¢oziinmiis polimer ¢ozeltisine dagilimi,
Karigimin sogutulmasi veya dehidrate edilmesi.

Cekirdek ¢o6zeltinin hazirlanmasi,
Kabuk malzemesinin ¢6zeltisinin hazirlanmasi,
Cekirdek ve kaplama ¢6zeltisinin birlikte ekstriizyonu.

Cekirdek ile bir kaplama ¢ozeltisinin karistirilmasi,
Karisimin dondurularak kurutulmas:
Dondurma, siiblimasyon, bagli suyun dehidrasyonu.

Karigmayan ti¢lii kimyasal fazin olusumu,
Kaplamanin dinlendirilmesi,
Kaplamanin katilagmasi.

Bir kaplama malzemesinde ¢ekirdegin karistirilmasi,
Karisimin dénen bir disk iizerine dokiilmesi,
Kurutma.

Asir1 doymus sakkaroz ¢ozeltisinin hazirlanmasi,
Cekirdeklerin asir1 doymus ¢dzeltiye eklenmesi,

Is1 emisyonu ile sakkarozun kristallesme sicakligina
ulagtirilmasi.

Mikro akiskanlastirma,
Ultrasonikasyon,
Ters fazli buharlastirma.

2.1.4.1. Dondurarak kurutma (liyofilizasyon)

Dondurarak kurutma teknigine liyofilizasyon da denilmektedir. Dondurarak kurutma

yontemi 1siya duyarli maddelerin mikrokapsiilasyonunda dehidrasyon amagl kullanilmak igin

uygun bir yontem olmasina ragmen siire uzun ve maliyet yiliksektir. Aroma, ugucu bilesen, tat-
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kokudaki kayiplarin ¢ok az olmasi, elde edilen iiriiniin rekonstitisyon (eski haline getirme)
oOzelliklerinin yiiksek olmasi en biiyiilk avantajlarindandir. Sicakliga duyarli gida iirlinlerinin
(ugucu yaglar, balik yagi, aroma maddeleri, ilaglar gibi) mikrokapsiilasyonunda diisiik
sicakliklarin kullamldigr bu yontem kapsiilasyon teknolojisinde bir alternatif olusturmaktadir
[62]. Yontemin agamalar1 temel olarak;

e Cekirdek materyal karisiminin kaplama sivisi igerisine karigtirilmasi

e Karisimin dondurularak kurutulmasi basamaklarmdan olusur.

Karigimin dondurularak kurutulmasi sonucunda, porlu yapida kapsiil partikiilleri elde
edilmektedir. Bu yontem aroma maddelerinin, suda ¢oziiniir bilesiklerin ve 1siya duyarh
maddelerin kapsiilasyonunda kullanilmaktadir [69, 78]. Dondurarak kurutmada aroma kaybinin
minimum olmasina karsilik, maliyetinin yiiksek olmasi, siirekli bir yontem olmayip uzun siireli
bir prosese ihtiya¢ duymasi ve olusan porlu yapinin bariyer gorevini iyi saglayamamasi gibi
dezavantajlar1 mevcuttur [78].

Dondurularak kurutulmus ilag yiiklii protein misellerinde, uzun siireli depolamanin yani
sira kapsiilleme verimliligi, yapisal Ozellikler, kararlilik ve toz rehidrasyonu iizerine
liyofilizasyonun etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada, oral-kazein misellerinin, ilaglarin oral

yoldan verilmesi i¢in yeni bir arag olabilecegi sonucuna ulasilmustir [79].

2.2. Ugucu Yaglar

Bitkilerin yaprak, meyve, ¢igek, kok gibi kisimlarindan elde edilen ugucu ve aromatik
ozelliklere sahip kompleks yapidaki bitki oziitleri tasidiklari cesitli 6zelliklerden dolay1
esansiyel yag, ugucu yag, aromatik yag, eterik yag, hidrosol gibi adlar ile anilmakta ve bu
yaglarm elde edildigi bitkiler tibbi ve aromatik bitkiler olarak adlandirilmaktadirlar. Hidrofobik
karakterlerinden dolay1 su buhar ile stiriiklenebilir, suda ¢6ziinmez, ¢esitli organik c¢oziiciilerde
¢oziinebilir [80], bulunduklar1 yapilarin zedelenmis ve/veya parcalanmis hiicrelerinden disari
sizarlar. S6z konusu tiim 6zelliklerinden dolay1 ugucu yaglar bulunduklari yapidan distilasyon,
ekstraksiyon ve presleme yoOntemleri kullanilarak c¢ikariirlar. Elde edilen ugucu yaglar
icerdikleri kimyasal bilesenlerine gore gesitlilik gostermekle birlikte genellikle agik sar1 renkli
veya renksiz, oda kosullarinda sivi, ugucu, spesifik kokulu, aromatik, yagimsi {iriinlerdir. Yag
olarak adlandirilmalarina karsin gliserid yap1 igermezler. Ugucu yaglarin ve bilesenlerinin nitel
ve nicel ozellikleri elde edildikleri bitkinin; cinsine, organina, yasina, yetistirme sartlarina
(iklim, bolge, rakim, sicaklik, nemlilik ve sulama, toprak gibi), hasat zamam ve sartlarina,
depolanma kosullarma ve yagin elde edilme yontemine gore sekillenerek degiskenlik
gosterirler. Ucucu yaglarm elde edildigi bitkiler genelde sicak tropik iilkelerle, 1liman Akdeniz

iklim bolgesi tilkeleri arasinda yer alan cografyada yetismektedir [81].
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Tiirkiye’nin cografi yapisi, iklim o&zellikleri, farkli {i¢ flora bolgesinin kesigme
noktasinda olmasi, jeolojik 6zellikleri, 0-3000 m arasinda degisen yiikselti farkliliklar1 ve kisaca
bir¢ok karasal ve sucul ekosistemlere sahip olmasi nedeniyle zengin bir bitkisel biyogesitlilige
sahiptirler [82]. Bu durum Tiirkiye’de endemik bitkilerin de fazla sayida oldugu sonucunu
dogurmaktadir. Avrupa’nin tamaminda yaklasik 13.000 adet bitki tespit edilirken, bu say1
iilkemizde yaklasik 12.000 civarmdadir. Ulkemizde dogadan toplanarak ticareti yapilan bitki
tiirlerinin sayist 346 olup, bunlarin 112 adetinin ihrag edildigi ve ihra¢ edilen bu bitkilerden de
24 adetinin endemik bitki oldugu bildirilmektedir [82, 83].

Diinyada tedavi amagl ve baharat olarak kullanilan bitkilerin sayisinin 20.000 civarinda
oldugu Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan rapor edilmistir. Bugiin dogada yetisen 300’e
yakin bitki familyasindan yaklagik 1/3’i ugucu yag icermektedir [84]. Ugucu yag bilesenlerince
zengin familyalar arasinda basta Lamiaceae (ballibabagiller) olmak tizere Asteraceae
(papatyagiller), Rosaceae (giilgiller), Rutaceae (sedef otugiller), Iridaceae (siisengiller),
Apiacea (maydanozgiller), Lauraceae (defnegiller), Zingiberaceae (zencefilgiller) ve Pinaceae
(camgiller) familyalar1 gelmektedir [85, 86].

Gilintimiizde bazi bitki ugucu yaglart FDA tarafindan GRAS grubunda tat-koku veya
gida katkilar1 olarak siniflandirilmustir [81]. Dogada ugucu yaglar bitkilerin; antibakteriyel,
antiviral, antifungal, bocek 6ldiirticti (insektisidal) aktivite gosteren ve bu bitkiler i¢in istahlarin
azaltarak otgullara karst korunmasinda Onemli rol oynayan oOzelliklerdeki sekonder
metabolitleridir. Ayrica polen ve tohumlarin dagilmasmi kolaylastirir, istenmeyen diger
maddeleri uzaklastirmak i¢in bazi bocekleri gekebilirler [87]. Ugucu yag bilesenlerinin bu
ozellikleri gerek cesitli hasereleri/zararlilar1 uzaklastirma amagh iriin formiilasyonlarinda
gerekse bu zararlilar1 kokusuyla kendine cekerek tuzaklama iiriinleri formiile edilmesinde
etkilidirler.

Ugucu yaglar smiflandirilirken hidrosolun kimyasal bilesenleri ile biyoaktif
bilesenlerinin tibb1 ve aromatik &zelliklerinden faydalamilir. Ozellikle major bilesenlerine gore
terpenik, aromatik, azotlu ve kiikiirtlii, diiz zincirli hidrokarbonlar olarak smiflandirilabilinirken,
farmakolojik ve fitoterapik etkilerine gore antiromatizmal, antitussif (6ksiiriik kesici), ditiretik
(idrar soktiiriicii), antienflamatuar (iltihaplanmay1 azaltan), dezenfektan gibi gruplara
smiflandirilabilirler [88].

2.2.1. Ucucu yag elde etme yontemleri

Ucgucu yaglar genel olarak distilasyon (damitma), ekstraksiyon ve presleme yontemleri
kullamilarak elde edilmektedirler. Presleme yontemiyle yliksek nitelikli ancak az miktarda
hidrosol elde edilirken distilasyon ve ekstraksiyon yontemlerinde tersi bir durum s6z konusudur.
Ucgucu yag elde etme yontemi belirlenirken hammadde 6zellikleri ile son fiiriinden beklenen

degerler, maliyet, siire gibi faktorler goz 6niinde bulundurulmalidir.
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2.2.2. Ucucu yag bilesenleri

Ugucu yaglarin bilesiminde 2000°den fazla kimyasal bilesenin bulundugunu
bildirilmistir [80]. Ticarilestirilmis ugucu yaglarm ¢ogu gaz kromatografisi ve kiitle
spektrometresi analizi ile kemotiplendirilmistir. Ugucu yagin karakteristik 6zelliklerini diger
bilesenlere goére ugucu yagda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan makro bilesenler
belirlemektedir. Ugucu yaglarla ilgili yapilan ¢alismalar genellikle makro bilesenler tizerinden
olup mikro bilesenlerin esansiyel yagin yapisina katkilari, bilesenler arasi sinerjistik ve
antagonistik etkiler Ulizerine calismalar ilgi g¢ekmemistir. Yapi1 bilesenlerini ¢ogunlukla
terpenoidler (isoprenoitler) ve terpenler olusturmakla birlikte; fenol tiirevi aromatik bilesikleri,
diisiik molekiil agirlikli alifatik hidrokarbonlari, asitleri, alkolleri, aldehitleri, asiklik esterleri
veya laktonlari, istisna olarak azot ve siilfiir igeren bilesikleri, kumarinleri ve fenil

propanoidlerin homologlarini da igermektedirler [89-93].

2.2.2.1. Terpenler

Ucucu yaglarin temel bilesenleri olan terpenler yapisal ve islevsel acgidan farkli
smiflardan olusurlar. Bu smiflar izopren adi verilen 5 karbon bazli (Cs) birim
kombinasyonlarinin farkli diizenlemeleri ile meydana gelirler. Ana terpenler; monoterpenler
(C10) Ve seskiterpenler (Cis) olsa da hemiterpenler (Cs), diterpenler (Cao), triterpenler (Cso) ve
tetraterpenler (Cy) de bulunur [87]. Temel yapisal formiilleri CioHjie Olup iki izopren
molekiiliinden olusan bir monoterpendir [85].

Monoterpenler (MT): Monoterpenler(Cy), iki izopren (Cs) birliginin birlesiminden
olusur. Ucucu yaglarin %901 olusturan en seckin molekiillerdir ve ¢ok ¢esitli yapilarin
olusumuna izin verirler. Monoterpenlerin kimyasal yapilarina gore simflandirilmalar1 Cizelge

2.2’de [87] verilmistir.

Cizelge 2.2. Monoterpenlerin kimyasal yapilarina gore siiflandirilmalar: [87]

Kimyasal Yap1  Asiklik Monosiklik Bisiklik
Karbiirler mirsen, osimen vb. terpinenler, p-simen, pinenler, -3-carene, kampen,
felandren, vb. sabinen, vb.
Alkoller geraniol, linalol, mentol, a-terpineol, borneol, fenkol, krizantenol,
sitronellol, lavandulol,  karveol thuyan-3-ol, vb.
nerol, vb.
Keton tegeton, vb. mentonlar, karvon, kamfor, fengon, thujone,
pulegon, piperiton, vb. ombellulone, pinocamphone,
pinokarvon, vb.
Esterler linalil asetat veya mentil veya a-terpinil izobornil asetat, vb.
propiyonat, sitronelil asetat vs.
asetat, vb.
Eterler 1,8-sineol, mentofuran, vb.
Aldehitler geranial, neral, sitronelal, vb
Peroksitler askaridol, vb.
Fenoller timol, karvakrol, vb
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Seskiterpenler: Seskiterpenler (Cis), ii¢ izopren (Cs) biriminden olusur. Zincirin
uzatilmasi, ¢ok cesitli yapilar saglayarak sayisini artirir. Seskiterpenin yapist ve islevi,
monoterpenlerin yapt ve islevlerine benzer [87]. Cizelge 2.3’te yapilarma gore sesquiterler
verilmistir.  Zingibaraceae (Zencefilgiller) familyasinin ugucu yaglarinin ¢ogunlugunu

sesquiterler olusturur [89].

Cizelge 2.3. Yapilarina gore sesquiterler

Kimyasal Yap1 Sesquiter Adi

Karbiirler Azulen, b-bisabolen, kadinenler, b-karyofilen, logifolene, kurkuminler,
elemenler, farneseneler, zingiberen vb.

Alkoller Bisabol, sedrol, b-nerolidol, farnesol, karotol, b-santalol, paguliol,
viridiflorol, vb.

Ketonlar Germakrone, nootkatone, cis-longipinan-2,7-dion, b-vetinone,
turmerones, vb.

Epoksit Karyofilen oksit, humiilen epoksitler, vs.

2.2.2.2. Aromatik bilesikler

Fenilpropandan tiireyen aromatik bilesikler, hidrosol yapilarinda terpenlerden daha az
siklikla bulunur. Terpenler ve fenilpropanik tiirevler ile ilgili biyosentetik yollar genel olarak
bitkilerde ayrilir ancak bazilarinda bir arada bulunabilirler (sinnamaldehit majoér, Gjenol ise
minor bilesenler, ayn1 zamanda karanfil yagi, rezene vb.). Aromatik bilesikler sunlari igerir:

e Aldehit: sinnamaldehit
e Alkol: sinnamik alkol
e Fenoller: kavikol, 6jenol
e Metoksi tiirevleri: anetol, elemisin, estragol, metil 6jenol
e Metilen dioksi bilesikleri: apiol, miristik, safrol.
Anason, tar¢in, karanfil, rezene, maydanoz, star anason ve Apiaceae, Lamiaceae,

Myrtaceae, Rutaceae gibi bazi botanik aileler bu bilesiklerin baglica bitki kaynaklaridir [87].

2.2.2.3. Diger bilesikler

Ugucu yaglar doymamis yag asitlerinin Cis- veya trans-hekzanal, hekzanol, c¢esitli
laktonlar gibi degradasyon iiriinlerini, ayrica terpen degradasyonundan kaynaklanan Cjs-
norisoprenoidler gibi bilesikler ile kiikiirt ve azotlu bilesiklerini de (6rn: piridin tiirevler)
icerirler [89]. Glukozinolatlar veya izotiosiyanat tiirevleri (sarimsak ve hardal yagi) azotlu veya
stilfiirlii bilesenler, ¢esitli bitkilerin veya kurutulmus, 1zgara veya kavrulmus iirtinlerin ikincil

metabolitleri olarak da bulunmaktadirlar [87].
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2.2.3. Ucucu yaglarin ozellikleri

Ugucu yaglar bilesenlerindeki etken maddelere gore spazm ¢oziicii, uyarici, antiseptik,
antimikrobiyal, antiviral, antioksidan [89], karminatif, koloretik, sedatif, diiiretik, sindirim
diizenleyici, bagisiklik sistemini kuvvetlendirici [88] ozellikler gosterebilmektedir. in vitro
fiziko kimyasal analizlerde ugucu yaglarin ¢ogu antioksidan olarak karakterize edilir. Bununla
birlikte son ¢aligmalar; 6karyotik hiicrelerde ugucu yaglarin mitokondri gibi hiicre i¢i zarlar1 ve
organelleri etkileyen prooksidanlar gibi davranabildigini gostermektedir. Tip ve
konsantrasyonlarina bagli olarak canli hiicrelere karsi sitotoksik etkiler gosterirler, ancak
genellikle non-toksiktirler. Bazi durumlarda, ugucu yaglarla indiiklenen hiicre i¢i redoks
potansiyelindeki degisiklikler ve mitokondriyal disfonksiyon, antigenotoksik etkiler gosterme
kapasiteleri ile iligkilendirilebilir. Bu bulgular, en azindan kismen, ugucu yaglarin karsilagilan
yararli etkilerinin, hiicresel diizeyde prooksidan etkilerinden kaynaklandigini ortaya
koymaktadir [87]. Bitkisel kokenli ugucu yaglar ve bunlarin bilesenleri gidalarda bozulmaya
neden olan mikroorganizmalar1 ve/veya gidalardaki patojenleri inhibe etmek amaciyla da
gidalarda kullanilmaktadirlar. Literatiirdeki pek ¢ok calisma ugucu yaglarm dogal gida
koruyucular olarak kullanildigini géstermektedir [6].

Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri elde edildigi bitkiye, yagin etken bilesenlerine ve
bu bilesenlerin karisimdaki miktarlari ile kullamlan konsantrasyonuna, hedef mikroorganizma
gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik gostermekle birlikte mekanizmalar: hakkinda edinilen
bilgiler sirlidir. Ugucu yaglarin Gram (-) bakterilerde hiicre membranini pargalayarak hiicre igi
materyallerin hiicre disina ¢ikmasini, Gram (+) bakterilerde ise lipofilik 6zellikleri sayesinde
hiicre duvarin delip hiicrenin daha i¢ kisimlarina ulasarak antimikrobiyal etki gosterdiklerine
dair ¢alismalar mevcuttur. Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri iizerine in-vitro ve in-vivo
calismalar yapilmaktadir [81]. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemede genel olarak kullanilan
teknikler, agar difiizyon yontemi, broth diliisyon yontemi ve disk difiizyon yontemleridir [94,
95]. Hidrofobik 6zellikteki terpenler mikroorganizma hiicre duvarindaki lipitler ile etkilesime
girip lipitlerin bir araya toplanmasina ve zarin gecirgenliginin artmasina neden olarak hiicrelerin
fizikokimyasal biitiinliigiinii bozduklar1 teorisi antimikrobiyal mekanizmaya getirilen gecerli
teoridir. Fizikokimyasal biitiinliigiin bozulmas1 hiicrede iletim aksakliklarina ve hiicre i¢eriginin
pihtilagsmasina neden olmaktadir [85]. Fakat ugucu yaglardaki kimyasal gruplarin gesitliligi
dikkate alindiginda antibakteriyel aktivitenin tek bir mekanizmaya bagli olmadigi, hiicrede
birgok hedefin oldugu sonucuna varilir [96]. Yiiksek bitkilerden elde edilen antimikrobiyal
maddeler, mikrobiyal metabolizmanin enzimatik reaksiyonlarmi durdurabilmekte, ortamdaki
besin maddelerinin alimmi engelleyebilmekte, zarin yapisim degistirebilmekte, ¢ekirdek ve
ribozomal seviyede enzim sentezini engelleyebilmektedir [97]. Disk diflizyon metodu

kullamlarak yapilan bir caligmada, antimikrobiyal aktivitenin Gram (+) bakteri ve maya
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suglarina kars1 Gram (-) bakterilerden daha etkili oldugu bildirilmektedir [98]. Gergekte hiicre
zarmin gecirgenligi, zar1 gegcmek zorunda olan ¢odziinen bilesenlerin hidrofobisitesine ve zarin
kompozisyonuna baglidir. Polar fenoliklerin suda ¢6ziiniirliiklerinin yiiksek olmalar1 nedeniyle
hedef organizmaya temas etmesi kolaylasir. Ornegin nane yagi hidrofobik yapisi sayesinde
gidanin  lipid fraksiyonunda daha 1iyi ¢Oziinlir ve hidrofilik kisimda yer alan
mikroorganizmalarla temasi, dolayisiyla antimikrobiyal etkinligi diistiktiir [99].

