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PROTEIN TiPiNIN SITRALIN PROTEIN-POLISAKKARIT KOMPLEKSLERI
TARAFINDAN NANOENKAPSULASYONU UZERINDEKI ETKIiLERI

Demet ATICI

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2023
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Tugba DURSUN CAPAR

OZET
Sitral, gida, icecek ve kozmetik endiistrisinde aroma maddesi olarak ¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sitral kimyasal olarak karasiz olup, oksijene ve asidik pH'ya duyarliligi
nedeniyle de depolama sirasinda bir takim bozunmalara ugrar. Oksidasyon reaksiyonlari
ve asit katalizli bozunma arzu edilen aroma bilesenlerinin seviyesini azaltir ve istenmeyen
aroma bilesenlerinin seviyesini arttirir. Boylece sitralin kararsiz 6zellikleri raf dmriini
kisitlamakta ve gidanin kabul edilebilirligini azaltmaktadir. Bu caligmada sitralin
nanoenkapsiilasyonunda protein tipinin etkileri arastirilmistir. Bu amagla, sitral
nanokapsiillemenin optimizasyonu ig¢in iki tip protein (peynir altt suyu proteini
konsantresi ve yagsiz siit tozu) ¢esidi kullanilmistir. Optimum sonug¢ Yanit Yiizey
Yontemi (RSM) Box-Behnken Design kullanilarak belirlenmistir. Faktor olarak, protein
tipi, pH, protein polisakkarit konsantrasyonlari, yanit olarak ise L* degeri, stabilite ve
viskozite sonuglar1 se¢ilmistir. Optimum nokta pH 3’te Karragenean %1, Peyniralti1 suyu
proteini %4, protein polisakkarit orani 4:1 olarak bulunmustur. Bu noktada L* degeri ve
stabilite maksimum olarak se¢ilmistir. Optimum noktada farkli pH (3, 6, 9) degerlerinde
sitralin nanokapsiilasyon sollisyonu hazirlanmistir. Hazirlanan bu soliisyonlarda partikiil
boyutu pH (3, 6, 9) i¢in sirastyla 340.2 nm, 345.8 nm, 83.12 nm bulunurken zeta
potansiyeli sonuglar1 sirasiyla +3.77, -18.4 ve -21.4 mV olarak bulunmustur. Sitral yiikli
nankomplekslerin dondurularak kurutulmasi yapilarak farkli pH’lardaki (3, 6 ,9)
nanokomplekler toz haline getirilmistir. Tozlarda kapsiillenme verimliligi (EE) pH 3,6,9
da sirasiyla %64.808, %52,210, %35.945 olarak hesaplanmigtir. Taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiileri incelendiginde pH arttik¢a yiizeydeki delikli yapi arttigi
gozlemlelenirken atomik kuvvet mikroskobu (AFM) sonuglarinda pargacik
morfolojisinin goriintiileri partikiil boyutlariyla karsilastirilmig ve birbirleriyle uyum
sagladig1 gozlemlenmistir. Sonug olarak bu lriiniin farkli pH araliginda kullanimlari

incelenmis olup pH 3’teki nanokapsiillerin verimliliginin en yiiksek oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sitral, protein-polisakkarit kompleks, nanoenkapsiilasyon.
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EFFECTS OF THE PROTEIN TYPE ON THE NANOENCAPSULATION OF
CITRAL BY PROTEIN-POLYSACCHARIDE COMPLEXES

Demet ATICI

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, June 2023
Supervisor: Assistant Prof. Uyesi Tugha DURSUN CAPAR

ABSTRACT
Citral is very commonly used as a flavoring compound in food, drink and cosmetic
industry. It decomposes during storage due to its sensitivity of oxygen and acidic pH.
Oxidation reactions and acid-catalyzed decomposition decreases the level of desirable
flavor components and increases the level of undesirable flavor components. Thus, the
unstable properties of citral limit shelf life and reduce food acceptability. In this study
effects of protein type on the nanoencapsulation of citral was investigated. For this aim,
two types of protein (whey protein concentrate (wpc) and skim milk) was used to
optimization of citral nanoencapsulation. The optimum result was determined by using
Response Surface Methodology (RSM) Box-Behnken design. The protein type, pH,
protein and polysaccharide concentrations were selected as factors and L* value, stability
and viscosity results were selected as responses. The optimum point was found as 4%
whey protein, 1% carrageenan pH 3. At this point, the viscosity and L* value stability
were maximized. At the optimum point, citral nanoencapsulation solution was prepared
at different pH (3, 6, 9) values. In these prepared solutions, the particle size was found to
be 340.2nm, 345.8nm, and 83.12nm for ph (3,6,9), respectively, while the zeta potential
results were found to be +3.77, -18.4 and -21.4 mV. By freeze drying the citral loaded
nanocomplexes, nanocomplexes at different pH(3, 6, 9) were dried. The encapsulation
efficiencies (EE), were calculated as 64.808%, 52.210% and 35.945% at pH 3,6 and 9
respectively. When scanning electron microscopy (SEM) images were examined, it was
observed that the porous structure on the surface increased as the ph increased, while the
images of the particle morphology in the atomic force microscopy (AFM) results were
compared with the particle sizes and it was observed that they were compatible with each

other.

Keywords: Citral , protein- polysaccharide complex, nanoencapsulation.
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1. BOLUM
GIRIiS
1.1.Sitral

Sitral (3,7-dimetil-2,6-octadienal), limon otu, portakal ve narenciye aromalarinda
bulunan 6nemli bir aroma bilesigidir [1,2]. Giiglii limon benzeri bir aromaya ve kokuya
sahip oldugu i¢in tiiketici tarafindan kabulii yiiksek olan gida, icecek ve parfiimeri
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [3,4]. Dogada yaygin olarak bulunan a.,-
doymamus aldehit olan sitral, (C10H160) 3,7- dimetil-2,6-octadienal olarak da adlandirilir
[5]. Sitral, neral (cis-citral veya citral A) ve geranial (trans-citral veya citral B) olmak
tizere iki geometrik izomerden olusur ve her iki izomerin de tatli ve gii¢lii limon kokular1
vardir [6,7]. Neral ve gerenial ayni molekiil formiiliine, farkli molekiiler yapilarina
sahiptirler [5]. Molekiiler yapilar1 Sekil 1.1°de gosterildigi gibidir. Hava ile temasla
oksidasyona ugramakta; oksidasyon, sicaklik ve 11k ile artmaktadir [8]. Geranial'in daha

giiclii bir limon kokusu varken ve neral'in kokusu daha az yogun ama daha tathdir [2].

[/L\\r/CHO [/J\\\\\ | //’H

H - CHO
/\/l\\\ /1\\
Sitral-a (Geranial) Sitral-b (Neral)
(trans form) (Cis form)

Sekil 1.1. Gerenial ve neral’in agik kimyasal formiilii [8]



Bir aldehit grubu iceren monoterpen yapisindan dolay sitral, diisiik pH'l1 veya oksidatif
kosullara karsi oldukg¢a hassastir ve kimyasal olarak bir takim bozulmalara ugrar [3,9,10].
Sitral'in asit katalizli ve oksidatif reaksiyonlarin bir sonucu olarak asidik sulu ¢6zeltilerde
zamanla bozunmasi nedeniyle arzu edilen aromanin kaybolmasina ve kotii istenmeyen
tatlarin olugmasia yol acar [11]. Diisiik pH'da sitraldeki bozunma (Sekil 1.2),
genarial’den neral'e izomerlesmesiyle baslar ve daha sonra p-menthadien-8-ol ve p-
menthadien-4-ol gibi monoterpen alkolleri olusturur. Bu ara monoterpen alkoller, p-
dimetilstiren, p-simen ve p-kresol gibi stabil aromatik bilesikler iiretmek i¢in bir
dehidrasyon reaksiyonuna giren p-cymene-8-ol'e oksitlenir. p-simen, p-kresol ve p-

metilasetofenon, sitralin en giiglii bozunma tirtinleridir [3,6].

CH, CH, CH,
\
A
NS ZZ N
H H' |
_————— N - +
Isomerization ‘ ‘
H,C~ \CH, H,C oH H,C oH
CH, CH,
Geranial (citral A) Neral (citral B)  p-mentha-1(7),2-diene-8-ol p-mentha-1,5-diene-8-ol
-H
CH, CH, ca,
A L
$ '} N
H y
> A g [ |
H,C CHy H,C CH, o
p-cymene p-isopropeny ltoluene p-cresol

CH,

H,C- o

p-methylacetophenone

Sekil 1.2. Sitral bozulma {iriinlerinin olusum yollari mekanizmasi [1]

p-Simen, p-kresol ve p-metilasetofenon, sitralin en yaygin bozunma iriinleridir ve
kokular1 fenollerinkine benzerdir [1]. Bu reaksiyonlar sadece taze limon aromasini
azaltmakla kalmaz, ayni1 zamanda kétii bir kokuya da neden olur. Asidik kosullar altinda,
sitralden kotii kokulu bilesiklerin olusumu pH, sicaklik, 1s1k ve oksijen mevcudiyetinden
etkilenir [12]. Bu nedenle sitralin kararsiz 6zelligi, raf 6mriinii ve asitli narenciye aromali

yiyecek ve iceceklerin kabul edilebilirligini sinirlar. [1]



Sitral, normal saklama kosullar1 altinda kararsiz ve hidrofobiktir. Ayrica nétr pH'ta ve

suda ¢6ziinmez [10].