Ugucu yaglar terpenoit ve fenolik bilesenler gibi antioksidan bilesenleri da yapilarinda
barindirirlar. Ugucu yaglarin ve bilesenlerin antioksidan 6zelligi “in vitro” olarak fiziksel-
kimyasal yontemlerle siklikla dogrulanmistir. Antioksidasyon organ ve hiicrelerdeki fizyolojik
stresi azaltmasi nedeniyle beslenme acisindan 6nemlidir. Hayvan ve insanlarda hastaliklara
kars1 direng ve bagisiklik sistemindeki yeterlilik, antioksidasyon mekanizmas: ile
iliskilendirilmektedir [81]. Antioksidanlarin dogrudan antimutagenik ve anti-kanserojen oldugu
rapor edilmektedir [87].

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirleri ile etkileserek, lipid, protein ve DNA'yi
oksitleyebilen prooksidanlara donistiiriiliirler. Ugucu yaglarin ugucu terpenik ve fenolik
bilesenleri, hiicresel redoks durumunu etkileyerek prooksidanlar olarak islev gormektedir.
Literatiirdeki ¢esitli ¢calismalarda ugucu yaglar ve aktif bilesenlerinin diisiik konsantrasyonlarda
antioksidan, antimutajenik ozellikler gosterirken, yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan,
genotoksik etkiler gosterdigi rapor edilmistir [87].

Ugucu yaglarin biyolojik etkileri arasinda sitotoksisite, fototoksisite, niikleer ve
sitoplazmik mutajenite, kanserojenite, antimutagenite de yer almaktadir. Tipik lipofiller olarak;
hiicre duvar1 ve sitoplazmik membran, farkli polisakkarid, yag asitleri ve fosfolipid
tabakalarimin yapisin1 bozarak onlar1 gecirgen hale getirmektedirler. Sitotoksisite, bu tiir zar
hasar1 seklinde kendini gosteren etkileri igermektedir. Hiicre duvarindan veya dis hiicre
zarindan gelen zincirleme reaksiyonlar, mitokondri ve peroksizomlar gibi farkli organellerin
zarlar1 vasitasiyla tiim hiicrelere bulasmaktadir. Ugucu yaglarin sitotoksik aktivitesi, genellikle
fenoller, aldehitler ve alkollerin varligindan kaynaklanmaktadir. Bu sitotoksik ozellik, ugucu
yaglarin sadece belirli insan ya da hayvan patojenlerine ya da parazitlere karsi degil ayni
zamanda tarimsal iriinler ile deniz {iriinlerinin korunmas1 i¢in de biiyiik 6nem tagimaktadir.
Ucgucu yaglar ya da bazi bilesenler, bakteriler de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli organizmalara
kars1 gercekten etkilidir. Muhtemelen ugucu yaglarin hiicre zarlarindaki etkisi gbz Oniine
alindiginda, bakteri duyarliligi veya direnci uygulama bi¢imine baglidir ve antibiyotiklerin
hiicrelerle ilk once temasta olmasi gerektigini gosterebilir [100].

Bazi ugucu yaglar furokumarinler gibi fotoaktif molekiilleri icerirler ancak karanlikta,
kendiliginden sitotoksik veya mutajenik degillerdir. Baska bir deyisle, sitotoksisite, fototoksisite
ile oldukca zit diismektedir. Sitotoksisite durumunda ugucu yaglar hiicresel ve organel

membranlara zarar verirler ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi ile proteinler ve DNA
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tizerinde prooksidanlar gibi davranabilirler. Bu nedenle 151k maruziyetleri genel tepkimeye pek
fazla katkida bulunmaz. Fototoksisite durumunda ugucu yaglar membranlara, proteinlere ve
DNA'ya zarar vermeden hiicreye niifuz eder. Sitotoksisite veya fototoksisite; ucucu yaglarda
bulunan molekiillerin tiiriine ve hiicredeki béliimlerine bagli olarak 1sik maruziyeti olan veya
olmayan, farkli radikal tiirleri iiretir [87].

Antimutajenite; mutajenik maddelerin mutajen veya kanserojen etkilerinin ortadan
kaldirilmasi ya da bunlarin DNA ile etkilesimlerinin dnlenmesidir. Antimutajenler etki etme
sekillerine gore desmutajenler ve biyoantimutajenler olmak tiizere iki sekildedir. Mutajen
ajanlarin hiicreye girigini bloke eden yani DNA’nin yapisina dahil olmadan onlar1 inaktif hale
getiren antimutajenik maddeler desmutajenler olarak tanimlanmaktadir. Mutajenin DNA’nin
yapisina katilmasindan sonra DNA replikasyonu ve DNA tamir mekanizmalarinin isleyisini
diizenleyerek  mutagenezisi azaltan maddeler ise biyoantimutajenik maddelerdir.
Biyoantimutajenler, DNA polimeraz [ ve DNA polimeraz I1I sentezini arttirarak ve hata-egilimli
DNA tamir mekanizmasini engelleyerek etki gosterirler. Antimutajenik 6zellige sahip oldugu
bilinen baz1 bilesikler; polifenoller, flavonoidler, a-tokoferol, askorbik asit ve karotenoidlerdir
[85].

Ugucu yaglarm yapisini olusturan yiizlerce bilesen mevcuttur ve bir yagi olusturan
bilesenlerin herhangi bir bilesenle ya da bilesenlerin birbiriyle etkilesimleri mutajeniteye veya
antimutajeniteye neden olabilmektedir. Mutajen maddenin aktivasyonunu durduran bazi ajanlar

yoluyla yapilan kanser arastirmalar1 da oncelikli ¢alisma konular1 arasindadir [85].
2.2.4. Ucucu yaglarin kullanim alanlari

Ugucu yaglar uzun yillardan beri degisik amaglarla bilimsel ve ticari olarak birgok
alanda kullanilmakta olup giiniimiizde bilinen yaklagik olarak 3000 esansiyel yagin 300’ ticari
Oonem tasimaktadir. Ugucu yaglarin ve bilesenlerinin kullanim alanlarinin basinda kozmetik,
ilag, kimya ve gida sanayi, tarim, aromaterapi ve fitoterapi gelmektedir. Ornegin d-limonen,
geranil asetat veya d-karvon; parfiim, krem, sabun, gida i¢in lezzet katki maddeleri, ev
temizleme ftiriinleri i¢in parfiimler ve endiistriyel ¢oziiciiler; ayrica antimikrobiyal, antiseptik,
analjezik, sedatif, anti-inflamatuar, stimiilan, spazmolitik ve lokal anestezik ilaglar olarak
kullamlmaktadirlar [87]. Ugucu yaglar hiicre membranindan kolaylikla gecebilen, deriden ve
akcigerlerden kolaylikla absorbe edilebilen bilesenlerdir [85]. Viicudumuzda beyin zarindan
sadece ucucu yaglar gecebilmekte ve bu gecis tedavi agisindan ugucu yaglari 6nemli
kilmaktadir [82]. Bitkilerin tibbi amagh kullammina yonelik etnobotanik alani hakkindaki ilk
yazili bilgiler M.O. 3000’li yillara; eski Misir, Hitit, Grek ve Roma dénemlerine kadar
dayanmaktadir. Anadolu tibbi bitkileri ile ilgili bilgilerimizin kokenleri ise Hititler donemine
kadar dayanmakta, bitkilerin tibbi amagla sifahanelerde kullamilmasi Selguklu dénemine kadar

uzanmaktadir [85]. Cok uzun zamanlardan beri geleneksel/ alternatif tipta kullanilan bitkilerle
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tedavi glinlimiizde farmakolojinin bir alt dali olarak fitoterapi adi ile kendisine yer edinmistir.
Saglikli, dogal yasam trendlerinin de etkisiyle fitoterapiye ilgi giderek artmaktadir.

Ugucu yaglarin, bir prooksidan aktiviteye dayanan sitotoksik kapasitesi, kisisel kullanim
icin; havamn temizlenmesinde, kisisel hijyeninde veya agizdan tiikketim yoluyla dahili kullanim
icin milkemmel antiseptik ve antimikrobiyal ajanlardir ve bitkilerin korunmasi i¢in bocek
oldiirticii etkisi onlar1 mitkemmel hale getirebilir. Dahasi, bazilari, antikanserojenik bir aktivite
ile baglantili olabilecek, ¢ok net bir antimutagenik kapasite gdstermekte, prooksidan etkilerle
antitimor ajanlar haline gelebilmektedir. Son yillardaki aragtirmalar ugucu yaglarin veya
bunlarin bazi bilesenlerinin prooksidan aktivitesinin, bazi polifenollerin de oldugu gibi lokal
tiimor hacmini veya timor hiicresi ¢ogalmasini apoptotik ve/veya nekrotik etkilerle azaltmada
cok etkili oldugunu gostermistir [87].

Son yillarda toksik etkilerinden dolayi kisitlamalar ve artan tiiketici endiselerinin de
etkisiyle gida endiistrisinde sentetik antioksidan, antimikrobiyal gibi katki maddelerinin yerine
alternatif dogal katkilarin kullammmina yo6nelim s6z konusudur. Buna karsin ugucu yaglar ve
bilesenlerinin organoleptik olarak kabul edilebilir Olgiileri gidalarda genel olarak sentetik
katkilara gore disiik aktivite gostermektedir.

Gidalarda oksidasyon reaksiyonlari en ¢ok lipidlerde goriilmektedir. Ugucu yaglar
doymamuis lipidlerin oksidasyon tepkimelerini Onleyerek raf 6mriinii arttirmasi, gidalar ve
biitillenmis hidroksianisol gibi sentetik bilesiklerin degistirilmesi, ayrica hiicre hasarmin,
yaslanmanin ve insan hastaliklarinin nedeninin 6nlenmesi igin degerli olabilirler [101].

Cevresel sartlar, kullanildiklar1 gida matriksinin yapisal 6zellikleri ve yagin uguculuk
ozellikleri esansiyel yaglarin kimyasal yapisini1 degistirebilen, potansiyel etkinligini azaltabilen
faktorlerdir. Kapsiilasyon uygulamalari esansiyel yaglarin stabilitesini artirarak tagima ve
depolama siirecinde yapilarmin korunmasinda, nutrasétiklerde ve gidalarda kullanimlarinda

meydana gelebilecek olumsuzluklar1 6nlenmesinde 6nemli yarar saglamaktadir.

2.3. Nane (Mentha spicata)

2.3.1. Lamiaceae familyasi

Mentha cinsinin iiyesi oldugu Lamiaceae ailesi 200 cins ve 4000'den fazla tiirii iginde
barindirmakta olup aile lilkemizde ballibabagiller adiyla da anilmaktadir [102]. Lamiaceae
familyas1 ¢ok yillik bitkiler grubunda yer alip ¢alimsi veya yari galimsi, otsu bitkilerden
olusmaktadir. Aileye mensup bitkilerin govdeleri 4 koseli, yapraklar1 basit sekillidir. Verim
verme ve gelisme agisindan tropikal ve iliman bolgelerde daha iyi gelismekle birlikte genis
alanlarda adaptasyon gosterebilmektedirler [103]. Familya ¢ogunlukla adacay: (Salvia spp.),
kekik (Thymus spp.), nane (Mentha spp.), mercankosk (Majorana spp.), biberiye (Rosmarinus
spp.), lavanta (Lavandula spp.), reyhan (Ocimum spp.) ve paguli (Pogostemon spp.) vb gibi tibbi
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ve aromatik bitki tlirlerini kapsamaktadir. Familya igerisinde yer alan bitkiler tanimmis ve
ekonomik O6neme sahip bitkilerdir. Ailenin birgok iiyesi tibb1 ve aromatik bitkiler icerisinde
yer alip gidalarin muhafazasi, hastaliklarin tedavisi ve terapide (fitoterapi ve aromaterapi)
faydalanilan, antimikrobiyal aktivite gdsteren ucucu yaglara sahip katmanli tiirler
icermektedirler [102]. Bu ailenin bitkileri zengin bir polifenol kaynagi olup giiglii antioksidan
ozelliklere sahiptirler [9, 104].

2.3.2. Mentha (nane)

Mentha genel olarak nane adiyla anilan, tibbi ve aromatik bitki olarak kabul edilen, ¢ok
yillik, stirliniici gévdelere sahip, otsu bir bitki cinsidir [105]. Mentha tiirlerinde tag yapraklar
aktinomorf olup 4 lopludur, 4 stamen esit boydadir [106]. Lamiaceae familyasindaki aromatik,
uzun Oomiirlii Mentha cinsi Amerika'dan Avrupa, Asya, Avustralya ve Afrika gibi cesitli
cografyalara yayilmis olup melezler dahil bilinen yaklasik 40 tiir igermektedir [107].
Mentha 'nin ana vataninin Orta Avrupa ve Asya olduguna dair bilgiler de mevcutken [108], baz1
kaynaklarda M.O. 1200-1600 yillarinda Misir’da hiikiim siiren 20. ve 21. siilalelere ait
mezarlarda Mentha bitkisinin kalintilarina rastlandigi bildirilmistir [109]. Mentha tiirleri
insanlar tarafindan iki bin yildan fazla siiredir kullamilmaktadir [110]. Mentha s6zciigiiniin
Yunanca sterilize etmek, mikroptan arindirmak anlamindaki minytho sézctigiinden tiiredigini
ileri siirenler oldugu gibi eski Hintge beraberce ezmek veya ovusturmak anlamindaki menta
sOzctigiinden tiiredigini yazanlar da vardir. Nane ad1 Arapga ve Fars¢a ‘hana’dan gelmektedir.
Orta ve Dogu Anadolu’da kullanilan anuk, annuh, annuk adlar1t Ermenice ayni anlama gelen
ananoh’dan gelmektedir [111]. Mentha cinsi; bitkisi, yagi ve ugucu yagi bilesenleri bakimindan
ekonomik olarak 6nemli olup bircok iilkede ticari olarak yetistirilmektedir. Ekonomik deger
tagtyan tiim diger tibbi aromatik bitkilerde oldugu gibi Mentha cinsinde de her yonden yiiksek
verimlilikte (birim alandan elde edilen iriin, birim miktardan ¢ikarilan yag miktar1 gibi) ve
kaliteli iiriin elde etmek iizere caligmalar yapilmaktadir. Nanenin en ¢ok kullanilan ve ticari
olarak en biiyiik degere sahip; dolayisiyla {lizerinde en ¢ok caligmalar yapilan kismi ugucu yag
fraksiyonudur. Nane ugucu yagi lretiminin yilda 6000-8000 ton arasinda degismekte ve
turunggil yagindan sonra ikinci sirada oldugu bildirilmistir [112]. Toplam kiiresel talebin
%80'ini 16.000 ton nane yagi ile Hindistan karsilamaktadir [113]. Ayrica en ¢ok nane yagi
iireten lilkeler arasinda Fransa, Brezilya, Arjantin, Bat1 Avrupa Ulkeleri, Cin, Peru, Tayland ve
Kore’de kendilerine yer edinmis [108] olup Akdeniz iklim kusaginda yaygin olarak
yetistiriciligi yapilmaktadir. M. arvensis L. (misir nane), M. x piperita L. (nane), M. citrata
Ehrh. (bergamot nane), M. longifolia L. (yabani nane) ve M. spike L. (mizrak nane) iliman,
Akdeniz ve subtropikal bolgelerde yetistirilen baslica tiirlerdir [102]. M. x piperita L. (ingiliz
nanesi), M. arvensis L. (misir nane/Japon nanesi) ve M. spicata L. (bahge nanesi), diinyada

esansiyel yag liretimi i¢in yaygin olarak kullanilan i¢ Mentha tiiridiir [104].
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Ulkemizde ise bahgelerde, evlerin dniinde ve tarlalarda yetistirilen nane bitkisi; tibbi
acidan spazm ve gaz giderici (karminatif), mideyi serinletici, uyarici ve diiiretik etkilere sahip
olup baharat ve bitki caylar1 seklinde de ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Nane yag ilag,
gida ve kozmetik sanayinde genis bir uygulama alani olan mentolun en zengin dogal kaynagidir
[92]. Ulkemizde 7 tiir yayilis gdstermekte olup bunlar; M. pulegium, M. arvensis, M. aguatica,
M. piperita, M. longifolia, M. suaveolens, M. spicata’dir [108]. Baz1 Mentha tiirlerine ait
gorseller Sekil 2.2°de goriilmektedir.

M. arvensis
(Japaneese mint)

M. rotundifolia
(Apple mint)

M. spicata

(Water mint) (Spearmint)

{Horse mint)

‘ M. aquatica

l M. longifolia

Sekil 2.2. Baz1 Mentha tiirlerine ait gorseller

Mentha tiirlerinden bazilarinin mentol, karvon, menton ve pulegon gibi etken bilesenleri
iceren ugucu yaga sahip oldugu bildirilmektedir [108]. Nane bitkilerinin mineral igerigi kabul
edilebilir sinirlar arasindadir [110]. Literatiirde bir dizi kemotip; pulegon, karvon, linalol,
piperiton,  piperiton  oksit,  menton/izomenton,  pulegon/menthone/izomenton  ve
pulegon/piperiton prevalansi ile tanimlanmustir [114-116]. Yapilan bir ¢alismada nane ugucu
yag fraksiyonunun %0.1-1 arasinda oldugu belirtilmistir [64]. Diger esansiyel yaglarda oldugu
gibi bitkinin elde edildigi tiir, alt tiir, yetistirildigi bolge, yetisme sartlar1 (1s1k, sicaklik, sulama,
giibreleme, nemlilik, toprak gibi), bitki yasi, hasat sartlar1 ve kaginci hasat oldugu, depolama
kosullar1 gibi faktorler Mentha cinsinin tiyelerinde bitki 6zelliklerine, esansiyel yag; miktari,
bilesenleri ve bilesen miktarlarina, kalitesine etki eder.

Mentha tiirlerinin organik ekstraktlarinin Gjenol, kafeik asit, rosmarinik asit ve o-
tokoferoliin varligi nedeniyle antioksidan ve antiperoksidan ozelliklere sahip oldugu
bildirilmektedir [117]. Fenilpropanoidler, monoterpenler ve oksijenlenmis seskiterpenler gibi
bazi bilegiklerin oksidasyon inhibisyon kapasitesine sahip olduklar1 rapor edilmektedir [118].

Nane ugucu yaglarinin énemli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu [9, 107, 119] ve
Gram (+) ve Gram (-) bakteriler ve bazi mantar suslarina kars1 da giglii antimikrobiyal bir
aktivite sergiledigi bildirilmistir [104, 110, 120, 121]. Nane ugucu yagmin segilmis bazi
mikroorganizmalara (Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella sonei, Micrococcus

flavus, Salmonella typhimurium, Trichophyton tonsurans, Candida albicans) Kkarsi
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antimikrobiyal etkisi oldugu belirlenmistir [28, 64, 120, 122]. Yapilan baska bir ¢caliymada nane
ugucu yaglarmm E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, P. vulgaris, B. subtilis’i engelledigi
belirtilmistir [123]. Nane yagiin Saccharomyces cerevisiae’nin iki susuna karsi etkili oldugu
bildirilmistir [124]. Bununla birlikte diger bir¢ok biyolojik aktivite gibi antimikrobiyal aktivite;
farkli genotipler, kiiltivarlar ve Mentha cinsinin yabani tiirlerinde bulunan ugucu yagin kimyasal
bilesimindeki degiskenlik ile yakindan iliskilidir [110, 125]. Nane yagi ve mentoliin ampicillin,
oksitetrasiklin, eritromicin ve gentamicin antibiyotikleriyle etkilesiminin arastirtldigi ¢caligmada
nane yagi ile oksitetrasiklinin ve mentol ile oksitetrasiklinin birlikte kullaniminda additif (ilave)
etkisi gozlenmistir. Nane yaginin antiplasmit etkisinde mentol 6nemli rol almaktadir [124].
Gergekte hiicre zarmin gegirgenligi zari gegmek zorunda olan c¢oziinenlerin hidrofobik
Ozelligine ve zarin kompozisyonuna baglhidir. Polar fenoliklerin sudaki ¢oziiniirliiklerinin
yiiksek olmalar1 nedeniyle hedef organizmaya temas etmesi kolaylasir. Ornegin nane yagi
hidrofobik olmasi nedeniyle gidanin lipid fraksiyonunda daha iyi ¢dziiniir ve hidrofilik kisimda
yer alan mikroorganizmalarla temasi, dolayisiyla antimikrobiyal etkinligi zayiftir [99].