Giiclii limon kokusu nedeniyle gidalarda, iceceklerde ve kozmetiklerde katki maddesi
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [4]. Daha karmasik ve otantik aroma profillerinin
yani sira, igeriklerinde dogal olan tiiketici talebi, sitralin farkli yiyecek ve igecek
tirtinlerine dahil edilmesine yonelik talebin artmasina neden olmustur [3]. Fakat, sitralin
yiyecek ve igceceklere dahil edilmesi, gida endiistrisi i¢in biiylik bir zorluktur ¢linkii iirtin
kalitesindeki kaybi en aza indirmek i¢in sitralin kimyasal bozulmasinin 6nlenmesi gerekir
[4]. Sitralin hizli bozunmadan korunmasi ve diisiikk pH'ta birincil kotii tatlarin en aza
indirilmesi, onlarca yildir gida endiistrisinde ele alinan bir konu olmustur. Bu yiizden
piskiirterek kurutma, emiilsifikasyon, miseller ve kendiliginden olusan dagitim sistemleri
dahil olmak {lizere sitrali stabilize etmek i¢in gesitli yontemler gelistirilmistir [1]. Bu

sorunlarin tstesinden gelmek i¢in koruyucu matrislerde sitralin mikro Kapsiillenmesi

siklikla kullanilmaktadir [2].

Sitral geleneksel tip alaninda da spazm Onleyici, analjezik, iltihap giderici, ates diisiirticii,

idrar soktiiriicii ve yatistirict olarak kullanilmaktadir. [3]

Tablo 1.1. Sitral’in kimyasal 6zellikleri [5]

Bilinen adlari 3,7-dimetil-2,6-octadienal
CAS kayit no 5392-40-5

Kapali formiili C10H160

Molekiil agirhigi 152.23 g/mol

Erime sicaklig1 <-10°C

Kaynama sicakligr | 229 °C

Yogunlugu 0.888 g/cm®

Suda ¢oziliniirliigii | Coziinmez (25 °C)
Fiziksel durumu Sivi

Renk Acik sar1

1.2.Kapsiilasyon Teknolojisi

Kapsiilleme kelimesi, Latince'den tiiremis olup en 6n eki “igeri”, capsula kelimesi ise
“kii¢iik bir kutu” anlamina gelmektedir [13]. Kapsiilleme, bir maddeyi bagka bir madde
icinde hapsetme islemi olarak tanimlanir. Kapsiillenmis madde; aktif madde, ¢ekirdek,

dolgu, aktif, i¢ veya ylik faz1 olarak adlandirilir. Kapsiilleyen madde genellikle kaplama,



zar, kabuk, kapsiil, tasiyict malzeme, duvar malzemesi, dis faz veya matris olarak

adlandirilir [14,15]. Mikrokapsiilasyonun sematik gosterimi Sekil 1.3 ‘te gosterilmistir.

Sekil 1.3.  Mikrokapsiiliin sematik gosterimi; duvar materyali, kaplayici materyal,
mikrokapsiil [16]

Duvar veya matris olarak adlandirilan iistteki malzeme, genellikle islenecek malzeme ile
reaksiyona girmez [17]. Biyoaktif ¢ekirdek malzemelerin kaplanmasinda; polisakkaritler,
nisastalar, proteinler, yaglar, mumlar gibi dogal ve sentetik duvar malzemeleri

kullanilmaktadir [18].

Gida uygulamalarinda en ¢ok nisasta, maltodekstrin, pullulan, sakaroz, maltoz gibi
karbonhidratlar ile jelatin, peynir altt suyu proteinleri, kazein ve kazeinatlar gibi
proteinler ve gam arabik gibi gamlar kaplama materyali olarak kullanilmaktadir [16]. Iyi
bir kaplama elde etmek ic¢in kapsiilleyici maddeler olarak cesitli malzemeler
kullanilabilir. Bu maddeler Tablo 1.2 'de gosterildigi gibi dogal, yar1 sentetik ve sentetik

kokenli olabilir.

Tablo 1.2. Siniflarina gore kapsiillemede kullanilan kapsiilleme maddeleri [19]

Kapsiilleyici ajanlar Ornekler

Dogal Sodyum aljinat, irlanda yosunu, jelatin,
arap zamki, agar, dekstran, kitosan,
kazeinat, sukroz ve mum vb.

Yari sentetik Hidroksipropilseliiloz, metilseliiloz,
sodyum karboksimetilseliiloz, miristil
alkol, monogliserol, diasilgliserol veya
dipalmitat, monostearat, gliserol distearat
ve tristearat, seliiloz asetat, seliiloz nitrat,
etilseliiloz vb.

Sentetik Akrilik asit polimerleri ve kopolimerleri.




Aroma enkapsullerinin yapisi
A: Cekirdek, B: Kabuk ya da matris, C: Kaplama, D: Baglayici madde

Sekil 1.4. Kapsiilasyonun sematik gosterimi [20]

Kapsiilleme, molekiillerin ve canli hiicrelerin parcaciklar yoluyla salinmasini optimize
etmek i¢in uygun bir arag¢ olarak kabul edilen yenilebilir kapstillerdeki pargaciklarin (siv1,

gaz veya kati) paketlenmesi teknolojisinden olusur [19].

Sekil 1.4'te gosterildigi gibi, kapsiilleme teknolojisi, duvar malzemesinin ve isleme
kosullarinin uygun sec¢imi ile gesitli morfolojilerde olusturulur [20]. Olusturulan bu
mikrokapsiiller, boyutlarina (mikrokapsiiller ve nanokapsiiller) veya morfoloji tiirlerine
gbre (monocore, polycore ve matrix) siniflandirilabilir [18]. Kapsiilasyonda pargacik
boyutu 1 nm'nin altinda oldugunda sirasiyla nanopargaciklar, nano kapsiiller, nanosferler
olarak bilinirler ve 3-800 mm arasinda ¢apa sahip parcgaciklar mikroparcaciklar,
mikrokapstiller, mikropartikiiller veya mikrokiireler olarak bilinir. 1000 mm'den biiytlik

parcaciklar makro pargaciklar olarak bilinir [21].

Mikrokapsiilleme {izerine yapilan arastirmalar 1930'larin sonunda baslamigtir [22].
1930’larin sonunda Dayton, Ohio’da bir laboratuvarda et Green adli kimyacinin
caligmalariyla baslamistir. Bazi farmasotik maddelerin ve preparatlarin  kaplama
gereksinmesinden dolay1 ilk ¢alismalar yapilmis ve tabletler draje haline getirilmeye
baslanmistir. 1924 yilinda Almanya’ da balik yagi, Hint yag1, demir sakkarat ve kalsiyum
fosfat gibi bazi1 sivi ve kati maddelerin jelatinle kapsiillenmesini igeren bir patent
alimmustir. Bu patentte agiklanan yonteme gore, bu yag veya tozlar jelatin ¢ozeltisi i¢cinde

dagitilip, soguk benzen igine damlatilarak, damlanin katilagmasi ile saglanmaktadir [23].



Son zamanlarda ilag, kozmetik, tarim, tekstil ve gida gibi farkli endiistriyel sektorler,

cesitli amaclar i¢cin mikrokapsiilasyon uygulamasini kullanmaktadir [22].

Gida sektoriinde de kapsiilleme, bir veya daha fazla gida bileseninin yenilebilir bir kapsiil

araciligiyla kaplanmasi islemidir ve bu amag dogrultusunda kullanilmaktadir [19].

Kapsiilleme, aktif bir bilesigi koruyucu bir duvar malzemesi ile kaplamak i¢in etkili bir
yontem saglar ve sayisiz avantaj sunar [15]. En 6nemli avantajlarindan birisi, dis gevrenin
sebep oldugu bozulmalara kars1 enkapsiile edilecek materyali korumak ve
kompozisyonundaki belirli maddelerin kontrollii salinimin1 saglamaktadir [24]. Isleme ve
depolama sirasinda biyoaktif bilesiklerin stabilitesini korumay1 ve gida matrisi ile
istenmeyen etkilesimleri Onlemeyi, istenmeyen renk/tat/tat maskelemeyi, kararsiz
bilesenlerin korunmasini, ek islevsel ve besleyici bilesenlerin dahil edilmesini ve
kapsiillenmis bilesenlerin kontrollii ve belirli hedefe gére salinmasi dahil olmak {izere

cesitli islevlere hizmet eder [15,25].

Temel olarak, biyoaktif gida bilesikleri, hizli inaktivasyon ile karakterize edilir. Bu
bilesikler, bozunma siireclerini yavaslattigi (6rnegin, oksidasyon veya hidroliz) veya iiriin
hedef bolgelere gidene kadar bozunmay1 6nledigi i¢in kapsiilleme biiyiik avantaj saglar
[15,25].