Mentha cinsi tiyeleri spesifik aroma ve ¢esitli biyoaktif 6zellikleri ile tibbi ve aromatik
bitkiler arasinda 6nemli yer edinmiglerdir. Ayrica nane tiirleri de i¢erdikleri major bilesenlerin
etkisiyle farkli lezzetlere ve farkli biyoaktif 6zelliklere sahiptir [1L07]. Nane, nane ugucu yagi ve
major bilesenleri gidalarda, nutrasctiklerde, eczacilikta, fitoterapi ve aromaterapide, dis ve agiz
bakimi, kozmetik ve parfiimeri gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Mentha cinsine ait bitkilerin
yaprak, ¢icek ve sap kisimlari ile ugucu yaglar1 ve bilesenlerinin; baharat, bitkisel ¢ay, lezzet ve
aroma verici, ferahlatici olarak gidalarda kullanimi yaygin bilinen 6zelliklerindendir. Mentha
spp.; bulanti, bronsit, siskinlik, istahsizlik, antienflamatuar, karminatif, antiemetik, diyaforetik,
antispazmodik, analjezik, uyarici, antikansorejen aktiviteler ile ilseratif kolit ve karaciger
iltihab1 6nleyici 6zelliklere sahip nutrasétikler olup fitoterapide kullanilmaktadirlar [104]. Nane
ucucu yagi antiseptik ve bolgesel anestezik oOzelliklere sahip olup agri giderici, kan akisini

hizlandirici etkiler sergilemektedir [64].

2.3.3. Mentha spicata

Mentha spicata (bahge nanesi/ kivircik nane); M. longifolia (uzun yaprakli nane) x M.
rotundifolia (elma nane) tiirlerinin melezidir [105]. Mentha spicata L. ugucu yaglarmin
ekonomik Onemi ile karakterize edilmekte ve ugucu yag iiretimi i¢in diinyanin birgok yerinde
yaygin olarak yetistirilmektedir [9]. M. spicata L.; 30-100 cm boyunda biiyiiyen, yapraklar1
tirtikli ve 5-9 cm uzunlugu ile 1.5-3 cm genisliginde olan bir tiirdiir. Kok kare seklindedir,
nane ailesinin bir ticari markasidir. M. spicata ince sivri ¢igekli olup her ¢icek pembe veya
beyaz ve 2.5-3 mm uzunlugunda ve genis cicek iireten bir bitki tiridir [102].

Mentha spicata L. karakteristik gii¢lii aromatik kokulu, tiiysiiz, uzun dmiirlii bir bitkidir.

Kok yapist siiriinen bir rhizomatous (rizom kok- kdk govde) seklindedir [113]. M. spicata ile
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ilgili olarak ¢ok yillik, otsu, kisa boylu, parlak yesil renkli, dallarin ucunda basak seklinde soluk
mavi gigekleri bir arada olan bir tiir oldugunu bildirilmistir [126]. Ozgiil agirlig: 25 °C’de 0.917-
0.934, optik g¢evirme agist 20°C’de -48°/-59°, kirilma indisi 20°C’de 1.484-1.491, ¢oziiniirlitk
%80’lik etanolde 1 hacim, karvon olarak toplam keton en az %55’tir. Ucucu yag; cigekli taze
bitkiden, su buhar1 destilasyonuyla, ortalama %0.6 verimle elde edilmektedir. Baslica
bilesenler; 1-karvon (%40-70), limonen (%20), karveoller, karvon izomerleri, karvil asetatlar
olup ayrica mentol, borneol, linalol, menton, jasmon, perilalkol, monoterpenler ve
seskiterpenler barindirir [108]. M. spicata’dan elde edilen ugucu yaglarin ana bileseni karvondur
ve bu oOzellik onu diger nane tiirlerinden farkli kilar. M. spicata ugucu yaginda ¢ogunlukla
%350’nin lizerinde karvon bulunmaktadir [105]. M. spicata ugucu yagi esas olarak oksijenli
monoterpenlerden olusmustur. M.spicata ugucu yaginin kompozisyonunun %80’inden fazlasini
biiyiik oksijenli monoterpen bilesiklerden olan karvon, cis karveol ve limonen olusturmaktadir
[26]. M. spicata yagmin aromatik karakteri major bileseni karvon igerigi ile sekillenir. Tir
sindirim ve gastro uyarici olarak yararli bulunmustur. Bitkinin tim kisimlar1 karminatif (gaz
giderici) olarak kullanilmasini saglarken, yapraklar c¢ay tatlandirici olarak kullanilmaktadir.
Taze ve kurutulmus bitkiler ve bunlarin ugucu yaglari; gida, kozmetik, sekerleme, sakiz, dis
macunu ve ilag endiistrilerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. M. spicata'nin ugucu yagi
giiclii insektisidal (bocek 6ldiiriicii) ve mutajenik aktivite gostermistir [113].

Yapilan c¢aligmalarda nanenin ugucu yag fraksiyonunun %0.1-1 arasinda oldugu
belirtilmistir [26]. Chauhan vd. (2009) Mentha spicata bitkisini kullanarak, soluk yesilimsi
renkte ve taze agirlik bazinda %0.37 £+ 0.02 oraninda ugucu yag elde etmislerdir. Elde edilen
toplam yagin %94.0'inii olusturan 20 bilegik tamimlanmis olup major bilesenleri karvon
(%57.1), limonen (%10.1); diger 6nemli bilesenleri cis-dihidrokarvon (%3.2), dihidrokarveol
(%3.2), germacren D (%3.1), 1,8 sineol (%2.9) olarak tespit edilmistir [113]. M. spicata
iizerinde yapilan bir diger calismada ucucu yagin %99.84'inii olusturan toplam 34 bilesen tespit
edilmis olup, ana bilesenler 1-karvon (%50.33), d-limonen (%16.47), borneol (%3.93) ve 4-
terpineol (%3.78) olarak saptanmustir [110]. Yapilan gesitli ¢aligmalarda M. spicata tiiriinden
elde edilen ugucu yagin karvon oraninin %39.38-69.41 [92, 127, 128], %42-67 [92, 128], %50-
70 [110, 129, 130] araliklarinda bulundugu bildirilmistir. Elde edilen degerler daha 6nceden de
belirtilen yetistirilme, hasat, depolanma faktorlerinden etkilendiginden cesitlilik gostermektedir.
Literatiir taramalarinda elde edilen verilere de dayanarak M. spicata tiiriiniin ugucu yaginin
kimyasal bilesimin genis ¢apta degisen karmasik kimyasal karisimlardan olusmakla birlikte
birinci major bileseninin karvon oldugu goriilmektedir. Sekil 2.3’te karvonun molekiil yapisi

gosterilmistir.
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CH,
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HC- 'y
CH,

(R)-(-)-Karvon

Sekil 2.3. Karvonun molekiil yapisi

M. spicata gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir ve geleneksel tipta antispazmodik,
ditiretik, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan ajan olarak ve soguk algmligi, grip,
solunum yolu problemleri, gastralgia, hemoroit ve mide agrisi tedavisinde kullanilmaktadir
[131-133]. M. spicata ugucu yag1 ve ekstraktlar1 ¢ogunlukla antimikrobiyal ve antioksidan
maddeler olarak bilimsel ilgi konusu olmustur. Yapilan gesitli calismalarda M. spicata ugucu
yaginin diisiik antioksidan etki gdsterirken yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermesi, yapisinda
barmdirdigi major bilesen karvon ile iliskilendirilmistir [9] ve bu bilesikten tatlandirici, koku
verici ve inhibitor olarak yararlamilmaktadir. Major bilesiklerden karvakrol ve karvonun S.
aureus, L. Monocytogenes ve E. coli O157:H7’e kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir [26]. M. spicata ugucu yaginin diisiik radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu bu
durumun da menton ve izomentonun oranindan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir. Ugucu
yaglarm en yiiksek antioksidan ozelliklerinin fenolik igerikleriyle ilgili oldugu daha onceki
calismalarda bildirilmis olup M. spicata ugucu yaglarindaki diisiik radikal siiptirme aktivitesinin
major bilesen olarak mentol bileseni yerine karvon bulundurmasina dolayisiyla fenolik madde

icerigine baglanabilecegi rapor edilmistir [110, 125].
2.4. Zein

Misir proteini olan zein bitkinin endosperminde bulunan bir prolamin olup alkolde
¢oziinmektedir [68]. Farkli musir tiirlerinin protein igerigi kuru bazda %6 ila %12 araligindadir.
Misirin ihtiva ettigi proteinin yaklagik %75'i endospermde bulunur. Zein musir endosperminin
sertligini belirler. Zein, 5-35 mm'lik nisasta graniilleri arasindaki misir endosperm hiicrelerinin
sitoplazmas1 boyunca esit olarak dagilmis + 1 mm'lik "zein-body"lerinde bulunur [134]. Cesitli
faktorlere bagli olarak endospermin toplam proteininin en az %350’si depo proteini zein
formundadir. Sulu alkol karigimi ile ekstrakte edilip graniil toz halinde kurutulabilir [46]. Sekil

2.4’te graniil zein gorlilmektedir.
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Sekil 2.4. Graniil zein

Zein 3/4 oranda lipofilik ve 1/4 oranda hidrofilik amino asit kalintilarina sahiptir [68].
Zeinin hidrofobik karakteristigi, yapisinda barindirdigi yiiksek polar olmayan amino asitlerle
ilgilidir [73, 134]. Nispeten saf halde ekstrakte edilen az sayidaki tahil proteinlerinden [135]
olan zein, ticari olarak misir endiistrisinde 6giitmenin bir yan iirtiiniidiir. Bir protein olan zein
GRAS listesinde yer almaktadir ve FDA tarafindan gida sinifi bir bilesen olarak siniflandirilir.
Yenilebilir filmler olusturma kabiliyetine sahip zein gida ve ilag endiistrileri i¢in cazip bir
materyaldir. Kapsiilleme, ilag dagitim tabani ve doku uygulanmasi arastirilmustir [136]. Zein
ilag salimi, gida korumasi, antioksidan ve emiilgator gibi katki maddesi formunda pek ¢ok
uygulamada kullanilir [137]. Zein karmasik yapida essiz bir materyaldir; molekiil yapist ve
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle 6zellikle son yillarda endiistride ve bilimsel ¢aligmalarda
zeine yonelim artis gostermektedir.

Prolamin zein ve ticari zein ayn1 materyal degildir. Cekirdekte zein yaklagik 1 pm
boyutundaki protein cisimciklerinde yer almaktadir. Biyolojik olarak zein molekiiler boyut, yiikk
ve ¢ozinilirlik bakimindan degisen proteinlerin bir karisimidir. Bu proteinler diferansiyel
coziinlirlitkler ve ilgili yapilar ile dort ayr tiire ayrilabilir: a-, B-, y- ve d-zein, molekiiler
boyutta (21.000-25.000 molekiiler agirlikli polipeptit ve 10.000 molekiiler agirlikli peptit)
farklilk gosteren bir peptit karigimidir [134, 135]. Daha biiyiikk peptitler ¢ogunlukla
hidrofobiklikten sorumludur. Diisiik molekiiler agirlikli peptitler daha az polar olmayan amino
aside ve daha diisiik bir ortalama hidrofobiklige sahiptir. Ayrica zein glutamik asit, 16sin, prolin
ve alanin igerir; bununla birlikte ¢oziiniirliigiin sinirlayici bir faktorii olan bazik ve asidik amino
asitlerden yoksundur [138, 139]. Lizin ve triptofan gibi esansiyel amino asitler yetersizdir ve
besin kalitesinde zayiftir [134]. Zein sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) yontemi ile fraksiyonlar1 olan a-, B-, y- ve d-zeine ayrilabilir. Toplam zeinin
yaklastk %70-85'ini a-zein, %10-20'sini y-zein, %1-5’ini B-zein ve %1-5’ini J-zein
olugturmaktadir [136].

28



2.4.1. Zeinin ¢oziiniirliik ozelligi

Zein ¢ok farkli ¢oziictilerde farkli faktorler altinda ¢oziiciiliik gosterir. Tek bir maddenin
zein i¢in iyi bir ¢oziicii olmasi igin, molekiiliin polar ve nonpolar gruplar arasinda dogru denge
olugturmasi gerekir [140].

Zein tek basina suda ¢oziinmez iken su ve bazi alkollerin ikili ¢oziicti halinde oldugu
ortamlarda c¢Oziiniir Ozellige sahiptir. Prolamin smiflandirmasindan ve alkollerin kolay
uzaklastirilmasindan dolay1 sulu alkoller en ¢ok kullanilan zein ¢éziiciilerdir [134]. Zein i¢in
ikili ¢oziciilerin kapsamli  bir arastirmasi Manley ve Evans (1943) tarafindan
gerceklestirilmistir. Zein igin ikincil ¢o6ziiciiler Cizelge 2.4’te [135, 141] verilmistir. Zein
¢Ozeltisinin ¢oziinme giicli ve bulut noktasinin, iki bilesenin oranina ve sicakliga bagh oldugu
ortaya konulmustur. Susuz ¢ozeltiler siire ve 1sinin etkisi altinda jole haline gelme egilimi

gostermis olup sulu karigimlar gibi kopiirme 6zelligi gostermemistir [135].

Cizelge 2.4. Zein i¢in ikincil ¢oziciiler [135, 141]
1. Bilesen 2. Bilesen

Su Aseton, asetonil aseton, n-biitanol, t-biitanol, s-biitanol, dioksalan, dioksan,
etanol, izobiitanol, izopropanol, metanol, n-propanol,

Diisiik bir ~ Asetaldehit, aseton, benzen, butil laktat, kloroform, diklorometan, dietilen

alifatik glikol monoetil eter, etil laktat, etilen dikloriir, etilenglikol, etilen glikol

alkol monoetil eter, furfural, metil etil keton, metilen Kkloriir, nitroetan'nin,
nitrometan, propilen glikol, 1,1,2,2-tetrakloroetan, 1,2,3-trikloroetan, toliien

CPSC (1949) ve Manley ve Evans (1943)'dan elde edilen veriler

Zein c¢ozeltileri ¢ozeltideki zein ve suyun konsantrasyonuna bagli olarak zaman ve 1s1
etkisi ile jellesir.

2.4.2. Zeinin plastiklestirici 6zelligi

Zeinin kullanildigi plastiklestiriciler/akiskanlastiricilar i¢in bir polar grup ve polar ve
nonpolar gruplar arasinda uygun bir dengeye ihtiyag vardir. Zein plastiklestiriciler birincil
plastiklestiriciler; gliseroller, sulfonamidler, yag asitleri, amidler, aminler, gliseril esterler,
esterler olmak tizere gruplandirihirlar. Daha etkili plastiklestiricilerden bazilar1 trietilen glikol
gibi ugucu olmayan ¢oziicililerdir. Su genellikle plastiklestirici etki i¢in zeine ilave edilmese de
su zeinin en etkili plastiklestiricisi olabilir. Ikincil plastiklestiriciler; gliserol, sorbitol,
difenilamin, dibutil fitalat, dibiitil sebakat, trifenil fosfattir ve bunlar tek baslarina

kullanildiklarinda zein i¢in zayif plastiklestiricilerdir, karisik sistemlerde etkilidirler [142].
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2.4.3. Zeinin kapsiil olusturabilme 6zelligi

Wang ve Padua, etanol-su ¢6zeltilerinden zein mikrokiirelerin olusumunu kendiliginden
olusan kiireler olarak tanimlamigtir. Kurutma esnasinda, etanol sudan daha hizli buharlagmakta,
solvent ortami giderek hidrofiliklesmektedir. a-zein, nispeten hidrofobik bir proteindir ve sulu
ortamda hidrofobik baglar olusturmaya egilimli olup kendiliginden olusum siireglerine neden
olmaktadir [136]. Zeinin hidrofobik ve hidrofilik zonlar1 siirekli salimli formda kapsiilleme i¢in
baglar olusturabilir. Zeinin sulu etanoldeki ¢6ziiniirliigiinden yararlamlarak zein gesitli bitki
ucucu yaglarmin kapsiilasyonunda kullanilmistir. Zein kabuk materyali ile ugucu yaglar
kapsiille edilerek antioksidan aktivitesi, antimikrobiyal aktivitesi, salim kinetigi gibi faktorler
icin incelenmektedir. Zein nanopartikiillerinde ugucu yaglarin kapsiillenmesi, suda
dagilmalarimi saglar ve bu da insan patojenik bakterilerin gida muhafaza ve kontroliinde
kullamm potansiyellerini biiyiik 6l¢iide arttirir. Bu ¢alismanin sonuglari, gida muhafazasinda
ugucu yaglarmm uygulanmasmi kolaylastirmak i¢in nano kapsiillemenin kullanilmasin
desteklemektedir [137].

Zeinin hem etanolde hem de asetonda ¢oziilmesiyle gerilme ve su buhari bariyer
ozellikleri iyi olan biyobozunur zein filmleri elde edilebilmektedir. Nanoteknoloji
yaklasimlarinin zein i¢in 6zel gidalarda ve biyobozunur plastik endiistrisinde yeni uygulamalar
olusturacagi diisiiniilmektedir. Zein, 6rnegin formaldehit ile muameleden sonra mikrobiyolojik
olarak direngli ve hareketsiz olan, tiibular yapilardan olusan bir ag 6rgiisii olusturabilir [76].
Ayrica zein nano boncuklar1 veya nanopartikiilleri plastik veya biyoaktif gida ambalajlarinin
dayanikliligim gelistirmek i¢in oldugu gibi flavor bilesenleri, aromatik bilesenler, ucucu yaglar
veya nutrasdtiklerin kapsiilasyonu igin yenilebilir kabuk olarak da kullanilabilir. Nano boyuttaki
zein filmlerinin uniformitesini ve olusumunu kontrol etmek mekaniksel ve gerilme ozellikleri
konularinda kritik 6neme sahiptir [76]. Biyobozunur ozellikteki zein gida ve eczacilik
uygulamalarinda  biyoaktif bilesikleri kapsayan kendiliginden bir araya getirilmis
nanopartikiiller olusturma kabiliyeti nedeniyle kapsamli bir sekilde arastirtlmigtir [68].

2.5. Kazein

Sigir siitiiniin miktar1 ve bilesen oranlar1 hayvanin cinsi, irki, beslenmesi, laktasyon
siireci, mevsim degisikligi, hayvanin bakimi, yasi, hareketliligi, yavrulamasi gibi faktorlere
bagli olarak degismekle birlikte genelleme yapilacak olursa kabaca yaklagik %3.0-3.5 protein
icerigine sahip olup siit kuru maddesinin yaklasik %251 proteindir [143,144]. Siit proteinlerinin
temel fonksiyonu gen¢ bireyin bedensel gelisimi igin gerekli temel amino asitlerin
saglanmasidir. Ayrica siit immiinoglobiilinler, vitaminler, metal baglayict proteinler ve
hormonlar1 saglayan c¢esitli proteinleri de aktif proteinler vasitasiyla biyolojik olarak

saglamaktir [143]. Siit proteinleri besinsel degeri yiiksek, duyusal 6zellikler bakimindan iyi,
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dogal, bulunmasi kolay ve yaygin, ucuz, GRAS, toksik olmayan, biyouyumlu, biyobozunurdur
ve cok sayida yapisal ve islevsel ozelliklere sahiptir. Siit proteinleri benzersiz fizikokimyasal
ozellikleri nedeniyle bir¢ok islenmis gidada yer alan 6nemli islevsel bilesenlerdir [145].