Gida endiistrisinde mikroenkapsiilasyon uygulamalar1 bircok nedenden dolayr 6nem
kazanmustir [24]. Bunlar; enkapsiile edilecek maddenin ¢evre kosullari (1s1k, oksijen, su)
ile etkilesimini azaltmak, cesitli bilesenleri gidada buharlagsmaya, kimyasal reaksiyonlara
veya migrasyona karsi korumak, biyoaktif bilesiklerin igleme ve depolama sirasinda
kontrollii olarak vermek ve stabilitesini korumak, maddenin kullanabilirligini
kolaylastirmak, gida {iriinlerindeki diger bilesenlerle istenmeyen etkilesimleri 6nlemek
ve hos olmayan tat ve kokular1 maskelemek, 6z maddenin baska bilesenlerle reaksiyona
girmesini dnlemek, taginmasini kolaylastirmak, depolama sirasinda bir gida iirliniinde
aromay1 tutmak, aromay1 gida ile istenmeyen etkilesimlerden korumak, aroma-lezzet
etkilesimlerini en aza indirmek, gida bilesenlerinin stabilitesi ve nihai gida
uygulamasindaki performanslari ile ilgili sorunlar1 ¢6zmek i¢in uygulanir [14, 15, 16, 24,

26] .



Genel olarak mikrokapsiilleme islemi iki asamadan olusur ve bu asamalar, emiilsiyon

hazirlama ve kurutma iglemleridir [27].

Arzu edilen oOzelliklerin kazanilmasinda enkapstilasyon uygulamasi segildiginde
oncelikle enkapsiilasyon tasarimi tespit edilmelidir. Buna gore; aktif materyalin fiziko-
kimyasal o©zellikleri, gida {iretimi ve islenmesi sirasinda hangi islem kosullar
kullanilmaktadir, enkapsiile edilecek materyal kullanimdan 6nce ne kadar saklanacaktir,
tilketici kullanimi1 6ncesinde enkapsiile materyal igeren gida tirtinlerinin depolama sartlari
ne olacaktir, hangi pargacik boyutu ve yogunlugunda gida firiinlerinin igerisinde
bulunacaklar, maliyet kistaslar1 nelerdir gibi sorularin cevaplandirilmasi gerekmektedir
[28].

Bu analizler yapildiktan sonra; kaplama materyali se¢imi, kaplama yonteminin segimi,
yasal diizenlemelere uygunluk dikkate alinarak kapsiile iiriin elde edilmesi agisindan

tasarim tamamlanmis olmaktadir [28].
1.3.Mikrokapsiilasyon teknikleri

Kapsiilasyon teknolojisinde ¢ekirdegin dogasina ve bitmis iirlinlerin kullanim amacina

bagl olarak ¢esitli kapsiilleme yontemleri bulunur [25].

Enkapsiilasyon i¢in Tablo 1.3’te de goriildiigii iizere fiziksel ve kimyasal yontemler
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan fiziksel yontemler, ¢ekirdek malzemeyi kaplayan
duvarin olusumunu saglamak i¢in sicaklik ve basincin kullanilmasiyla karakterize edilen
ekstriizyon ve piiskiirterek kurutmayi igerir. Molekiiler inkliizyon gibi kimyasal
yontemler, kapsiillenmis ¢ekirdegi ¢evreleyen dis duvar malzemesinin reaktivitesi ile

ayirt edilir [17].

Tablo 1.3. Mikrokapsiilasyonda kullanilan yontemler [29]

Fiziksel Yontemler Kimyasal Yontemler
Piiskiirterek kurutma Faz ayrimi

Piiskiirterek sogutma Coziicii ile evaporasyon
Doner disk Koaservasyon

Akiskan Arayiizey polimerasyonu
yatak(kurutma,graniilasyon,kaplama)

Ekstriizyon Lipozom

Koekstriizyon Koekstriizyon




Molekiiler enkapsiilasyon

Coklu emiilsiyonlar

Kapsiilleyici bilesikler genellikle sivi formda oldugundan, bu alanda kullanilan birgok
teknoloji kurutmaya dayalidir. [15]. Piskiirterek ve dondurarak kurutma, en sik

kullanilan iki yontemdir [29].

Gida endiistrisinde enkapsiilasyon i¢in farkli yontemler vardir. Bu yontemlerden en
yaygin kullanilanlar; piskiirtmeli kurutma, puskiirtmeli sogutma, akiskan yatakli
kurutma, ekstriizyon, santrifiij ekstriizyon, koaservasyon, lipozom tutuklama,
koakristalizasyon, liyofilizasyon, rotasyonel siispansiyon ayirma, molekiiler ekstriizyon
ve emiilsifikasyondur [15,31]. Endiistriyel uygulamalar i¢in en ¢ok kullanilan kapsiilleme
teknolojilerinden piiskiirterek kurutma, piiskiirterek sogutma, koaservasyon ve akigkan
yatak kaplamnin sematik gosterimi Sekil 1.5’te verilmistir [32]. Bu yoOntemler
uygulanacak prosese, cekirdek materyalin yapisina, mikro veya nanokapsiil i¢in
uygulanmasina, elde edilmesi istenen partikiil boyutuna, ¢ekirdek ve ¢ekirdegi kaplayan
duvar materyalinin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine, istenen serbest salim

mekanizmasina, liretim 6l¢egine ve maliyet hesaplamasina gore segilir ve uygulanir [31].

Dondurarak kurutma ile mikrokapsiilleme, duvar ve c¢ekirdek malzemelerini igeren
beslemenin -40°C’nin altindaki sicakliklarda donduruldugu ve diisiik basing altinda
stiblimasyon yoluyla kurutularak olusturuldugu sistemdir. Dondurarak kurutma teknigi,
kurutma islemi sirasinda diisiik sicakliklarin uygulanmasi ve oksijenin uzaklastirilmasi
nedeniyle 1s1ya ve oksijene duyarli biyolojik malzemelerin mikrokapstillenmesi i¢in basit
ve uygundur [22]. Temel olarak, liyofilizasyon sistemi bir vakum odasi, bir kondansatér,
bir kompresor ve bir vakum pompasindan olusur. Flamalar seklindeki kondenser, iiriin
tarafindan salinan buhar1 yogusturarak buza doniistiiriir ve vakum pompasi, yogusmayan
buharlar1 uzaklastirir. Bu teknigin ii¢ farkli asamasi vardir. Bunlar ilk dondurma asamasi,
birincil kurutma ve ikincil kurutma asamasidir. {lk dondurma asamast, liyofilize edilecek
iriiniin dondurulmasiyla baslar sonrasinda birincil kurutma asamasi gelir, bu asamada
donmus su siiblimasyon yoluyla uzaklastirilir ve liyofilize {iriin i¢inde daha 6nce buz
tarafindan isgal edilen bos alanlar elde edilir. Suyun ¢ogu, baslangi¢ iceriginin yaklasik
%90" uzaklastirilir. En son asama ikincil kurutmadir ve bu asamada siiblimlesmeden

sonra, lrlinliin i¢inde hala 6nemli miktarda bagli kalan suyun uzaklastirilasidir. Bu



asamanin itici giicli 1sitmadir (sicaklik 20 ila 50°C arasinda artar), burada su desorpsiyonu

gerceklesir ve nihai nem %?2 ila %10'a ulasir [19].
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Sekil 1.5. Endiistriyel uygulamalar i¢in en ¢ok kullanilan kapsiilleme

teknolojilerinin gosterimi [32]

1.4. Emiilsiyonlar

Emiilsiyon, iki veya daha fazla karigmayan sivi fazin karigimi olarak tanimlanir.
Emiilsifikasyon yontemi ile mikroenkapsiilasyonda, ¢ekirdek materyali duvar
materyalinin bulundugu organik solvent igine disperse edilip, ardindan emiilsiyon
stabilizorii igeren su ya da yag ¢ozeltisine emiilsifiye edilmektedir [33]. Igerisinde
hidrofilik ve hidrofobik fazlar igeren emiilsiyonlar oda sicakliginda kararsizdir bu yiizden
elverigli bir karisim saglanmasi i¢in emiilgatorler ve stabilizatorlerden yararlanilir
[26,31]. Hazirlanan emiilsiyonun karakteristik 6zellikleri ile enkapsiilasyon verimliligi

arasinda 6nemli bir iligki bulunmaktadir [34].
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Sekil 1.6. Kabuk malzemesinde kapsiillenmis ¢ekirdegin sematik diyagrami [25]

Emiilsiyon igerisindeki dagilmis damlaciklar (globiiller) karisimin i¢ fazini, diger sivi
kisim ise, dis fazimi (stirekli faz) olusturmaktadir [34]. Kabuk malzemesinde
kapsiillenmis ¢ekirdek (Sekil 1.6); tek katmanli, ¢ift-coklu katmanli ve ¢ok ¢ekirdekli

kapsiillenmis {iiriin olarak olusturulmaktadir [25].

Emiilsifikasyon islemi basit¢e bir karistirma islemidir. Genellikle emiilsiyon hazirlama
islemleri karistircilarda yapilmaktadir [34]. Emiilsiyon hazirlama i¢in kullanilan aletler,
yiiksek basingli pompalar, rotor-stator karistiricilar ve ultrasonik sistemler yaygin olarak
kullanilmaktadir [32].