Siit proteinleri ¢ok karmasik yapida yaklasik 30 fraksiyondan olusmustur. Siit
proteinleri molekiiler ve fizikokimyasal dzellikleri birbirlerinden farkli olan kazeinler ve serum
proteinleri olmak tizere iki temel gruba ayrilmaktadir. Yagsiz siitten kazeinler herhangi bir yolla
uzaklastirildiginda geriye kalan kisma siit serumu denir. Proteinlerin elektrik yiikleri, protein
parcaciklariin bulundugu sulu ortamdaki pH degerine bagl olarak degisir. Siit proteinleri hem
anyon hem katyon igerdikleri igin amfoter karakter gosterirler. Asit ¢ozeltilerde pozitif, alkali
cozeltilerde negatif ylike sahip olurlar. Kazein yaklastk pH 6.6 olan siit pH'sinda negatif
yuklidiir [146]. Belirli bir pH degerinde pozitif yiik ile negatif yiik esit degerlerde olur. Bu pH
degerinde protein pargaciklari elektriksel alanda gog¢ etmezler, yani hareket etmezler. Anyon ve
katyonlarin esit oldugu pH degeri izoelektrik nokta (pl) olarak tammlanir. Kazeinler pI’da
¢oziinmezler, pI’nin altinda veya listiinde ¢oziiniirler [144]. Siit proteinleri biiyiik oranda kazein
misellerinden meydana gelmistir. Sigir siitii proteinlerinin yaklagik %80’ini kazeinler olusturur
ve bu grup 30 °C'de, pH 4.6'da (pl) ¢okelmektedir. Siit proteinlerinin geriye kalan yaklasik
%20’lik kismi1 kazeinlerin ¢okelti olusturdugu kosullarda ¢6ziiniir oldugundan peynir alti suyu
proteinleri, serum proteinleri ve kazein olmayan azot olarak adlandirilan proteinler
olusturmaktadir. Sigir siitiinde iz miktarda glikoprotein fraksiyonlar1 da bulunmaktadir [143].
Miseller diizensiz olarak paketlenir, dinamiktir ve sicaklik degisimine tepki verirler [79]. Siit
proteinlerinin %95.2°lik kismi yaklasik olarak %80 kazein, %12 albumin, %2 globulin, %2.4
proteoz-pepton olarak da ayrilabilmektedir. Siit proteinleri igerisindeki %80 kazein
icermektedir. Kazein tiirlerine gore ayiracak olursak siit %42 as-kazein fraksiyonlarindan, %25
B-kazeinlerden, %9 «x-kazeinlerden, %4 vy-kazeinlerden olugmaktadir. Serum proteinleri; o-
laktoalbumin, B-laktoglobulin, immunoglobulinlerden olugmaktadir. Siitiin 90 °C’ye 1sitilmasi
ile serum proteinleri ve asitligin pH 4.6’ya distiriilmesi sonucu kazein ¢oker; proteoz-pepton,
¢okelekler ayrildiktan sonra serum igerisinde kalan azotlu maddelerdir. Isiya karsi stabildirler
ancak %12’lik TCA’da (triklor asetik asitte) ¢okelti olustururlar [144].

Proteinlerin ¢oziintirligii tizerine; ¢oziicli ortamin pH’si, iyonik kuvvetler, sicaklik,
organik ¢oziicii varh@i en etkili faktorlerdir. Organik bir ¢o6ziicii olan alkol ve aseton,
proteinlerin ¢oziiniirliiglinii olumsuz yonde etkilemektedir. Sulu ¢ozeltinin elektrik yiikiinii
azaltarak, hidratasyonun azalmasina ve proteinlerin sekonder ve tersiyer yapisinda geriye
doniistimii olmayan degisikliklere neden olarak ¢okmesine neden olmaktadir [144].

Kazein misellerinin varhigr ilk olarak 19. yiizyilda kabul edilmis olup 1960'larin
ortalarinda kazein misellerinin i¢ ve dis yapilar1 tammlanirken; proseslerde asitlenme,

pihtilagsma ve bunlarm yapilar iizerindeki etkilerinin (pthtinin su baglama yetenegi gibi) ortaya
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cikmasi ile iglevselligi daha iyi anlagilabilir konuma gelmis ve artan bir ilginin olugmasini

saglamustir [147].
2.5.1. Kazeinin ozellikleri

Gidalarda tek basma ve/veya farkli kabuk materyalleri ile belirli oranlarda kombine
edilerek kullanilabilen yenilebilir siit proteini bazli film ve kaplamalar yenilebilir film ve
kaplamalardan beklenen bir¢ok fonksiyonel o6zelligi karsilamaktadir [77]. Kazein tiiketici
tarafindan kabul goren bir tadi ile ¢aligmalarda kullanilmak i¢in uygun bir adaydir. Kazein film
giday1 ¢evre sartlarina kars1 korumada; beslenme kalitesi, kabul edilebilir duyusal 6zellikleri ve
yiiksek gida uygulamalarma olanak saglayabilme yetenegi nedeniyle tercih edilir. Siit proteini
filmleri iyi mekanik o6zellikleri ve miikemmel lipid, oksijen ve aroma bariyeri olarak islev
gortirken hidrofilik dogalari nedeniyle nem bariyeri 6zelliklerine sahip degillerdir [6]. Proteinler
yag-su arayiiziine adsorbe ederek veya biyoaktif bir madde baglayarak, tutarak veya kaplayarak
kapsiillenmis biyoaktif maddeleri korumak i¢in gerekli olan bir kalkan olustururlar [148]. Yagl
su emiilsiyonlarinda kazeinin lipit oksidasyonunu o©nlemede son derece etkili oldugu
kanitlanmustir [149]. Proteinler, oksidasyona ya da bozulmaya neden olan diger bilesiklerin
kapsiil i¢ine penetrasyonuna karsi bir bariyer olusturabilirler; bu durumda bazi siit proteinlerinin
antioksidan ve metal baglama &zellikleri kapsiilasyonda son derece faydali olabilir. Kazein
demiri baglar ve bu da kazeine antioksidan o6zellik kazandirir [148]. Kazein, gegis metallerini
baglayabilen fosfoseril artiklar1 igermektedir. Kazeinin antioksidan o6zellikleri, serbest
radikalleri temizleme ve kazein {izerinde bulunan fosforile serin artiklarinin metal katyonlarla
kompleksler olusturdugu bilinmektedir ve prooksidan gecis metallerini kenetleme kabiliyetine
atfedilmektedir [149]. Cesitli ajanlarla etkinlestirilen siit proteinleri islenmis bazi gidalarda
hidroperoksidasyonu ve lipid peroksidasyonunu oOnlemek amaciyla bir antioksidan gibi
kullanilmaktadir [77]. Kazeinler, 200-300 nm civarindaki gii¢lit UV absorpsiyon ozelliklerini
kullanarak radyasyona, ozellikle de UV 1sigina kars1 bir koruma gorevi iistlenirler. Siit
proteinleri mide icindeki zorlu asit ortamina karsi probiyotik mikroorganizmalar i¢in iyi bir
koruma saglayan miikemmel tamponlama kapasitesine sahiptir [148]. Sodyum kazeinatin
kapsiilasyon isleminde kabuk materyali olarak kullanildigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur [62].

Siit proteinlerinden olusan yap1 ya da matriks, tek basina veya diger bilesenlerle birlikte
bir taraftan g¢ekirdek materyaldeki biyoaktif maddelerin difiizyonuna ve kagisina karsi bir
bariyer olusturabilirken diger taraftan sindirim enzimlerinin kabugu gecip ¢ekirdek materyala
dogru erisime karsi bir bariyer olusturabilir [148]. Ayrica, kazeinlerin, gida {iriiniiniin besin
ozelliklerini etkilemeden gida endiistrisinde uygun bir uygulama saglayan midede kolaylikla
sindirilebildigi ve boylece sindirim asamasi sirasinda tutulan bilesigin daha sonra serbest

kalmasimi sagladigi kanitlanmigtir [38].
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Stit proteinleri, gida Dbilesenlerinin mikrokapsiilasyonu i¢in yaygin olarak
kullamlmaktadir. Allerjenik potansiyellerine ragmen diger kapsiil matrisi bilesenleri ile
kolaylikla degistirilemeyen benzersiz oOzelliklere sahiptirler. Sodyum kazeinat yenilikgi
kapsiilasyon formiilasyonlarinin ayrilmaz bir pargasidir [40].

Nanoteknolojinin temelleri arasinda molekiiler kendiliginden birlestirme ve ortak
montaj bulunmaktadir. Bazi 6nemli siit proteinleri dogal kendi kendine toplayicilardir ve
birlikte birlestiricilerdir [148]. P-kazeinin milkemmel kendiliginden olusum &zellikleri
nedeniyle nano yapilar spesifik ilaglarin verilmesi, hidrofobik kemoterapétik ilaglarin ¢oziinme
ozelliklerini gelistirmek ve oral yoldan alinimini kolaylastirmak i¢in nano tipta kullanilir [38].
Son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalarda hidrofobik nutrasdtiklerin nanokapsiilasyonu i¢in bu
birlikte-olusum islemini kullanmasina yer verilmistir [148]. Kazeinler, nanokapsiilasyon
amaglari i¢in uygun olan, giiglii bir iligkilendirme egilimine sahiptir [38].

Siit proteinleri biyoaktif maddeler icin dogal araclar olup yapisal ve fizikokimyasal
ozellikleri dogal veya istihdam kullanimlarini kolaylastirmaktadir. Bu &zellikler; ¢ogunlukla
hidrofobikler olmak lizere iyonlar1 ve kiigiik molekiilleri baglama yetenekleri, mitkemmel yiizey
ozellikleri ve kendi kendine montaj zellikleri, ¢esitli capraz baglanma mekanizmalar1 yoluyla
miikemmel jellesme yetenekleri, kapsiilleme ve kontrollii salim kabiliyetleri, pH-yanith jel
sisme ve kasilma davranisi, diger makromolekiillerle olan kontrol edilebilir etkilesimleri,
bilesenlerin sinerjik kombinasyonlar1 ile kompleksler ve konjugeler olusturma Ozellikleri,
hassas trtinlerin paketler halinde korunmasi igin ¢esitli muhafazalari, biyolojik uyumlulugu ve
biyolojik olarak parcalanabilirligi, yiik arizasinin biyolojik olarak erisilebilirligini kontrol etmek
ve biyoyararlanimini artirmak i¢in ara¢ ariza modelinin akile1 tasarimini miimkiin kilmaktadir
[148]. Kazeinle kapsiile edilen P-karoten gesitli etkilesimlerin bir sonucunda isiya, UV
isinlarina, ¢evre ve sindirim kosullarina, vb. karsi korunarak biyoyararliligi arttirdigi
bildirilmektedir [38].

Yenilebilir film uygulamasi olarak meyve iizerinde kazein emiilsiyon protein filmi
incelenmistir. Ekmek sarma i¢in sodyum kazeinat filmleri kullanilmigtir [33].

Kazeinler eczacilikta ilaglarin kapsiillenmesi ve dagitiminda da kullanilmaktadir.
Eczacilik, niitrasotik, farmasoétik, kozmetik, gida alanlarinda kazein esash kapsiilleme ile ilgili

calismalar devam etmektedir.
2.6. Mikrokapsiilasyon Teknolojisinde Zein ve Kazein Kullamimm

Uriin 6zelliklerini gelistirmek adina iki veya daha fazla polimer tarafindan olusturulan
mikro/nanokomplekslerin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve uygulanmasini arastirmak igin
birgok caligma yapilmistir. Bu ¢aligmalarda farkli kogullarda farkli polimerlerin sinerjistik ve
antagonistik 6zellik gosterip gostermedigine, kapsiil yapisina; kapsiilasyon etkinligi ve kontrollii

salimi, boyutu, antioksidan ve antimikrobiyal Ozelliklere katkisi, prooksidan yapisi gibi

33



ozelliklerine bakilmistir. Yapilan bu ¢aligmada kazein ilavesinin zein mikrokapsiillerinin yapisal
ve islevsel oOzelliklerine etkileri inceleneceginden zeinin kazein ve kazeinatlarla birlikte
kullanildig1 ¢aligmalar tizerinde literatiir incelemesi bir 6n gerekliliktir.

Yenilebilir film ve kaplamalar her sinifin farkli islevsel 6zelliklerinden yararlanmak
adina polisakkarit, protein ve/veya lipitlerin bir karigimindan olusan heterojen yapilardan
olusturulabilir. ki veya daha fazla sayidaki aym grup veya farkli gruplardaki malzemelerin
ozelliklerinden optimum diizeyde yararlanip bir araya toplamak ya da ortaya yeni bir 6zellik
¢ikarmak amaciyla se¢ilen malzemelerin makro seviyede birlestirilmesiyle olusan malzemelere
kompozit malzeme denir. Kompozit filmlerin tiretilmesinin temel amac belirli bir isleve ihtiyag
duyuldugunda kaplamanin 6zelliklerini gelistirmektir. Kabuk materyali ¢ok bilesenli kaplama
ve filmler ya karigmayan bilesimlerin bir emiilsiyonu, siispansiyonu veya dagilimi formunda ya
ardisik tabakalarda (gok tabakali kaplama ya da filmler) ya da ortak bir ¢6ziicii icinde bir ¢dzelti
formunda uygulanabilmektedirler [73]. Protein kaynakli filmlerin mekaniksel ve bariyer
ozellikleri polisakkarit kaynakli filmlerden genelde daha iyidir. Siit proteini bazli filmler,
gidalarda tek basma kullanilabilecekleri gibi diger kabuk materyalleri ile belirli oranlarda
kombine edilerek de kullanilabilmektedirler [77].

Ugucu yaglarin liyofilizasyon esnasinda diisiik basing altinda kismen buharlagmasi, bu
nedenle gergek kapsiilleme etkinliginin elde edilen deneysel verilerden biraz daha yiiksek
olmasi beklenir. Ucuculugun kapsiillesmeye etkisiyle ilgili benzer ¢alismalar kabuk materyal
zein olan ugucu olan esansiyel yaglarin kapsiilasyon etkinliginin balik yag: gibi sabit yaglar ile
yapilan kapsiillemeden diisiik oldugu gortilmiistiir [137].

Zein nispeten hidrofobik ve termoplastik bir malzemedir. Teknik olarak, zein gibi
alkolde ¢oziiniir bir proteinden yapilmig filmler, diger proteinlere kiyasla nispeten yiiksek
bariyer Ozelliklerine sahiptir ve diger yenilebilir filmlere kiyasla nispeten iyi su buhari
bariyerleridir. Kazeinat filmler rastgele bobin dogasi nedeniyle 1s1l islem yapilmaksizin sulu
soliisyonlardan yapilirlar. Kazeinat filmler seffaf ve esnektir ancak su bariyeri 6zellikleri
zayiftir. Karsilastirilabilir test kogullarinda kazeinat filmlerin, bugday gluteni filmlerine ve soya
protein filmlerine benzer nem bariyerlerine sahip olduklari ancak misir zein filmlerine gore
daha diisiik nem bariyerlerine sahip oldugu goriilmektedir [33]. Zeine eklenecek kazeinin
viskoelastik yapry1 daha kararli hale getirdigi bilinmektedir. Cesitli calismalar ile zeinin
kazeinin yerine kullanilabilecegi goriilmiistiir. iki hammadde igin ¢oziiciide dagilabilirlik,
islevsellik, istenilen ozelligi karsilama kabiliyeti, maliyet, ayni islevi yerine getirmek i¢in
gerekli miktar gibi parametrelere de bakilip karsilastirmalar yapilmistir [135].

Son zamanlarda genis bir yelpazedeki iyonik kuvvete karsi iyi dengeyi koruyan ve
kuruttuktan sonra iyi bir yeniden dagilabilirligi koruyan sodyum kazeinat stabilize edilmis zein

koloidal nanopartikiilleri Patel ve arkadaslari tarafindan hazirlanmistir. Zein-kazeinat esash
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nanoparcaciklar, yeniden dispersitenin, biyolojik ve antimikrobiyal aktivitelerin arttirilmasi
amactyla timoli kapsiillemede kullanilmistir [45].

Izoelektrik noktasindan dolay1 nétr pH'a yakin olan kolloidal zein partikiilleri hem {iriin
kosullarinda hem de bagirsaktaki fizyolojik pH'da fiziksel stabiliteyi kaybederek agregasyona
ugrarlar. Kolloidal zein partikiilleri i¢cin yeniden dagilabilir tozlarin hazirlanmasi igin
liyofilizasyon sirasinda agregasyona karsi koruma saglamak da onemli bir zorluktur. Bu
yigilmalarin dnlenip sterik stabilizasyon saglanmasi i¢in genel yol siirfaktan kullammidir ancak
genellikle istenmeyen tada sebep olmalar1 ve sitotoksisite sorunlarinin kullanimini
sinirlandirmasi nedeniyle oral yolla kullanimu tercih edilmez. Bu nedenle dogal biyopolimerler
kullanilarak kolloidal pargaciklarin stabilizasyonu, kabul edilebilir tat, biyouyumluluk ve
biyobozunabilirligi nedeniyle artan bir ilgi gérmiistiir. Zein kolloidal partikiilleri stabilize etmek
icin tamamen dogal bir oral uygulama sisteminin gelistirilmesi i¢in sodyum kazeinat kullanim
iizerinde ¢alisilmis, pH ve iyonik kuvvetin bir fonksiyonu olarak kararliliklari, kurutulduktan
sonra yeniden dagilabilirlik ve enzim hidrolizi incelenmistir. Antisolvent sulu fazda sodyum
kazeinatin eklenmesi son partikiil biiyiikliigiine herhangi bir etki gostermemis fakat yiizey
yiikiiniin pozitifden negatife kaymasina neden olmustur. Zein partikiillerinin sodyum kazeinatin
sulu soliisyonunda ¢okelmesi prensipte iki islemin bir yarismasi olabilir. Sodyum kazeinat
amfifilik ve ylikli yapisi nedeniyle daginik fazin yiizeyinde yerlesme ve adsorbe etme
egiliminde olup agregasyona karsi elektrostatik ve sterik bir itme saglar. Mevcut durumda,
¢okelme islemi sirasinda zein ve kazein arasinda karsi zit yiikler nedeniyle giiglii elektrostatik
cekim vardir. Bununla birlikte c¢okelme islemi sirasinda kullanilan sodyum kazeinatin
konsantrasyonu sterik etkilere bagli olarak kolloidal stabilizasyonu da etkilemistir [150]. Zeinin
pI’s1 pH 6.2 ve kazeinat pI’s1 pH 4.6’ dir [41]. Zein ve kazeinat stabilize kolloidal dispersiyonun
pl’st zein ve kazenin kendi pl’larindan farklilik gostermistir. Kurutulduktan sonra diiz zein
kolloidal parcaciklar giiclii agregasyon nedeniyle hicbir sekilde yeniden dagilmazken zein-
kazeinat kolloidal pargaciklar1 konsantrasyon oranlarina bagli olarak farkli yeniden
dagilabilirlik  (redispersion) ozellikleri gdstermistir. Genel olarak protein hidroliz
calismalarindan; sodyum kazeinat ile stabilizasyonun daha yiiksek oranda polar olmayan amino
asitlere bagli olarak diisiik sindirilebilirlige sahip olan zeinin sindirim 6zelliklerini
degistirmedigi bulunmustur [134, 150]. Sonug¢ olarak noétr pH degerinde stabil olan zein
kolloidal partikiiller, ilk kez elektrolitik stabilizator olarak sodyum kazeinat kullanilarak
basartyla hazirlanmistir. Ayrica, kazeinatin ilave edilmesinin ortam sicakliginda dispersiyonun
fiziksel stabilitesini arttirdig1 goriilmiistiir. Stabilizasyon sadece proteinlerin partikiiller
tizerindeki adsorpsiyonundan kaynaklandigindan ve kullanilan antisolvent su oldugundan bu
islemin potansiyel olarak Olgeklendirilmesi kolaydir. Bu tiir koloidal pargaciklar; gidada
(nutrasdtikler), farmasotikte (ilag) ve tarimsal formiilasyonlarda, biyoaktif molekiillerin

kapsiillenmesi/yerlestirilmesi igin tamamen dogal bir biyopolimer bazli kolloidal uygulama
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sistemi olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Bu caligmalarimizda biyoaktif bilesiklerin
verilmesi igin bu stabilize Kkolloidal partikiillerin uygulanabilirligi basarili bir sekilde
arastirilmistir [150].

Zein-kazeinat ve zein kontrol nano pargaciklarmin partikiil biytikligi, poli dispersite
indeksi (PDI), sayim hizlarm1 ve zeta ({) potansiyeli deneysel olarak hesaplanip
karsilastirilmistir. Polimerik ilag dagitim araglar1 igin partikiill boyutu etkin ilag verme
kapasitesini gosteren onemli bir 6zellik olarak degerlendirilmektedir. Partikiil boyutu tiim
formiilasyonlar i¢in 130 ila 170 nm arasinda 6lgiiliirken formiilasyondaki kazeinat miktar1 ile
partikiil boyutunda daha kiiglik degerler gbzlemlenmistir. Kazeinat igermeyen zein kontrol nano
parcaciklar1 166.9 nm'lik en biiyiik parcacik boyutu olgtiliirken kazeinat i¢eren nanopargaciklar
icin partikiil boyutu 131.0 nm'ye diistigii gézlemlenmistir. Bu gozlem kazeinatin zein proteini
ile etkilesime girdigi ve zein nano pargaciklarmin olusumunu kolaylastirdigini, kismen
kazeinatin yiiksek yiizey yiikiiniin sagladigi gtigli itici kuvvetlere bagh oldugu
diistiniilmektedir. Bir amfifilik stabilizatér olarak kazeinat, giiglii hidrofobik etkilesimler
nedeniyle zein nanopartikiillerinin yiizeyine adsorbe etmistir. Ayrica kazeinat, zein nano
parcaciklarinin agregasyona karsi elektro sterik stabilizasyonunu saglayan negatif yiikli
gruplarm biiyiik bir boliimiinii de tasir. Kazeinat-zein nanopartikiiller yiizeyine adsorbe edilen
kazeinat giiclii bir negatif ylizey yiikii saglamis ve bu da zein nanopartikiillerin alimin
arttirmustir. Kazeinatin zein nano pargaciklarinin hiicre alimini gelistirdigi dogrulanmistir. Farkli
zein/kazeinat kiitle oranlarinda kazeinat ile stabilize edilmis zein nanopartikiilleri hazirlanmustir.
Zein nanopartikiillerindeki kazeinat igerigi hiicre alimimi konsantrasyon ve zamana bagli bir
bi¢cimde desteklemistir [45].