1.5. Kaplayic1 Maddeler ve Ozellikleri

Katilari, stvilar1 veya farkl tiir ve 6zelliklerdeki gazlar1 kaplamak veya kapsiillemek i¢in
bircok madde kullanilabilir fakat bunlar1 kullanirken gida katki maddelerine yonelik
diizenlemeler dikkate alinmalidir. Bununla birlikte gida katki maddelerine yonelik
diizenlemeler, diger kullanimlarina gore daha katidir. Kozmetik kapsiilleme i¢in yaygin
olarak kabul edilen farkli bilesikler, gida endiistrisinde kullanilamaz ¢iinkii bu maddelerin
birgogu gida uygulamalari i¢in "genel olarak giivenli kabul edilen” (GRAS) malzemeler

olarak onaylanmamustir [15].

Bilesenlerin kapsiillenmesi icin kullanilan malzemeler, eger bilesenler gidalarin

imalatinda kullanilacaksa, gida simifi olmalidir. Kapsiilleyici olarak yaygin olarak
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kullanilan gida malzemeleri, ¢ok ¢esitli dogal biyomalzemeler veya GRAS statiisii izni

verilen gida katki maddeleri arasindan segilebilir [26].

Duvar malzemeleri, mikrokapsiilleme isleminin verimliligini etkileyen farkli kimyasal
yapilara ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir [22]. Kabuk matrislerinin yapisal ve
islevsel yonleri ve bunlarin g¢ekirdekle uyumlulugu, ¢oziiniirliik, arayiiz ozellikleri,
jellesme kapasitesi gibi fonksiyonel oOzellikler ile maliyet ve kullanilabilirlik gibi
ekonomik faktorler, matris se¢im siirecinde dikkate alinmasi gereken 6nemli faktorlerden

bazilaridir [25].

Proteinler ve polisakkaritler; jellesme, kalinlasma ve/veya emiilsifiye edici dzellikleri

nedeniyle birgok gida sisteminde yaygin olarak kullanilan bilesenlerdir [35].

Tim malzemeler arasinda, gida uygulamalarinda kapsiilleme i¢in en yaygin sekilde
kullanilan polisakkaritlerdir. Nisasta ve tiirevleri, amiloz, amilopektin, dekstrinler,
maltodekstrinler, polidekstroz, suruplar ve selilloz ve bunlarin tiirevleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dogal ve degistirilmis polisakkaritlerin yan1 sira, proteinler ve lipitler
de kapsiilleme i¢in uygundur [15]. Gluten, peynir alt1 suyu proteini, sodyum kazeinat ve

jelatin gibi baz1 proteinler duvar malzemesi olarak kullanilmaktadir [17].

Belirtilen kaplama maddelerinden higbiri tek basina optimum fayda saglamaz fakat
bunlarin birlikte kullanilmasi verimliligi daha ¢ok arttirir [24]. Tek bir kapsiilleyici ajan
tiim ideal 6zelliklere sahip olamaz; bu nedenle, tasiyici sistemler genellikle degisik grup
kaplama maddelerinin kombinasyonlariyla formiile edilir [2]. Ornegin hidrolize edilmis
nisastalar (glikoz, laktoz, misir surubu solidleri ve maltodekstrin), kapsiil stabilitelerinin

gelistirilmesi i¢in ortama ikincil kaplama materyali olarak ilave edilmektedirler [33].

Kaplayict maddelerde bulunmasi gereken bazi 6zellikler vardir. Bunlardan bazilari
sunlardir; yiiksek konsantrasyonlarda iyi reolojik 6zelliklere sahip olmasi, enkapsiilasyon
esnasinda islenebilirliginin kolay olmasi, aktif materyali maksimum koruma saglamasi,
istenen c¢oziiciilerde ¢oziinebilmesi, gida endiistrisinde kabul edilebilir solventlerde
¢ozlinebilir olmasi (6rnegin su, etanol gibi), aktif ¢ekirdek materyali ile kimyasal olarak
reaktivitesi olmamasi, uzun siireli bir stabilizasyon saglamasi, ucuz, kullaniminin kolay

ve gida olarak tiiketilebilir olmasidir [16,36].
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1.5.1. Proteinler

Proteinler, farkli amino asit sekanslarini gdsteren ve peptid baglar1 ile baglanmis
makromolekiillerdir [36]. Farkli kimyasal gruplari, amfilik 6zellikleri, emiilsifiye etme
kapasitesi, jel olusturma yetenegi, ¢oziiniirliik, viskozite, ¢esitli maddelerle kendi kendine
birlesebilme ve bunlarla etkilesime girme kabiliyeti ve film olusturma yetenegi dahil
olmak iizere istlin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel ozellikleri proteinleri, gida
endiistrisinde 1y1 bir kapsiilleyici malzeme haline getirir. Siit proteinleri (6rn. peynir alti
suyu proteini izolat1 ve sodyum kazeinat) ve diger bitki proteinleri (6rn. soya proteinleri,

bezelye proteinleri) son yillarda duvar malzemesi olarak siklikla kullanilmaktadir
[14,25].