Zein, izoelektrik bir pH'a sahiptir ve dolayisiyla partikiillerin nétr-bazik pH'de toplanma
egilimi mevcuttur. Bu yigilmay1 6nlemek icin kolloidal pargaciklar ¢okeltme islemi sirasinda
polimerik stabilizatorler kullanilarak hazirlanmistir. Polimer (PVP) ve protein (sodyum
kazeinat), stabilizatorler olarak denenmis ve sodyum kazeinatin %2 (w/v)'de etkili bir
stabilizator olarak hareket ettigi bulunmustur, bu da olusan zein kolloidal partikiillerin notr ve
alkali pH'ta birikmesini 6nlemistir. Kazeinat stabilize partikiiller i¢in (-potansiyeli pH 6.5’te
30.2 mV olarak bulunmustur. Stabilite degerlendirmesi ve muko-yapisma caligsmalar1 kazeinat
stabilize zein-kurkumin kompozit partikiilleri kullanilarak yapilmistir [151].

Yapilan bir ¢caligmada zein ve sodyum kazeinat, nanopartikiiller olusturmak igin anti-
solvent ¢oOkeltmesinden 6nce pH 8.0'a ayarlanmug, sicak %50'lik sulu etanolde birlikte
¢oOzlilmiistiir. Nanopartikiillerin kazein ve zein igerdigi, piiskiirterek kurutulmus tozun depolama
sirasinda iyi bir stabiliteye sahip olup suda kolayca yeniden dagitildigr gézlemlenmistir [152].
Zein nanopartikiilleri literatiirde de yer aldigi gibi anti-solvent ¢okeltme isleminden sonra
kazeinlerle kompleksler olusturmus ve piiskiirtmeli kurutmada, sprey kurutma c¢ozeltisinden

farkli olarak iyi dagitilmislardir. Caligmada dispersiyonlardaki serbest kazeinler sodyum
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kazeinatin milkemmel ara yiizey aktivitesi nedeniyle piiskiirterek kurutulmus, pargaciklarin
ylizey diizgiinliigiine ilave olarak kismen katkida bulunmus olabilecegi vurgulanmistir [153,
154]. Zein ve kazeinatin birlikte kullanildigi bu ¢alismada kapsiilleme verimliligi daha once
yapilan zein ile birlikte ¢oziinmiis timol ve nisin igeren sulu etanol ¢dzeltileri dogrudan
puskiirtiilerek kurutulan érneklerden ¢ok daha yiiksek ve yag igerigi degisim yiizdesi cok daha
diisik bulunmustur. Bu, sivi-sivi dispersiyonu ile zein nanopargacik/kazein komplekslerinde
ojenol ve timoliin kapsiillenmesi ile diflizyon direncinin arttigi ve dolayisiyla sprey kurutma
sirasinda buharlagmalar azaldigin1 gostermektedir [42].

Bir bagka calismada deiyonize suda elektroliz dnleyici bir elektrolizik stabilizator olarak
sodyum kazeinat eklendiginde, zein partikiilleri bir sodyum kazeinat katmani ile basariyla
kaplanmistir. Antisolvente sulu safhada sodyum kazeinat eklenmesi, nihai parcacik boyutu
iizerinde herhangi bir 6nemli etki gostermezken; yiizey yiikiiniin pozitiften negatife kaymasina
neden olmus ve elde edilen pargacik dondurularak kurutulduktan sonra deiyonize suda yeniden
dagilabilirlik 6zelligini korumustur. Filmin kurutma islemi sirasinda etanol igerigi azalmis ve
serbest sodyum kazeinat partikiil ylizeyi iizerine absorbe edilmistir. Etanol buharlagsmasina
maruz Kalan yiizeye veya zein parcaciklarmin ¢ekirdegine dogru sodyum kazeinat migrasyonu
eslik etmistir. Zein nanoparg¢aciklarinin etrafindaki sodyum kazeinat kabuk tabakasi, dokme
filmlerine deiyonize suda dagilabilirlik kazandirmugtir [155].

Yapilan bir baska ¢alismada zein-kazeinat-pektin kompleks nanopartikiilleri; yiiksek
kapsiilleme verimliligi, yavas salimi, kuruduktan sonra olaganiistii yeniden dagilabilirlik,
arttirilmig antioksidan aktivite gibi kurkumin igin potansiyel bir oral uygulama sistemi olarak
onerilmigtir [41, 156]. Zein-kazeinat kompleks nanopartikiiller ge¢mis yillarda lipofilik
bilesikler i¢in dagitim sistemleri olarak bircok arastirmaci grup tarafindan genis capta
incelenmistir. Bununla birlikte tek basmna proteinlerden hazirlanan biyopolimer kompleksi
nanopartikiillerin; diisiik pH, yiiksek sicaklik ve uzun siireli depolama gibi sert kosullar altinda
protein molekiillerinin agregasyonu nedeniyle genellikle zayif bir kolloidal stabiliteye sahip
oldugu belirtilmektedir [156].

Son zamanlarda sodyum kazeinat, zein nanopartikiillerinin stabilizasyonunu saglamak
ve kurutulduktan sonra yeniden dagilabilirliklerini gelistirmek icin etkili bir dogal emiilgator
olarak onerilmektedir [152]. Zein/kazeinat kompleks nanopartikiiller ugucu yaglar, yagda
¢oziinen vitaminler ve fitokimyasallar dahil olmak iizere farkli uygulamalar i¢in ¢esitli lipofilik
bilesiklerin kapstillenmesi i¢in degerlendirilmistir [41-44].

pl 6.2 olan zein asidik kosullarda isitildig1 takdirde, stabilizatdr olarak pektinin
varliginda bile siddetli bir sekilde ¢okeldigi goriilmiistiir. Bu nedenle pektin disinda, sodyum
kazeinat (NaCas) formiilasyona dahil edildiginde stabiliteyi gelistirme ve zein nano
parcaciklarinin gesitli sert kosullar altinda fonksiyonelliklerini gelistirme kabiliyeti agisindan

iyilestigi rapor edilmektedir [41, 45, 157]. Zein konsantrasyonunun ve 1sil islem sonucunda
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meydana gelen zein/kazeinat/pektin  (Z/Cas/P) kompleks nanopartikiillerin  temel
karakterizasyonu {izerindeki etkilerin arastirildigi bir ¢alismada zeinin i¢ gekirdegi oldugu,
ardindan NaCas ve daha sonra pektin olan bir katman-tabaka yapisi olabilecegi sonucuna
ulasilmigtir. NaCas’in amfifilik dogasina bagli olarak hidrofobik zein ¢ekirdegi ve sulu faz
arasindaki araylizde kalmasi olas1 oldugu, hidrofilik karbonhidrat, pektin, suya gore daha
yiiksek bir afiniteye sahip oldugu igin, en iist tabakada kalma olasiliginin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir [41].

Zein/NaCas kompleks nanopartikiilleri daha once ilaglar ve besin maddeleri igin
potansiyel bir oral kabuk materyal olarak 6nerilmis olsa da [157, 158] bunlarin verim etkinligi,
gastro intestinal yolundan gegerken nano dlgekli yapilart koruma yeteneklerinden biiyiik oranda
etkilenmektedir. Zein ve NaCas, biyoaktiflerin baglandigi ince bagirsaga ulasmadan oOnce
nanopartikiil yapinin ayrigmasina yol agan, mide i¢inde enzimatik parcalanma ve sindirime karsi
oldukca hassas, biyoaktifleri baglayip kapsiillemek i¢in Onemli roller oynayan protein
molekiilleridir. Bu teslimat araglar1 olarak zein nanopartikiiller igin stratejik bir gelisme
olmasina ragmen, gastro intestinal kosullar altinda NaCas-zein nanopartikiillerin stabilitesi hala

oral dagitim araglari olarak gelecekteki uygulamalari i¢in biiyiik bir engel olusturmaktadir [41].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Ugucu yag elde etmek igin gerekli olan kurutulmus nane (Mentha spicata) bitkisi yerel
bir aktardan ve tek parti iirtinden temin edilmistir. Nane bitkisi kullanilincaya kadar agzi hava
ile temas1 Onleyecek sekilde kapali olarak, karanlikta ve +4 °C’de muhafaza edilmistir. Sekil

3.1’de kurutulmus nane bitkisi gorseli goriilmektedir.

Sekil 3.1. Kurutulmus nane bitkisi

3.2. Kullamlan Kimyasallar

Kimyasal olarak zein, kazein, etanol (C,HsOH/EtOH), saf su, silikonlu yag, etil asetat
(CH3;COOCH,CH4/EtOAC), karvon standardi, metanol (CH3;OH), hidrojen kloriir (HCI),
Phosphate Buffered Saline (PBS) tablet, 2,2-Difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH), Trolox ((+)-6-
Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkrom-2-karboksilik asit), Nutrient Agar (NA), Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA) , Brain Heart Infusion (BHI), Sabouraud Dekstroz Broth (SDB), Mueller Hinton
Broth (MHB), p-iodotetrazoliumviolet (INT) indikat6rii, ampisillin ve gentamisin antibiyotikleri
(standart antimikrobiyal madde) kullanilmistir.

Kullanilan zein Acros Organics firmasmnin, kazein, PBS (fosfat tamponu) tabletleri Pan
Biotech GmbH firmasmin; etanol Carlo Erba Group firmasinin; etil asetat, silikon yagi, Trolox,

DPPH ve D-karvon standardi, ampisillin ve gentamisin Sigma Aldrich firmasinin {irtinleridir.

3.3. Kullamlan Alet Ekipman ve Cihazlar
Clevenger diizenegi (Electro termal balon 1sitici, Heto CBN8-30 sirkiilatér sogutucu,
clevenger aparati), liyofilizator (Frezee Dryer, Armfield), Gaz Kromatografisi- Kiitle

Spektrometresi (GC (Shimadzu GC-2010)- MS (Shimadzu QP-2010)), ¢alkalamali su banyosu
(Bandelin Sonorex), ¢oklu 1siticili manyetik karigtirict (DAIHAN SMSH-6), homojenizator
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(Ika—werke T25), spektrofotometre, gaz kromatografisi alev iyonizasyon dedektorleri (GC-FID;
Agilent Technologies 7890A GC System), vorteks karistirici, santrifiij cihazlari, otomatik pipet
seti, pH metre ve hassas terazi tez ger¢evesinde yapilan ¢aligmalar igin laboratuvarda kullanilan
alet ve ekipmanlardandir.

3.4. Kullamlan Mikroorganizmalar

Caligmada ti¢ Gram (+) bakteri (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis), ti¢ Gr (-) bakteri (Escherichiae coli, Shigella flexneri, Salmonella spp.) ve iki maya
(Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae) kullamlarak nane ugucu yagi ve
mikrokapsiillerin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Caligmalarda kullamlan mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
(RSHM), American Type Culture Collection (ATCC), Ankara, Tiirkiye ve Inonii Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuarindan (ML) temin
edilmistir. Test edilen mikroorganizmalar; Gram (+) bakteriler; S.aureus (RSHM 1020/06008),
B.cereus (RSHM 869), E.faecalis (ML), Gram (-) bakteriler; E.coli (RSHM 347/01003), S.spp
(ML), S.flexneri (RSHM 184), mayalar; C.albicans(ATCC90028) ve S.cereviciae (RSHM
08022)’dir. Calismalarda kullanilincaya kadar; bakteriler +4 °C’de Nutrient Agarda (NA),
mayalar +4 °C’de Sabouraud Dekstroz Agarda (SDA) muhafaza edilmistir.

3.5. Yontem
3.5.1. Nane ucucu yagimn elde edilmesi

Calismada kullanilacak olan kurutulmus nane bitkisi +4 °C’de buzdolabinda muhafaza
edilmigtir. 80 g tartilarak alinan nane bitkisi balon jojeye yerlestirilip 1/7 oraninda saf su ilave
edilmigtir. Clevenger diizeneginde su buhar distilasyonu yontemi ile ugucu yag elde edilmistir.

Elde edilen nane ugucu yag: ¢alismada kullanilincaya kadar +4 °C’ de bekletilmistir. Nane

ucucu yag1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.

N f”t,‘;{"d
Aw [T

Sekil 3.2. Nane u(;Ilcu yagl
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3.5.2. Nane ucucu yagimin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi

Nane ugucu yagi bilesen kompozisyonu belirlemede, polar bir kapiler kolon bulunan
GC (Shimadzu GC-2010)-MS (Shimadzu QP-2010) sistemi kullanmilmistir. Kompozisyonu
belirlenecek nane ugucu yagi 1/10 oraninda etil asetat kullanilarak seyreltilmig, 1 uL. otomatik
enjektor vasitasiyla sisteme verilmis ve en iyi ayrimin gergeklestigi firin sicakligi kosullarinda
bilesenlerin ayrimi gergeklestirilmistir. Enjeksiyon blogu sicakligi 250°C ve uygun bir split
oram kullamilmigtir. Tastyic1 gaz olarak 1mL/ dk akis hizinda helyum kullanmilmugtir. Kiitle
spektrometresi 70 eV’ da 15-210 amu araliginda electron impact (EI)-mode’da ¢aligtirilmustir.
Ayrimi gergeklestirilen nane ugucu yag bilesenlerinin tanimlanmasinda Wiley 7 (7"edition),
Nationallnstitute of Standartsand Technology (NIST) kiitiiphaneleri, her bir pikin alikonma
zamanlar1 hidrokarbon standardinin (Cg- Cy) alikonma zamanlari kullanilarak hesaplanmasinda

referans olarak “Retention Index” (RI) degerleri alinmistir.

3.5.3. Nane ugucu yagimin mikrokapsiilasyonu

Nane ugucu yaginin zein-kazein kabuk materyalleri ile mikrokapsiilasyonu Parris vd.
(2005) tarafindan uygulanan sivi-sivi dispersiyon yontemi esas alinarak gergeklestirilmistir [4].
Mikrokapsiil tiretimi i¢in zein kabuk materyaline %1, %3, %5, %7, %9, %11, %13 ve %15
oranlarinda kazein ilave edilmis, bu amacla 10-150 mg (1000 mg zein kuru madde iizerinden
%1 (10 mg), %3 (30 mg), %5 (50 mg), %7 (70 mg), %9 (90 mg), %11 (110 mg), %13 (130 mg)
ve %15 (150 mg) kazein kullamlmistir. Boylece zein kabuk materyaline farkli oranlarda kazein

ilavesiyle farkli zein-kazein-nane mikrokapsiilleri elde edilmis ve her bir mikrokapsiiliin

etkinlik degeri belirlenmistir. Karsilagtirmali analizde kullanilmak iizere %13 kazein igerikli

zein-kazein-nane mikrokapsiillerinin tretimi ile islemlere devam edilmistir. Sekil 3.3’de

homojenizasyon islemi ve homojenize edilmis karigim gorselleri gosterilmektedir.

Sekil 3.3. Homojenizasyon islemi ve homojenize edilmis karisim gorselleri
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Mikrokapsiil liretimi igin; 250 mg nane ugucu yagy, icerisinde 1.0 g zein, 0.13 g kazein,
15 mL %85 etanol igeren karisimda ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen soliisyona %0.01 silikon
yag1 iceren 40 mL silikonlu su ilave edilmis tek bir faz olusuncaya kadar 17,500 rpm/dk hizda 2
dk boyunca homojenize edilmistir.

1000 rpm’de 2 dk’lik santrifiijiin ardindan, olusan siipernatant Orneklerden
uzaklagtirilmigtir. Boylelikle mikrokapsiilasyon islemi esnasinda kapsiillenmeyen ¢ekirdek ve
kabuk materyaller kapsiillenen yapidan ayrilmistir. Ornekler liyofilizasyon islemi igin -18 °C’de
1 gece bekletilerek dondurulmustur. Dondurucudan alinan Ornekler Freeze Dryer’e
(liyofilizatore) yerlestirilmis, cihazda dondurularak kurutma islemi gergeklestirilmistir.

Ayni islemler nane ugucu yagi icermeyen zein-kazein (%13’lik), kazein ilavesi
yapilmayan zein-nane ve bos zein mikrokapstillerinin iiretimi igin tekrarlanmistir. Elde edilen
toz mikrokapsiiller kullanilincaya kadar hava gegirmez kaplarda +4°C’de buzdolabinda

saklanmistir. Tiim islemlerin sonunda bos zein, bos zein-kazein, zein-nane ve zein-kazein-nane

olmak tizere 4 farkli mikrokapsiil formunun tiretimi gergeklestirilmistir.
3.5.4. Mikrokapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi

Mikrokapsiillerde hapsedilen ve salinan nane ugucu yag miktar1 gaz kromatografisi
(GC-FID) kullanilarak belirlenmistir. Gaz kromatografisi analizinde Agilent 7890A Kkapiler
kolon (TRB-WAX, TR-140232; 30 mx 0.25 mm i.d, 0.25 pum; Teknokroma, Barselona,
Ispanya) kolon, oto enjektdr (Agilent 7683B), alev iyonizasyon dedektérii (Flame Ionization
Detector (FID)) kullanilmis ve splitless modda calisilmistir. Enjeksiyon sicakligt 200°C,
detektor sicakligt 270°C, kolon sicakligt 260°C olup tastyict gaz He (30mL/dk) olarak

belirlenmistir. Elde edilen zein-nane, zein-kazein-nane, bos zein ve bos zein-kazein mikrokapsiil

ornekleri santrifiij tiiplerine 100’er mg tartilip tizerlerine 1’er mL etil asetat ilave edilmistir.
Tartim sonrasi agizlar1 kapatilan santrifiij tiipleri vortekste 2 dk karigtirilmis, ardindan sogutmali
santrifijde 20°C’de 3000 rpm’de 5 dK santrifiij edilmislerdir. Santrifiij isleminden sonra kapsiil
icerisinde bulunan nane ugucu yag siipernatantta gegmistir. Ugucu yag iceren siipernatant GC
viallerine alinmis ve GC-FID’ de analiz edilinceye kadar agizlari (ugucu madde kaybini

onlemek amaciyla) parafilmlenerek -18 °C’de muhafaza edilmislerdir.

Belirtilen kosullar kullanilarak GC’de analiz gergeklestirilerek nane ugucu yaginin
major bileseni karvon olarak tespit edilmistir. Karvon standarti 50 mg/mL’den 1.6 mg/mL’ye
kadar (50-25-12.5-6.25-3.125-1.6) iki kat seri diliisyonlar halinde hazirlanip GC-FID cihazinda
analiz edilmis, karvona ait bir kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Sekil 3.4’de karvon standartinin
farkli konsantrasyonlar1 ile olusturulan kalibrasyon grafigi gosterilmektedir. Mikrokapsiillerde
bulunan major bilesenin (karvon) pik alani, kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem

kullanilarak mg’a doniistiriilmiistir (r’= 1). Karvonun mg olarak belirlenen miktar, GC
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verilerinden yararlanilarak ugucu yag olarak ifade edilmistir. Mikrokapsiilasyon etkinligi

Formiil 3.1. kullanilarak belirlenmis ve % olarak ifade edilmistir [15].

Analiz Sonucu GC—FID'de Belirlenen Esansiyel Yag mg Degeri

x 100

% Kapsiilasyon Etkinligi =
p Yy g Kapsiil Yapiminda Kullanilan Toplam Esansiyel Yag mg Miktar1

Formiil 3.1. Mikrokapsiilasyon etkinligi %
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Sekil 3.4. Karvon standartinin farkli konsantrasyonlari ile olusturulan kalibrasyon grafigi

3.5.5. Mikrokapsiil partikiillerin boyut dagihimm ve yiizey morfolojisinin belirlenmesi

Elde edilen mikrokapsiillerin yiizey morfolojilerindeki degisiklik ve partikiil boyut
dagilimlar1 Quispe-Condori vd. (2011) tarafindan uygulanan yonteme gore Scaning Electron
Microscopy (SEM) ile belirlenmistir [37].

3.5.6. Mikrokapsiillerin zamana bagh ucucu yag salimlarinin belirlenmesi

Salim hizi testi Luo vd. (2011) uyguladigi yontem modifiye edilerek gergeklestirilmistir
[34]. Nane ugucu yagi iceren kapsiillerin en iyi salim hizin1 belirlemek i¢in; %25 etanol igeren
25 mL PBS (1:4 w/v) tampon ¢ozeltisi tizerine 100 mg mikrokapsiil ilave edilmis ve 37°C’de
salim testine birakilmistir. Periyodik olarak her saatte bir kez 3 mL 6rnek alinmis, alinan 6rnek
kadar (3 mL) %25 etanollii PBS tampon ¢ozeltisi mevcut kap igerisine ilave edilmistir. Alinan
ornek iizerine 1 mL etil asetat ilave edilerek karigtirilmig, daha sonra 4000 rpm’de 3 dk santrifiij
edilmig ve kapsiillerden salinan nane ugucu yag miktar1 GC-FID’de analiz edilmistir. Bu islem
toplam 9 giin boyunca devam etmistir. Daha 6nceden major bilesen olarak belirlenen karvon
standartt1 kullanilarak seri diliisyonlar hazirlanmig ve kalibrasyon egrileri c¢izilmistir.

Mikrokapsiillerde bulunan major bilesenin (karvon) pik alani, kalibrasyon egrisinden elde edilen
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denklem kullanilarak mg’a doniistiiriilmiistiir. Karvonun mg olarak belirlenen miktar1 GC

verilerinden yararlanilarak % ugucu yag olarak ifade edilmistir.

3.5.7. Nane ucucu yag iceren mikrokapsiillerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi

Antioksidan kapasitelerin belirlenmesinde 6rneklerin DPPH serbest radikalleri siipiirme
gliclinden faydalanilmis ve Hosseini vd (2013) " 6nerdigi ve Bondet (1997)’in uyguladigi
spektrofotometrik yontemler kullanilmistir [159-161]. DPPH ¢ozeltisi metanol kullanilarak
hazirlanmis, standart antioksidan madde olarak Trolox kullanilmistir. 8 ve 10 mg nane ugucu
yagl, ¢alisilan ugucu yag miktari ile ayni miktarlarda ugucu yag iceren dolu mikrokapsiiller ve
bos mikrokapsiiller deney tiiplerine tartilmigtir. Tartim alinan deney tiiplerine metanol ile
hazirlanan DPPH soliisyonundan 10 mL ilave edilmis, 60 dakikalik inkiibasyon siirelerinin
sonunda 517 nm de metanole karsi spektrofotometrede okuma yapilmistir. Test tiiplerine Trolox
standartindan 50 uL dagitilip 10’ar mL DPPH soliisyonu ilave edilmis, érnekler vortex yardimi
ile 1’er dk karistirilmis ve ardindan karanlikta 60 dakika inkiibasyona birakilmiglardir.
Inkiibasyon siirelerinin sonunda spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda metanole karsi
okumalar1 gergeklestirilmistir [162].

DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 100 mL’lik mavi kapakli cam siseye bir miktar (5-10
mg) DPPH tartilnustir. Uzerine 100 mL metanol ilave edilip manyetik karistiricida 400 rpm’de
10 dk karistirilmistir. Daha sonra kullanilmadan 6nce DPPH’ nin 517 nm dalga boyunda
absorbansmin 0.700-0.750 degerleri arasma ayarlanmasi gerekmektedir. Ayarlama islemi

gergeklestirilirken metanol kullanilmistir.

3.5.8. Nane ucucu yag iceren mikrokapsiillerin antimikrobiyal kapasitelerinin
belirlenmesi

Serbest nane wugucu yag ve mikrokapsiillerin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesinde farkli mikroorganizma gruplarindan segilen toplam 8 (ii¢ Gram pozitif bakteri;
S.aureus, B.cereus, E.faecalis, iic Gram negatif bakteri; E.coli, S.flexneri, Salmonella.spp ve iki
maya; C.albicans ve S.cerevisiae) mikroorganizmaya karst Andrews’in (2001) gelistirdigi broth
diliisyon yontemi uygulanmustir [163]. Diliisyon testlerinde, mikroorganizmalarin antibiyotigin
seri seyreltilmis bir dizi agar diliisyon veya sivi diliisyon gozle goriiliir bir iireme olusturmasi
test edilir. Tanimlanmis bir siire i¢inde bir mikroorganizmanin gozle goriinebilen iiremesini
engelleyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIC/ MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) olarak tanimlanmaktadir ve mg/L olarak ifade edilir. Siv1 diliisyon, es hacimde
besi yeri ve antibiyotik ¢ozeltisi iceren kaplara (genellikle artan geometrik konsantrasyonlarda)
belli sayida mikroorganizmanin inokiile edildigi bir tekniktir [164].

Antimikrobiyal denemelerde kullanilmasi amaciyla daha once belirtilen sartlarda

(bakteriler +4 °C’de Nutrient Agarda (NA), mayalar +4 °C’de Sabouraud Dekstroz Agarda
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(SDA)) muhafaza edilen mikroorganizmalardan Bakteriler i¢in Brain Heart Infusion (BHI)
broth’a 37 °C’de, mayalar i¢cin Sabouraud Dekstroz Broth’da (SDB) 30 °C’de 24 saatlik
inkiibasyon sonunda aktif kiiltiirler elde edilmistir. Aktif kiiltiirler 10° CFU/mL oraminda
seyreltilerek antimikrobiyal analizlerde kullanilmistir. Antimikrobiyal aktiviteleri belirlenecek

biitiin materyallar; nane ugucu yag1 ve %13’liik zein-kazein-nane, zein-nane, bos zein, %13’Lik
bos kazein-zein mikrokapsiilleri ayni kosullarda test edilmistir.

Antimikrobiyal kapasitenin belirlenmesi icin yapilan analizlerde ampisillin ve
gentamisin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) antibiyotikleri referans alinmustir. Steril
MHB bulunduran test tiiplerine aktif kiiltiirlerin ekiminin yapildiktan sonra tiiplerdeki referans
antibiyotik konsantrasyonu 1000 pg/mL den 125 pg/mL olacak sekilde iki kat1 seri diliisyonlari
(1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL) ilave edilmistir. MHB tiplerin son
hacimleri 10 mL’ye tamamlanip inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sicakliklar1 bakteriler
icin 37°C, mayalar i¢in 25°C olarak belirlenmstir.

Referans antibiyotiklerin analizi i¢in izlenen yOntem serbest nane ugucu yagi i¢in de
izlenmistir. Steril MHB test tiiplerine nane ucucu yagt 1000 pug/mL den 125 pg/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde iki kat seri diliisyonlar1 hazirlanip elde edilen her bir aktif
mikroorganizma kiiltliriiniin ekimleri yapilmistir. Tiiplerin son hacmi 10 mL olacak sekilde
MHB ilavesi yapilip tiipler inkiibasyona birakilmistir.

Dolu mikrokapsiillerin etkinlik degerlerinden yararlanarak test edilen ugucu yag
konsantrasyonlarinda nane ugucu yag ihtiva eden kapsiil miktarlar1 hesaplanmistir. Hesaplanan
degerlerde mikrokapsiiller test tiipleri icerisine tartilip iizerlerine aktif kiiltiirlerin ekimi
yapilmigtir. Tiiplere son hacimleri 10 mL olacak miktarlarda sterii MHB eklenip tiipler
inkiibasyona birakilmigtir. Nane ugucu yag merkezli mikrokapsiiller i¢in izlenen yontem bos
mikro kapsiil icin de uygulanmistir. Bos mikro kapsiillerin tarttim miktar1 dolu kapsiiller i¢in
hesaplanan miktardan icerdikleri yag miktarlarinin ¢ikarilmast ile elde edilmistir.

Ekimler sonunda inkiibasyona birakilan tiiplerden 24. saat ve 48. saatlerde steril
sartlarda steril tiiplere ornekler alinmistir. Alinan 6rneklere 50 pL indikator INT (0.2 mg/mL)
ilave edilip 37°C’de 30 dk inkiibasyon birakilmislardir. Inkiibasyon sonunda mikroorganizma
biiyiimesinin olmadigi en diisik etken madde konsantrasyonu “Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu” olarak tammlanan MIK degerleri belirlenmistir. Seffaf tiiplere indikator
damlatilmasi1 sonrasi tiiplerde; kirmizi renge donme gozlemlenirse test edilen konsantrasyonun
tiipdeki mikroorganizmay1 inhibe etmekde yetersiz oldugunu, renk degisimi gdézlemlenmezse

test edilen konsantrasyonun tiipdeki mikroorganizmayi inhibe ettigini ifade eder.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Tez ¢aligmasi1 kapsaminda nane (Mentha spicata) bitkisine ait ugucu yag elde edilmis,
elde edilen yagin bilesenlerinin kimyasal kompozisyonu ¢ikarilmigtir. Kazein ilavesinin zein
mikrokapsiillerinin yapisina ve 6zelliklerine etkisini incelemek amaciyla kabuk materyali olarak
zein ve farkli kazein oranlarinda zein-kazein kullanilarak ¢ekirdek materyali nane ugucu yagi
olan mikrokapsiiller sivi-sivi dispersiyon/liyofilizasyon yontemi ile elde edilmistir. Elde edilen
mikrokapsiillerin etkinlik sonuglar1 karsilagtirilarak farkli kabuk kombinasyonlarimin basarisi
kiyaslanmigtir. Mikrokapsiilasyon etkinligi en yiiksek olan zein-kazein mikrokapsiilleri ile zein
mikrokapsiillerinin SEM goriintiileri alinarak morfolojileri karsilastirilmistir. Mikrokapsiillerin
ve serbest haldeki nane ugucu yaginin antioksidan ve antimikrobiyal kapasiteleri ile

mikrokapsiillerin zamana bagli ugucu yag salim profili incelenmistir.
4.1. Nane Ugucu Yagimin Elde Edilmesi

Kurutulmus naneden ugucu yag eldesi su buhari distilasyonu yontemi kullamilarak
Clevenger diizeneginde gergeklestirilmistir. Bu amagla 80 gram kuru naneden su buhari
distilasyonu uygulamalarindan sonra yaklasik 0.8 mg ugucu yagi (%1 oraminda) elde edilmis
olup galismada kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. Elde edilen nane esansiyel
yagi1 agik sar1 renktedir ve hos bir nane kokusuna sahiptir.

Yapilan bir ¢alismada M. spicata'dan elde edilen ugucu yag verimi kuru nane agirhigina
gore % 1.2 bulunmustur. Ayrica gesitli caligmalarda M. spicata tiiriinden elde edilen yag verimi;
% 0.1-1.8 araliginda ve % 0.9 olarak bildirmistir [9]. Elde edilen nane ugucu yagi degerleri
literatiirle uyumludur. Bitkinin yetistirilme, kurutulma ve depolanma kosullar1 elde edien ugucu

yagin miktarini etkilemektedir.
4.2. Nane Ucucu Yagimin Kimyasal Kompozisyonunun Belirlenmesi

Nane ugucu yaginda bulunan bilesenlerin kimyasal kompozisyonu ve buna bagli olarak
major bileseni belirlenirken polar bir kapiler kolona sahip GC-MS cihaz sistemi kullanilarak
analiz edilmistir. Sekil 4.1°de goriintiisii verilen nane ugucu yagma ait kromatogramdan
yararlanilarak nane ugucu yagimin kimyasal kompozisyonu; bilesimi ve bilesenlerin yiizde (%)
degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Nane ugucu yagi kompozisyonunu gosteren cizelgede goriildiigii lizere toplam 24
bilesen tespit edilmis olup belirlenen major bilesenin %45.53 degerle karvon oldugu
goriilmektedir. Diger Onemli bilesenler okaptol (%14.25), limonen (%11.64), karyofilen,
(%5.32), cis-sabinenhidrat (%2.74), B-feladren (2.43), B-pinen (%2.43) ve a-pinen (%1.74)
olarak belirlenmistir. Literatiirde nane ugucu yag kompozisyonunun belirlendigi bir¢cok ¢aligma

mevcut olup elde edilen sonuglarin pek cogu bulgularla paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.1. Nane ugucu yagina ait kromatogram goriintiisii

Cizelge 4.1. Nane ugucu yaginin kimyasal kompozisyonu

BILESEN ADI RETENTION INDEX (RI) % ALANI
2-Metilbutanal 908 0.03
3-Metilbutanal 911 0.03
2-Etilfuran 947 0.10
a-Pinen 1021 1.74
B-Pinen 1096 2.43
B-Miresen 1165 0.85
Limonen 1198 11.64
Okaptol 1218 14.25
2-Hekzenal, (E)- 1228 0.59
B-Feladren 1233 2.43
B-Osimen 1251 0.47
y-Terpinen 1260 1.18
a-Terpinolen 1270 0.80
3-Oktanol 1400 1.57
cis-sabinenhidrat 1456 2.74
Kopaen 1491 0.18
Linalol L 1551 0.34
B-elemen 1589 0.82
Karyofilen 1594 5.32
(E)-dihidrokarvon 1607 1.76
Terpineol 1690 1.69
o Terpineol 1695 2.03
Karvon 1740 45.53
Karvofilenoksid 1990 1.09
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Yapilan ¢aligmalarda karvon major bilesenine sahip nane tiiriiniin Mentha spicata
(kivircik nane) oldugu, iilkemizde ve 1liman iklim sartlarinda yaygin olarak yetistirildigi, ugucu
yag kompozisyonunun bitkinin alt tiir, varyete, yetistirildigi bolge, yiikseklik ve iklim
kosullarma gore degisiklik gosterdigi goriilmektedir [165].

Hussain vd. (2010) yaptig1 ¢calismada nane bitkisine ait ugucu yag igerigini %1.2 olarak
tespit etmislerdir. GC-MS teknigi kullanilarak yapilan analizlerde toplam 19 bilesen belirlenmis
olup ana bilesenler; karvon (%51.7), cis-karveol (%24.3), limonen (%5.3), 1,8 cineole (% 4,0),
cis-dihidrokarvon (% 2.2) olarak belirlenmistir [9].

Park vd. (2011) ii¢ farkli nane tiiriiniin kimyasal bilesimlerindeki net farki gostermek
icin hiyerarsik kiime analizi ve ana bilesen analizinden yararlanmiglardir. GC-MS ile yapilan
kimyasal bilesen analizinde bahge nanesine (Mentha spicata) ait ugucu yagm major bileseninin
karvon (%33.0) oldugu, bunu R-(+)-limonen (%11.7) ve B-felladrenin (%9.7) izledigi tespit
edilmistir [107].

Hindistan'm Kuzey-Bati Himalaya bolgesinin farkli alt-tropik ve 1liman bdlgelerinden
toplanan Mentha spicata L. tiirii nanelerden elde edilen ugucu yaglarda en fazla tespit edilen
bilesenin karvon (%49.62-%76.65) ve limonen (%9.57-%22.31) oldugu rapor edilmektedir
[113].

Toprak (2005) tarafindan gergeklestirilen yiiksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda
Malatya ¢evresinden toplanan Mentha spicata bitkisinin ugucu bilesenlerinin GC-MS ile analizi
sonucunda 33 bilesen saptanmus olup en fazla tespit edilen bilesenin karvon (%48.43) ve 1,8-
sineol (%21.27) oldugu rapor edilmistir [165].

4.3. Nane Ugucu Yagimin Mikrokapsiilasyonu

Ucucu yaglarin bulunduklar1 ortamla etkilesip fiziksel ve kimyasal degisikliklere
ugramalarmi1  engellemek ve biyoaktif o6zelliklerinden kontrolli yararlanmak igin
mikrokapsiilasyon yontemlerine bagvurulmaktadir. Kullanilacak kaplama materyalleri (kabuk
materyaller ve g¢ekirdek materyaller) ve uygulanacak mikrokapsiilasyon yontemi ayri
disiiniilemez. Bu nedenle zein kabuklara ilave edilen kazeinin mikrokapsiillerin yapisina ve
ozelliklerine etkisinin gbzlemlenmesi amaciyla sivi-sivi dispersiyon/liyofilizasyon yontemi ile

bos zein, zein-nane ve farkli kazein konsantrasyonlarinda zein-kazein-nane, zein-kazein

mikrokapsiileri elde edilmistir. Calisma kapsaminda farkli bilesim oranlarinda mikrokapsiil
formiilasyonlar hazirlanmigtir. Nane yaginin ugucu olmasindan kaynaklanan fiziksel kararsizligt
ve aktivite kayiplarmin bulunmasi, sistemik metabolizmasinin yiliksek olmasi nedeniyle
mikrokapsiilasyon islemi gergeklestirilmis ve bu islemde sivi-sivi dispersiyon/liyofilizasyon

yontemi ile zein-nane ve zein-kazein-nane mikrokapsiilleri elde edilmistir. Dondurularak

kurutma sirasinda mikrokapsiillerdeki yiizey yag da uzaklagtirilmistir. Chang vd. (2017) zein
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son konsantrasyonunun, partikiil 6zelliklerini onemli Olgiide etkileyen onemli bir faktor
oldugunu belirtmistir [41].

Analizler icin hazirlanan zein-kazein-nane, zein-nane, zein-kazein ve zein

mikrokapsiillerinde gorsel olarak bir farklilik goriilmemistir. Sekil 4.2’de elde edilen
mikrokapsiiller gosterilmistir. Bununla birlikte dolu kapsiillerde belirgin bir nane kokusu tespit

edilirken, bos kapsiillerde zeine ait karakteristik bir koku belirlenmistir.

Sekil 4.2. Mikrokapsiiller

4.4. Mikrokapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Zein kuru maddesi {izerinden farkli zein-kazein konsantrasyonlarmnda (%0, %1, %3,
%5, %7, %9, %11, %13, %15) ve sabit miktarda (250 mg) nane ugucu yag sivi-sivi
dispersiyon/liyofilizasyon yontemi ile mikrokapsiile edilmis, mikrokapsiillerin kapsiilasyon
etkinlik degerleri GC-FID ile belirlenmistir. Elde edilen verilere gore farkli santriftij kosullar1 ve
zein-nane ugucu yag formiilasyonuna farkli konsantrasyonlarda kazein ilavesinin
mikrokapsiilasyon etkinliginde degisikliklere neden oldugu goriilmiistiir.

Zeine farkli oranlarda kazein ilavesiyle elde edilen mikrokapsiillerin mikrokapsiilasyon
etkinlik degerleri (%) Cizelge 4.2°de tablo, Sekil 4.3’te grafik formatinda verilmistir.
Mikrokapsiilasyon etkinligi formiilii (Formiil 3.1.) kullamlarak hesaplananan degerler
sonucunda en yiiksek etkinlik degerini %54.66 + 3.76 orani ile zeine %13 oraninda kazein ilave
edilerek hazirlanan mikrokapsiillerin sagladigi1 goriiliirken, kazein ilave edilmeden sadece zein
kullammiyla hazirlanan zein-nane mikrokapsiillerinin etkinlik degeri %46.84 + 0.22 olarak
tespit edilmistir. Yapilan denemeler sonucunda en iyi mikrokapsiilasyon etkinlik degerini veren

%13’liik zein-kazein-nane ve %13’liikk bos zein-kazein bos mikrokapsiilleri ile bos zein ve dolu

zein-nane mikrokapsiillerinin  kargilastirmali  analizlerde kullamlmak iizere retimleri

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.2. Zeine farkli oranlarda kazein ilavesiyle elde edilen mikrokapsiillerin
mikrokapsiilasyon etkinlik degerleri (%)

Ornek  Mikrokapsiildeki Kazein Oran (%) Mikrokapsiilasyon Etkinlik

Degerleri (%0)
Ko 0 46.84
K 1 43.24
Ks 3 45.60
Ks 5 44,01
K; 7 45.98
Ko 9 52.47
Ku 11 52.97
Kis 13 54.66
Kis 15 48.81
Kso 30 46
Kioo 100 9.5

Ko: %0 kazein igeren zein-nane kapsiilii, K;: %1 kazein iceren zein-kazein-nane kapsiilii, Ks: %3 kazein igeren zein-kazein-nane
kapsiilii, Ks: %5 kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, K7: %7 kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, Ko: %9 kazein igeren zein-
kazein-nane kapsiilii, Ki1: %11 kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, Ki3: %13 kazein iceren zein-kazein-nane kapsiilii, Kis: %15
kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, K3o: %30 kazein iceren zein-kazein-nane kapsiilii, Kioo: %100 kazein igeren kazein-nane
kapsiili.

60 -
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10 -

Mikrokapsilasyon Etkinligi (%)
w
o

KO K1 K3 K5 K7 K9 K11 K13 K15 K30 K100
Mikrokapsiil Ornekleri

Ko: %0 kazein igeren zein-nane kapsiilii, K;: %1 kazein iceren zein-kazein-nane kapsiilii, K3: %3 kazein igeren zein-kazein-nane
kapsiilii, Ks: %5 kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, K7: %7 kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, Ko: %9 kazein iceren zein-
kazein-nane kapsiilii, Ky;: %11 Kazein iceren zein-kazein-nane kapsiilii, Ki3: %13 kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, Kjs: %15
kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, Kso: %30 kazein igeren zein-kazein-nane kapsiilii, Kioo: %100 kazein igeren kazein-nane
kapsiilii.

Sekil 4.3. Zeine farkli oranlarda kazein ilavesiyle elde edilen mikrokapsiillerin
mikrokapsiilasyon etkinlik degerleri (%) grafigi

Kapsiile edilerek ugucu bilesenlerin olumlu etkilerinden faydalanmak i¢in Wu vd.

2012’de yaptiklart bir calismada farkli pH’larda timol igeren kapsiillerin etkinlik degerleri
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grafikte yaklasik %60-92 araliginda, karvakrol iceren kapsiillerin etkinlik degerleri yaklagik
%60-72 degerleri arasinda gosterilmistir. Kullanilan ugucu yaglarin %50°den fazlasinin zein
icinde kapsiillendigi ifade edilmistir. Ugucu yaglarin liyofilizasyon sirasinda kismen
buharlasmasinin beklendigini ve bu nedenle ger¢cek kapsiilleme verimliliginin deneysel
verilerden biraz daha yiiksek olmasi beklendigini belirtmislerdir [137]. Uguculugun kapsiilleme
tizerindeki etkisini belirlemek icin gerceklestirilen benzer bir ¢aligmada, ugucu bitki yaglarinin
sadece %65-75'inin kapsiillenebildigi halde, ugucu olmayan balik yaginin %90'imdan fazlasinin
zein ile kapsiillenebildigi rapor edilmistir [166].

Yapilan bir bagka caliymada karboksimetil kitosan (CMCS) ile kaplanmis zein
nanopartikiiller, D3 vitamini (VD3) kapsiillemistir. Kapsiilleme veriminin CMCS kaplamasindan
sonra %87.9 orani ile tek bir kapsiilleyici olarak zein kullanildiginda elde edilen %52.2 oranina
kiyasla biiyiik ol¢iide gelistirildigi saptanmustir [68].

Yiiksek sicakliklar bozulmaya ve polifenolik bilesiklerin kaybma neden olur, bu
nedenle dondurarak kurutma isleminin, bitki 6zlerinden polifenolik maddeler igeren kuru
boncuklarin iiretilmesi i¢in daha verimli oldugunu ima eder [17]. Yapilan 6n denemelerde
homojenizasyon ve santrifiij sartlarinin (kuvvetlerinin ve siirelerinin) ayni formiilasyonla
hazirlanan dolu mikrokapsiillerin kapsiilleme etkinligi tizerindeki etkisi gézlemlenmistir. Bilen
vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada bu durumun 6rneklerin kapsiilleme verimi tizerinde 6nemli bir
etkisi oldugunu belirtmistir [167]. Ayrica liyofilizasyon islemi siirecinde cihazin ¢alistirildig
degerlerin (basing, sicaklik, motor giicli v.b.) mikrokapsiilasyon etkinlik degerlerine etki eden
birer parametre oldugu disiinilmektedir. Kabuk materyallerin miktar1 ve formiilasyonda
birbirlerine orami, mikrokapsiile edilen ugucu yagin cinsi ve kimyasal kompozisyonunun

mikrokapsiilasyon etkinligine etkisi oldugu ifade edile bilinir.

4.5. Zein-Kazein Mikrokapsiillerinin Taramah Elektron Mikroskobuyla (SEM) Partikiil

Boyut Dagihminin ve Yiizey Morfolojisinin Belirlenmesi

Mikrokapsiillerin partikiil boyutlar1 ve yiizey morfolojileri SEM ile belirlenmis olup
mikrokapsiillere ait SEM goriintiileri Sekil 4.4’te verilmistir.

SEM orneklerin morfolojileri ve partikiil biiyiikliikleri hakkinda direkt bilgi vermektedir
[137]. Zein solvent evaporasyunu ger¢eklestigi sirada kiiresel partikiil halini almaktadir.
Hidrofobik protein-protein etkilesimi etanol evaporasyonu ile tetiklenmektedir, etanol
evaporasyonu ile ¢oziicii daha hidrofilik karakter kazanmakta ve boylece hidrofobik kendinden

sekil alma islemi ger¢eklesmektedir [168].
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(a) Bos zein mikrokapsiillerine ait goriintii, (b) Bos zein-kazein mikrokapsiillerine ait goriintd,
(c) Zein-nane mikrokapsiillerine ait goriintii, (d) Zein-kazein-nane mikrokapsiillerine ait goriinti

Sekil 4.4. Mikrokapsiillere ait SEM goriintiileri

Nane ugucu yag1 merkezli mikrokapsiiliin partikiil boyutun 886 nm ile 2.05 pm arasmnda
ve bos mikrokapsiiliin partikiil boyutu 126 - 642 nm arasmda dagilim gosterdigi belirlenmistir.

Zein mikrokapsiilii tiretiminde farkli merkez materyallerinin kullanildig1 ¢alismalarda
benzer sonuglar elde edilmistir. Zhong vd. zein mikrokapsiil tiretiminde homojenizasyon hizinin
mikrokapsiillerinin morfolojisi iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla SEM kullanmis ve 2
farkli hizda (5000 ve 15000 rpm) frettikleri zein partikiiliiniin partiikiil boyutunun
homojenizasyon hizi arttik¢a kiigiildiigiinii belirlemislerdir [166]. Wu vd. timol ve karvakrolun
kapstilasyonunu zein kullanarak gerceklestirmis ve elde ettikleri kapsiillerin partikiil
boyutlarinin 100-500 nm arasinda degistigini belirlenmistir. Paris vd. timol ve sinnamaldehiti
cekirdek materyallerini faz ayrimi yontemini kullanarak kapsiile etmis ve elde etikleri
partikiillerin partikiil biiyiikliiklerini SEM analizleri ile belirlemislerdir. Orneklerin partikiil
boyutlarin1 100-250 nm olarak tespit etmislerdir [4]. Karboksimetil kitosan (CMCS) ile
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kaplanmis zein nanopartikiiller, D3 vitamini (VD3) kapsiillemesi ile elde edilen CMCS
kaplamali nanoparcaciklarin, 86 ila 200 nm arasinda partikiil boyutu olan kiiresel bir yapiya
sahip oldugu gézlenmistir [68].

Mikrokapsiillere ait SEM goriintiileri incelendiginde bos mikrokapsiillerin dolu
mikrokapsiillere gore daha kiiciik boyutlarda olduklar1 ve daha kii¢iik porlar igerip daha
plirlizsiiz yiizeylere sahip olduklar1 goriilmektedir. Zein mikrokapsiilleri ile zein-kazein
mikrokapsiilleri  karsilastirildiginda  ise  mikrokapsiil ~yiizeylerindeki porlara kazein
parcaciklarmin tutunarak kapsiil yapisin1 destekledigi goriilmektedir. Yiizey aktif madde
ozelliklerinden dolay1 formiilasyona katilan kazeinin diisliniildiigii gibi giigli kapsiil yapisi
olusumuna katki sagladigi sdylenebilir. Dolu kapsiil yiizeylerindeki porlar daha biiyiik
oldugundan bu kazein destegi daha belirgin ve yogun goézenebilmektedir. Ayrica kapsiillerin
yiizey morfolojilerine bakilarak kazeinin mikrokapsiil yiizeylerine desteginin; kapsiil
dayaniklihigim artirdigi, ylizeydeki porlari kapatmasi nedeniyle g¢ekirdek materyali daha iyi
korudugu ve kayiplarini azalttigini, mikrokapsiilasyon etkinlik degerlerine ve salim periyoduna

etki ettigi sOylenebilir.
4.6. Mikrokapsiillerin Zamana Bagh Ucucu Yag Salimlarimin Belirlenmesi

Mikrokapsiillerdeki ¢ekirdek materyalin saliminda kabuk materyalin 6zellikleri,
mekanik kuvvet, sicaklik degeri, zaman, pH, ozmotik basing, enzimatik aktivite gibi gesitli
faktorler etkilidir [169].

Farkli alkol konsantrasyonlarinda yapilan 6n denemelerde alkol konsantrasyonu arttikga
% salim degerlerinin arttig1 goriilmiis olup mikrokapsiillerin salim analizleri i¢in %25 etanollii
PBS stok ¢ozeltisi kullanilmistir. Alinan 6rnekler GC-FID de analiz edilmis, mikrokapsiillerin
kiimiilatif salim yiizdeleri ornek alma siirelerine bagli olarak belirlenmis ve orneklerden elde
edilen verilerden bir salim egrisi grafigi olusturulmustur. Zamana bagli salim degerleri tablosu

Cizelge 4.3’te ve drneklerin zamana bagh salim degerleri grafigi Sekil 4.5°te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Zamana bagli salim degerleri tablosu

Ornek Alma Kiimiilatif Salm Degerleri (%)

Siire (Giin) Zein-Kazein-Nane Zein-Nane
1 27.34 45.66
2 28.68 47.84
3 29.77 50.14
4 31.1 52.55
5 32.53 54.89
6 33.89 57.16
7 35.13 59.53
8 36.34 61.91
9 37.86 64.27
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Sekil 4.5. Orneklerin zamana bagh salim degerleri grafigi

Zein-nane Ve zein-kazein-nane mikrokapsiilerinin salim degerleri karsilagtirmali olarak

incelendiginde her iki mikrokapsiil 6rneginin de ilk 24 saaatte hizli bir salim sagladig ilerleyen
zamanla birlikte salimlarinin daha yavas devam ettigi goriilmistiir. Zein-nane mikrokapsiillerin

zein-kazein-nane mikrokapsiillerine gére daha hizli ve fazla salim sagladigi s6ylenebilir. Zein-

nane mikrokapsiilleri 9 giiniin sonunda %64.27 oranminda salim yaparken bu deger zein-kazein-
nane mikrokapsiillerinde %37.86 ile yaklagik yar1 orandadir.

Litaratiirde Liu vd. (2005) yaptiklari1 ¢alismada serbest birakma egrisi 9 giin testi ile iki
fazli incelenmistir. ilk asamada, patlama etkisi genelde mikrokiirelerin yiizeyine yakalannus
olan ilaca atif yapmaktadir ve bunu ¢ok yavas serbest birakma asamasi izlemistir. 1 giin sonra
sikisan ivermektinin (IVM) yaklasik % 40'1 serbest birakilmis, ancak serbest birakma orant daha
sonraki "yavas" fazda kuyruk egilimi gdstermistir. Yakalanan IVM'nin yaklasik% 901 9 giin
sonra serbest birakilmigtir. Salim hizinin yavaglamasi, muhtemelen zein matrisinde daha
derinlemesine sikisan [VM'nin uzun diflizyon yolunu temsil etmektedir. Mikrosferlerden ilag
salinim kinetigine karsilik gelen parametreler, su alimi orani, ila¢ eritme/difiizyon oram ve
matris erozyon/bozunma hizi da dahil olmak iizere mikro kiire boyutudur. Zein'in hidrofobik
ozelligi su penetrasyonunun gecikmesine neden olmakta ve bdylece ilacin serbest birakma
ortamina difiizyonu gecikebilecegini belirtmislerdir [39]. Bu ¢alismanin salim verileri
yorumlandiginda benzer sekilde once hizli salim ardindan diflizyon yolunun uzamasinin
etkisiyle cok daha yavas salim gozlemlenmistir. Litaratiire bakilarak zeinin hidrofobik
ozelliklerinin de salim degerlerini etkiledigi sdylenebilir.

Ucucu yagin salim degerlerini yiizey morfolojisi sonuglari ile birlikte degerlendirilirse;
SEM goriintiilerinde kazein pargaciklarinin kapsiil yiizeyindeki porlara absorbe olup kapattiklari
goriilmiis ve bu durumun mikrokapsiillerin salim degerlerini etkileyecegi yorumu yapilmstir Ki

salim degerleri, kazein ilavesinin mikrokapsiil duvar yapisini gelistirdigini desteklemektedir.
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4.7. Nane Ucucu Yagi iceren Mikrokapsiillerin Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi

Serbest ugucu yag ve ayni1 miktarlarda ugucu yag iceren zein-nane ve zein-kazein-nane

mikrokapsiillerinin antioksidan aktivite degerleri DPPH siipiirme giicii metodu kullanilarak
belirlenmistir. Bir antioksidanin etkinligi, belirli siire igerisinde, oksidasyondan sorumlu olan
peroksil radikalleriyle etkilesim kurarak zincir radikal siirecini bloke etme olasiligini temsil
etmektedir.

Calismada 8 ile 10 mg ugucu yag iceren Orneklerin 60 dakika inkiibasyon sonunda
DPPH radikaline kars1i gosterdikleri antioksidan aktivite degerleri belirlenmigtir.
Spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda okunan degerler 1 mg Trolox esdegerine/1 gr drnek
hesaplamas1 yapilarak Cizelge 4.4’da DPPH siipiirme giicii tablosu olarak verilmis ve tablo
degerleri Sekil 4.6’da DPPH siipiirme giicii grafigi olarak aktarilmistir.

Cizelge 4.4. DPPH siipiirme giicii tablosu

Ornek Mg Trolox ED/1 Gr 6rnek
N-8 1371.667
N-10 1063.333
ZN-8 3090.431
ZN-10 2105.457
ZKN-8 3324.203
ZKN-10 2616.202

* N-8: 8 mg serbest nane ugucu yagi, N-10: 10 mg serbest nane ugucu yagi, ZN-8: 8 mg nane yagi igeren zein-nane
mikrokapsiilii, ZN-10: 10 mg nane yag1 iceren zein-nane mikrokapsiilii, ZKN-8: 8 mg nane yagi igeren: zein-nane-
kazein mikrokapsiilii, ZKN-10: 10 mg nane yag1 iceren: zein-nane-kazein mikrokapsili

DPPH Siipiirme Giicii
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1000 -

mg Trolox ED /1 gr 6rnek
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DR S R N
A '
% > A
ORNEK

* N-8: 8 mg serbest nane ugucu yagi, N-10: 10 mg serbest nane ugucu yagi, ZN-8: 8 mg nane yagi igeren zein-nane
mikrokapsiilii, ZN-10: 10 mg nane yag1 igeren zein-nane mikrokapsiilii, ZKN-8: 8 mg nane yagi igeren: zein-nane-
kazein mikrokapsiilii, ZKN-10: 10 mg nane yag1 iceren: zein-nane-kazein mikrokapsiili
Sekil 4.6. DPPH siipilirme giicii grafigi
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Yapilan degerlendirmeler sonucunda; tiim orneklerin antioksidan aktivite gosterdigi,

ancak %13 oraninda kazein ilavesiyle elde edilen zein-kazein-nane mikrokapsiillerinin

antioksidan aktivitesinin serbest ugucu yaga ve zein-nane mikrokapsiillerine gore daha {istiin
oldugu belirlenmistir. Kabuk materyaller olan zein ve kazeinin belli oranda kendi antioksidan
aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Zhang vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢calismada zeinin hafif
antioksidan aktivite sergileyip tek basina serbest radikalleri engelleyebildigi gozlemlenmistir
[170]. Matalanis vd. (2012) besin proteinlerinin (kazein) emiilsiyon haline getirilmis lipidlerin
lipid oksidasyonunu 6nlemede oldukga etkili olabilecegini belirtmistir [149]. Mikrokapsiile
balik yagmin oksidatif stabilitesi kabuk matristeki sodyum kazeinat igeriginin artmasi ile
azalmaktadir. Sodyum kazeinat esasli kabuk matrislerdeki yaglarm oksidatif stabilitesi hakkinda
cok az sayida glivenilir galigma mevcuttur [40]. Dolayisiyla mikrokapsiil materyallerinin
sinerjist etki olusturdugu, mikrokapsiilasyon islemi sonucunda materyallerde fizikokimyasal
degisikliklerin meydana geldigi ve bu nedenlerle de kapsiillenmis materyallerde antioksidan
aktivitenin daha fazla oldugu diisiiniilmektedir.

Balik yagi, zein sulu etanol ¢ozeltilerinin elektrospinningiyle tiretilen nanofibre i¢ine de
kapstillenmistir. Elektrospinn zein elyaflar1 kapsiillenmemis balik yagi ile karsilastirildiginda
daha yiiksek bir oksidatif stabilite saglamistir [32]. Ozdemir (2013), karabiber oleorezinini B-SD
kullanarak kapsiile etmis ve burada dondurarak kurutma teknigi ile ¢alismustir. Calismada
karabiber oleorezininin DPPH radikali yakalama aktivitesini %44.54 bulurken, mikrokapsiiller
icin bu degerin %63.51%e yiikseldigini belirtmistir. Ozgiin’iin (2015) yaptig1 calismada
mikrokapsiillerin DPPH radikali yakalama aktivitesi nane ugucu yagna gore daha fazla
oldugunu bildirmistir. Bu durumu mikrokapsiilasyon islemi ile yagin sudaki ¢oziiniirliigiiniin
artmasina baglamistir. Dolayisiyla ihtiyag duyulan aktif bilesen konsantrasyonu azalmakta ve
inklizyon kompleksi olusturulmas: ile yagin antioksidan aktivitesi gelismektedir.
Mikrokapsiilasyonda kullanilan teknik ve kaplama materyaline bagli olarak ¢ekirdek materyalin
antioksidan aktivitesi degisebilmektedir [108]. Bu c¢alisma ile litaratiirdeki mikrokapsiil
calismalarin anti oksidan aktiviteleri birlikte degerlendirildiginde mikrokapsiilasyon isleminin
DPPH radikali yakalama aktivitesi {izerine olumlu etkisinin oldugu anlagilmaktadir.

Bilenler vd.’nin (2015) yaptiklar1 calismada kekik ucucu yaginin serbest radikal
temizleme zamaninin zein-kekik ugucu yagi kapsiilleri ile uzatildig1 gosterilmistir. Ornekler ve
DPPH radikalleri arasindaki etkilesim siiresi kapsiilleme ile genisletilmistir. Bu davrams, kekik
esans yaginin kapsiillenmis formda bir antioksidan olarak kullanildigi zaman etki siiresini
uzatmak i¢in gida matrisinde kullanilabilecegi 6ngoriilmistiir [167]. Bu ¢alisma kapsaminda yer

almamakla birlikte inkiibasyon siiresi uzatilarak serbest nane ugucu yagi, zein-nane ve zein-

kazein-nane mikrokapsiillerinin zaman bagli DPPH siipiirme giicii ve buna bagl olarak kazeinin

kapsiil yapisina etkisi bagka bir ¢aligma ile arastirilabilir.
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Antioksidan etkiye sahip nane ugucu yagin miktar1 arttiginda antioksidan etkisinin
artmasi tahmin edilmis, hipotezlenmis fakat mikrokapsiilasyon iglemi sonrasinda hem serbest
hem de mikrokapsiillenmis formlarda antioksidan aktivitenin konsantrasyonla negatif iliskili
oldugu gozlemlenmistir. Literatirde de antioksidan aktivitenin konsantrasyonla orantili
olmadigin1 gosteren ¢alismalar vardir. Gortzi vd. (2008) Myrtus communis bitki ekstraktini
kapstilleyerek antioksidan aktiviteyi belirledikleri ¢aligmalarinda antioksidan aktivitenin
konsantrasyonun artmasiyla dogrusal olarak artmadigini, ayrica yiiksek ekstrakt miktalarinda
pro-oksidan olarak hareket ettigini rapor etmislerdir [11]. Bitkisel antioksidanlarda
konsantrasyona bagl antioksidan aktivitede azalmanin sebepleri kiitle transfer direncinin, pro-
oksidan etkinin ve belirli konsantrasyonlarin {izerinde antagonist etkinin artmasi olabilecegi

diisiiniilmektedir.

4.8. Nane Ucucu Yagi Iceren Mikrokapsiillerin Antimikrobiyal Kapasiteleri

Serbest nane ugucu yagi, bos zein, bos zein-kazein, zein-nane ve zein-kazein-nane

mikrokapsiillerinin ii¢ Gram (+) (S. aureus, B. cereus, Enterococcus spp.), ii¢ Gram (-) (E. coli,
Salmonella spp., Shigella flexneri) bakteri ve iki mayaya (C. albicans, S. cereviciae) karsi
antimikrobiyal kapasiteleri test edilmistir. Serbest nane ugucu yagi, bos ve dolu zein, zein-

kazein mikro-kapsiillerinin antimikyobiyal kapasite sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Serbest nane ugucu yagi, bos ve dolu zein, zein-kazein mikro-kapsiillerinin
antimikyobiyal kapasite sonuglar1

Mikroorganizmanin (+)Kontrol 0
uy Z-K-N Z-N Z-K Z Kontrol
Sinifi Adi A G
S.aureus 500 >1000 500 >1000 >1000 | 3.1 15 +
Gram
(+) B.cereus 250 >1000 500 >1000 >1000 | 6.2 15 +
Bakteri
Enterococcus | 500 250 1000 >1000 >1000 | 6.2 >100 +
E.coli 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 | >100 12.5 +
f)ram Salmonella 500 1000 1000 >1000 | >1000 | 6.2 50 +
Bakteri S. flexneri 500 >1000 1000 >1000 >1000 | >100 12.5 +
Mava C.albicans >1000 500 >1000 >1000 >1000 | - - +
4 S.cereviciae >1000 500 >1000 >1000 >1000 | - - +

*MIK (ng/mL) sonuglar verilmistir. UY : nane ugucu yag1, Z-K-N: zein-kazein-nane ugucu yag mikrokapsiilii, Z-N: zein-nane ugucu
yag mikrokapsiili, Z-K: bos zein-kazein mikrokapsiilii, Z: bos zein mikrokapsilii, A; ampisilin antibiyotigi, G; gentamisin
antibiyotigi, -; test edilmedi, +; Biiytime var

Tanmimlanmis bir siire i¢inde bir mikroorganizmanin gozle goriinebilen {iremesini

engelleyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu (mg/L) MIK olarak tammlanmaktadir.
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Bakteriler duyarli, orta veya direngli olarak siiflandirilir. Gegerli yorumlama sinir degerleri
icin bu referans yontemi uygulayan standartlara bakilabilir. Duyarli; basar1 saglayacak
antibiyotik konsantrasyonu ile inhibe olan bakteri susudur. Orta; etkisi belirsiz olan bir
antibiyotik konsantrasyonu ile inhibe olan bakteri susudur. Direngli; biiyiik olasilikla basarisiz
olacak antibiyotik konsantrasyonu ile inhibe olan bakteri susudur [164].

Antimikrobiyal analizlerde antimikrobiyal madde; 100 pg/mL'den diisiik bir MiK degeri
gosterdiginde antimikrobiyal aktivite iyi, mikroorganizma duyarli; 100 ila 500 pg/mL
antimikrobiyal aktivite orta dereceli, mikroorganizma orta; 500 ila 1000 pg/mL arasinda
antimikrobiyal aktivite zayif; 1000 pg/mL'nin {izerinde 6ziit aktif olmadigi, mikroorganizma
direngli kabul edilir [171].

Zein ve zein-kazein bos mikrokapsiillerinin segilen mikroorganimalar tizerinde hicbir

antimikyobiyal etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Nane ugucu yagi 24 saatlik inkiibasyon sonunda
en iyi antimikrobiyal aktivitesini serbest formda gostermistir. Serbest formdaki nane ugucu yagi
en iyi antimikrobiyal aktiviteyi B. cereus’a karsi gostermistir. Serbest nane ugucu yaginin
secilen biitiin Gram (+) bakteriler iizerinde; S. aureus ve Enterococcus spp. MiK degeri 500
pg/mL, B. cereus MIK degeri 250 pg/mL ile orta derecede, segilen Gram (-) bakterilerden; S.
flexneri ve Salmonella spp.’nin MiK degeri 500 pg/mL ile orta dereceli, E. coli MiK degeri
1000ug/mL ile zayif antimikrobiyal kapasite gosterirken, secilen mayalar iizerinde; C. albicans
ve S. cereviciae MIK degeri >1000 pg/mL ile etkisiz oldugu belirlenmistir.

Zein-nane ugucu yag mikrokapsiillerinde; bakterilerden S.aureus ‘e karsi antimikrobiyal
kapasite korunurken kapsiillenme diger tiim bakterilere karsi antimikrobiyal kapasiteyi
digiirmiistiir. Segilen mayalara karsi serbest nane ugucu yaginda oldugu gibi zein-nane
mikrokapsiilleri de antimikrobiyal olarak etkisiz kalmustir.

Zein-kazein-nane mikrokapsiillerinin antimikrobiyal test sonuglarina baktigimizda ise

Gram (+) bakteriler; S.aureus ve B.cereus’a kars1 MiK degeri >1000 pg/ml ile etkisiz oldugu
test edilirken, hem serbest nane ugucu yagi hem de zein-nane mikrokapsiillerine gore
bakterilerin direng gosterdigi goriilmiis; Enterococcus’a karst MIK degeri 250 pg/m ile orta
derecede etki ile hem serbest nane ugucu yagi hem de zein-nane mikrokapsiillerine gore daha iyi
bir antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Orneklerin Gram (+) bakteriler {izerindeki etkilerine

bakip kapsiilleme etkisi ile ilgili yorum yapmak olduk¢a giigtiir. Zein-kazein-nane

mikrokapsiillerinin segilen Gram (-) bakteriler tizerindeki antimikrobiyal etkilerine bakildiginda
kapstillenmenin tiim mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal kapasiteyi diistirdiigiinii; E.coli
ve S.flexneri‘e kars1 MIK degeri >1000 pg/ml ile etkisiz, Salmonella’a kars1 MIK degeri 1000
ug/ml ile zayif etkili oldugunu gériilmektedir. Gram (-) bakterilere kars1 kapsiillenme benzer

etkiler gostermis antimikrobiyal kapasite kapsiillenme ile diismiistiir. Zein-kazein-nane
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mikrokapsiillerinin antimikrobiyal kapasitelerinin segilen mayalar {izerinde; C.albicans ve

S.cereviciae MIK degeri 500 pg/ml ile orta dereceli oldugu belirlenmistir.

Orhan vd. (2012) , genel olarak ugucu yagda gozlemlenen antimikrobiyal etkinin zayif
ya da giicli olmasmin bu bilesenler arasinda olusan sinerjik veya antagonistik etkiden
kaynaklanabildiklerini belirtmislerdir. Ugucu yaglarin antimikrobiyal mekanizmalariyla ilgili en
gecerli teori, terpenlerin hidrofobik &zelligine bagli olarak hiicrelerin fizikokimyasal
biitiinliigiinli bozmasidir. Terpenlerin, mikroorganizma hiicre duvarindaki lipitler ile
interaksiyonu, lipitlerin bir arada toplanmasma ve zarin gegirgenliginin artmasina neden
olmaktadir. Ugucu yag igerisindeki kiigiik molekiillerden, biiyiilk molekiillere kadar tim
bilesenlerin ayr1 ayr etkileri olabilecegi gibi birbirleri ile olan etkilesimleri de bu etkiyi azaltip
cogaltabilmektedir [85]. M. piperita ve M. spicata u¢ucu yagimin mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktiviteleri, inhibisyon bolgelerinin ve bdlge ¢apinin varligi veya yoklugu ile
incelenmistir. Nane yaginin genis bir insan patojenik Gram (+) ve Gram (-) bakteri ve mantar
suslarma karst glichii bir aktivite sergiledigi bildirilmistir. M. spicata ugucu yag1 C. albicans'a
kars1 gliglii antimikrobiyal aktivite gostermistir [110]. 1. Hussain vd.(2010) ¢alismalarinda S.
aureus, E. coli, B. subtilis ve P. multocida ve bes patojenik mantar: A. niger, M. mucedo, F.
solani, B. theobromae ve R. solani kullanarak nane yagmin antimikrobiyal potansiyelini
arastrmuglardir.  Test edilen tiim mikroorganizmalar, nane yagmin kayda deger bir
antimikrobiyal potansiyeliniden gii¢lii bir sekilde etkilenmistir. Sonuglar yagin Gram (-)
bakterilere kiyasla Gram (+) bakterilere karsi anlamli daha yiiksek aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir [9]. Nano veya mikro kapsiillenmis malzemenin antimikrobiyal aktivitesinin,
serbest formdan daha biiyiik oldugu genellikle kabul edilir. Ancak kapsiillenmis kekik esans
yaginin serbest formdaki antimikrobiyal aktivitesi, dogrudan bir parcacik olarak test edilen
kapsiillenmis formdan daha biiyiikk bulunmustur. Test ortaminda (su bazli) zeinin zayif
¢oOzlinlirliigi, zein partikiillerinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi sirasinda kekik esans
yaginin salinmasini da onleyebilecegi belirtilmistir [167]. Esansiyel yaglarm mikroorganizmaya
kars1 antimikrobiyal aktivitesini arastiran ¢aligmalarin ¢ogu, ugucu yaglarin Gram (-) bakterilere
gore Gram (+) karsisinda daha aktif oldugunu kabul eder [167, 9, 102]. Bunun nedeni, lipofilik
esansiyel yagin gecisini baskilayan Gram (-) bakterilerin hidrofilik bir dig zarinin korunmasi,
Gram (+) bakterilerde ise hiicre igine penatrasyonun daha kolay gerceklesmesi oldugu
diisiiniilmektedir.

Antimikrobiyal ajanlarin gida bilesenine baglanarak bilesenlerin mikroorganizmalar
tarafindan kullanabilirligini sinirlandirarak da etki saglayabilecekleri antimikrobiyal avtivite
mekanizmas1 hakkindaki goriislerdendir. Ugucu yaglar dogal lipofilte nedeniyle mikrobiyal
membran ile etkilesimle antimikrobiyal aktivite gosterebilir. Ayrica mikroorganizmalar

iizerinde biiylime inhibasyonu ve sitoplazmik bozulma da antimikrobal etki yaratan unsurlardir.
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Bir¢cok Gram (-) bakterinin direncinin nedenleri, esansiyel yaglarin etki sekli daha iyi
anlasilincaya kadar spekiilatif olarak kalacaktir. Mevcut hipotezler, bakteriyel hiicre zarinin
biitiinligii iizerindeki olumsuz etkileri desteklemektedir. Bununla birlikte, kiigiik esansiyel yag
bilesenlerinin etki sekli bilinmemektedir. Bu bakteri gruplarnin hiicre zarfindaki farkliliklar goz
Oniine alindiginda, membrana erisimin Gram (-) bakterilerde daha kisith oldugu
digiinilmektedir [172].

Serbest nane ugucu yagi ve zein-nane mikrokapsiilleri mayalara karsi etkisizken zein-
kazein-nane mikro kapsiilleri orta dereceli etki ile belirgin bir fark géstermistir. Bos zein-kazein
kapstillerinin se¢ilen mikroorganizmalar iizerinde etkisiz oldugunu diisiiniildiigiinde mayalar
tizerindeki bu etkiye materyaller arasi sinerjistik etkinin sebep olmus olabilecegi sdylenebilir.
Ucgucu yag bilesenleri ve miktarlarinin antimikrobiyal aktiviteye etki ettigi diisiiniilecek olursa
bilesenlerin kabuktan ayrilma mekanizmalari ve miktarinin da bu sonuca neden olmus

olabilecegi de sOylenebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Mikrokapsiilasyon, gida sektdriinde gida maddesinin dig etkenlere karsi korunmasi
(nem, sicaklik, hava ve 1s1k gibi), buharlasarak kayiplarin énlenmesi, fiziksel 6zelliklerinin daha
iyi korunmasi, taginma kolayligi, hedeflenen yerde ve dogru zamanda kontrollii saliminin
gerceklestirilmesi, arzu edilmeyen tat/kokunun maskelenmesi ve baska bilesenlerle reaksiyona
girmesinin Onlenmesi gibi farkli amaglarla yaygin olarak kullamilmakta olan yenilik¢i bir
uygulamadir.

Tibbi ve aromatik yonden degerli bir bitki simifi olan Mentha (nane) bitkisi gida
endiistrisinde tatlandirici, aroma verici olarak kullanilmakta ayrica antioksidan, antimikrobiyal
ve duyusal 6zelliklerinden dolay1 da kendisine ayrica yeni bir kullanim alani yaratmaktadir.

Nane yagmin ugucu olmasindan kaynaklanan kisa siireli etkisinin elimine edilmesi,
biyoaktif 6zelliklerinin yiiksek olmasi ve bahsi gecen bu faydalarinin incelenmesi nedeniyle
mikrokapsiilasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu islemde sivi-sivi dispersiyon ve liyofilizasyon
yontemleri ile hazirlanan; zein ve farkli oranlarda zein/kazein kompleksleri kullanilarak elde

edilen bos zein, zein-kazein, zein-nane ve zein-kazein-nane mikrokapsiillerinin etkinlik,

antioksidan, antimikrobiyal, boyut ve yiizey, salim periyodu o6zelliklerinin belirlenmesi bu
calismanin ilk amacidir. Tkinci amacimiz mikrokapsiillenmis nane ugucu yagmin, serbest nane
ugucu yagina gore 6zelliklerinin gelisiminin saglanmasidir.

Ana hedefler kapsaminda tez calismasindan elde edilen sonuglar bir biitiin halinde

asagida sunulmus ve maddeler halinde 6ngoriilen hedeflerin basarisi degerlendirilmistir.

HEDEF I: Nane bitkisinin ihtiva ettigi ugucu yagin uygun kosullarda elde edilmesi, ugucu yaga

ait bilesenlerin belirlenmesi ve karakterizasyonunun saglanmasi.

GERCEKLESME: Kuru nane bitkisinden Clevenger diizeneginde su buhari distilasyonu
yontemi kullanilarak her distilasyon uygulamasindan sonra yaklasik 0.8 mg (%] oraninda) nane
ucucu yag1 elde edilmistir.

Nane ugucu yagi kompozisyonunun belirlenmesinde GC/MS teknigi kullamlarak,

toplam 24 adet bilesen tespit edilmistir. Belirlenen bilesenler icerisinde en fazla bulunan (major)

bilesenin %45.53 degeri ile karvon oldugu tespit edilmistir. Diger 6nemli bilesenler ise 6kaptol
(%14.25), limonen (%11.64), karyofilen (%5.32), cis sabinenhidrat (%2.74), B-feladren (2.43),
B-pinen (%2.43) ve a-pinen (%1.74) olarak belirlenmistir.

Bitki ugucu yaginin bilesen analizi GC-FID ile gerceklestirilmistir. Nane ugucu yaginin
major bileseni karvon olarak tespit edilmis ve karvon standarti kulanilarak seri diliisyonlar
hazirlanmis ve kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Mikrokapsiillerde bulunan majér bilesenin
(karvon) pik alani, kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak mg’a
doniistiirilmiistiir. Karvonun mg olarak belirlenen miktari, GC verilerinden yararlanilarak ugucu

yag olarak ifade edilmistir.
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HEDEF I1: Mikrokapsiilasyonda kabuk materyali olarak zein materyaline, farkli oranlarda
kazein ilavesinin uygunlugunun ve zein/kazein kompleks yapisinin zein mikrokapsiillerin

ozellikleri tizerine etkisinin saptanmasidir.

GERCEKLESME: Zein kabuklara eklenen kazeinin mikrokapsiillerin yapisina ve 6zelliklerine
etkisinin gézlemlenmesi amactyla sivi-sivi dispersiyon/liyofilizasyon yontemi ile bos zein, zein-
kazein, zein-nane ve zein-kazein-nane mikrokapsiileri elde edilmistir. Nane ugucu yagi
mikrokapsiilasyonu i¢in zein kabuk materyaline %1, %3, %5, %7, %9, %11, %13 ve %15

oranlarinda kazein ilavesi gergeklestirilmistir. Zeine farkli oranlardaki kazein ilavesi ile elde
edilen mikrokapsiillerin kapsiilasyon etkinligi en yiiksek %54.66 + 3.76 olarak %13’lik zein-
kazein formiilasyonu ile saglanirken, sadece zein kullamilarak elde edilen mikrokapsiillerin
kapsiilasyon etkinligi %46.84+0.22 olarak tespit edilmistir. Zein ve kazeinin yapisinda bulunan
amino asitlerin hidrofilik/hidrofobik 6zellikleri sayesinde apolar yapidaki nane ugucu yagi daha
yiiksek etkinlikle mikrokapsiile edilmistir.

Kapsiile edilen mikrokapsiillerin morfolojik yapilari SEM ile incelenmis; bos
mikrokapsiillerin dolu mikrokapsiillere gore daha kiigiik boyutlarda olduklar1 ve daha kiigiik
porlar igerip daha piiriizsiiz yiizeylere sahip olduklar1 gérilmiistiir. Zein-nane mikrokapsiilleri

ile zein-kazein-nane mikrokapstilleri karsilastirildiginda ise mikrokapsiil yiizeylerindeki porlara

kazein pargaciklarinin tutunarak kapsiil yapisini destekledigi sdylenebilir.
HEDEF I11: Kapsiillerde zamana bagli ugucu yag salim miktarlarmin belirlenmesi.

GERCEKLESME: Mikrokapsiile formdaki ugucu yagin serbest hale salimi hakkinda fikir
edinebilmek i¢in %25 etanollii PBS tampon ortaminda ugucu yagin salim oranlari saptanmustir.

Calismada zein-nane ve zein-kazein-nane mikrokapsiilerinin de ilk 24 saaatte hizli bir salim

sagladigi, ilerleyen zamanla birlikte salimlarinin daha yavasladig: tespit edilmistir. Zein-nane

mikrokapsiillerin zein-kazein-nane mikrokapsiillerine gore daha hizli ve fazla salim sagladigi

belirlenmistir. Zein-nane mikrokapsiillerinin %64.27 oraninda salim sagladigi, bu degerin zein-

kazein-nane mikrokapsiillerde %37.86 ile yaklasik yar1 oranda oldugu tespit edilmistir.
HEDEF 1V: Kapsiillenmis nane ugucu yaglarmin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi.

GERCEKLESME: Serbest ugucu yag ve ayni miktarlarda kapsiile ugucu yag iceren zein-nane

ve zein-kazein-nane mikrokapsiillerinin antioksidan aktivite analizleri DPPH siipiirme giicii

metodu kullanilarak yapilmistir. Tiim ornekler antioksidan aktivite gosterirken; zein-kazein-
nane mikrokapsiillerinin antioksidan aktivitesi, serbest nane ugucu yaga ve zein-nane
mikrokapsiillerine gore daha iistiin bulunmustur. Antioksidan etkiye sahip nane ugucu yaginin

antioksidan aktivitesinin konsantrasyonla orantili olmadig1 gozlemlenmistir.

HEDEF V: Kapsiillenmis nane ugucu yaginin antimikrobiyal kapasitelerinin belirlenmesi.
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GERCEKLESME: Zein ve zein-kazein bos mikrokapsiillerinin se¢ilen mikroorganizmalar

tizerinde hicbir antimikyobiyal etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Nane ugucu yagi 24 saatlik
inkiibasyon sonunda en iyi antimikrobiyal aktivitesini serbest formda ve B. cereus’a karsi
gostermistir. Serbest nane ugucu yaginin secilen tiim Gram (+) bakteriler tizerinde; S. aureus ve
Enterococcus spp. MIK degeri 500 pg/mL, B. cereus MIK degeri 250 ug/mL ile orta derecede,
secilen Gram (-) bakterilerden; S. flexneri ve Salmonella spp.’nin MiK degeri 500 pug/mL ile
orta dereceli, E. coli MIK degeri 1000 pg/mL ile zayif antimikrobiyal kapasite gosterirken,
secilen mayalar iizerinde; C. albicans ve S. cereviciae MIK degeri >1000 ug/ml ile etkisiz
oldugu belirlenmistir.

Bu veriler 1s1ginda sivi-sivi dispersiyon/liyofilizasyon yontemleri kullanilarak, zeine
farkli konsantrasyonlarda kazein ilavesinin mikrokapsiilasyon etkinligine katki sagladigi
goriilmiigtiir. Kapsiillerin ylizey morfolojilerine bakilarak kazeinin mikrokapsiil yiizeylerine
desteginin; kapsil dayanikliligini artirdigi, yiizeydeki porlari kapatmasi nedeniyle g¢ekirdek
materyali daha iyi korudugu ve cekirdek materyalin kayiplarim azalttigi, mikrokapsiilasyon

etkinlik degerlerine ve salim periyoduna olumlu etki ettigi sGylenebilir.
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