Proteinler, 6zellikle diisiik bagil nemlerde oksijen, karbondioksit ve lipitlere kars1 bariyer
olma 6zellikleri sergiler. Hidrofilik karakterlerinden dolay1 da su gecirgenlikleri fazla
olur [38]. Soya proteinleri, siit proteinleri, kazeinler ve peynir alti suyu proteinleri,
yumurta proteinleri veya bu proteinlerin hidrolizatlar1 gibi gida proteinleri son yillarda

siklikla kapsiilleyici matrisler yani duvar malzemesi olarak kullanilirlar [25,26].

Genel olarak protein bazli kaplamalar, hidrofilik yapida oldugu icin, tek baslarina
kullanilmalar1 iirtinlerin stabilite ve duyusal 6zelliklerinde sorunlar olusturabilmektedir.

Bu nedenle bazi kaplamalar, lipitler ve karbonhidratlarla beraber kullanilirlar [37].
1.5.1.1.Peynir alt1 suyu (Whey) proteini

Peynir alti suyu proteinleri suda c¢oziindiikleri icin gida endiistrisinde etkili
mikrokapsiilleme 6zelligi sergiler. Peynir alt1 suyu proteinleri icerisinde B-laktoglobulin,
a-laktalbumin gibi aktif bilesikler icerir. Bu bilesikler gida korumasina uygun 6zellikler
sergiler. Peynir alt1 suyu proteini izolatlar1 olarak siit protein tirlinleri en az %90 oraninda
protein icerir ve peynir alti suyu proteini konsantresi, milkkemmel emiilsifiye edici ve
dehidrasyon ozelliklerine sahiptir. Peynir alt1 suyu proteini konsantresi %35-75 protein
icerir [17]. Peynir alti suyu proteinlerinin fiziko-kimyasal o6zellikleri, gida
uygulamalarinda mikrokapsiillerden enkapsiile edilen maddelerin kontrollii olarak
salimmminda ve yeni mikrokapsiillerin olusturulmasinda miikkemmel avantajlar

saglamaktadir [39].
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Peynir alt1 suyu proteinlerinin geleneksel emiilgatorlere gére daha iyi emiilsifiye etme
kapasitesine sahip oldugu ve p-laktoglobulin ile stabilize edilmis emiilsiyonlarin
yercekimi ayrigmasma karsi daha yiiksek direng gosterdigi bulunmustur [40]. lyi
mikrokapsiilleme 6zellikleri sergiledigi bir¢ok kaynakta da belirtilmistir [40,41]. Peynir
alt1 suyu protein filmlerinin ve kaplamalarinin bariyer 6zellikleri; kaplama bilesimine,
kalinligina ve substrat olarak kullanilan farkli tabakalara bagli olarak degisebilir [37].
Peynir alt1 suyu proteinleri, karbonhidratla kombinasyon halinde, ugucu bilesenlerin
kapstillenmesinde tasiyici malzeme olarak kullanilmistir. Bu tiir sistemlerde peynir alt1
suyu proteinleri, emiilsifiye edici ve film olusturucu bir madde olarak gorev yaparken,
karbonhidratlar (maltodekstrinler veya misir surubu katilart) matris olusturucu malzeme

olarak gorev yapar [14].

Peynir alti suyu proteini igerikli kaplamalar gidalarda nem ve gaz transferini

siirlandirmaktadir. Ayrica, gidalarin raf dmriinii uzatmak amaciyla kullanilabilmektedir

[37].
1.5.2.Polisakkaritler

Polisakkaritler, glikozidik baglarla baglanmis monosakkaritlerden olusan kompleks
karbonhidratlardir [42]. Suda ¢oziinebilen ve molekiil agirligi yiiksek olan
hidrokolloidlerdir [43]. Polisakkaritler (6rn. nisasta ve nisasta tiriinleri-diisiik ve yiiksek
amilozlu nisasta, dekstrinler; nisasta olmayan polisakaritler-aljinat, pektin, karagenan,
arap gami, kitosan, seliiloz tiirevleri, siklodekstrin) genellikle kapsiilleyici matrisin
bilesenleri olarak kullanilir [26]. Birgok polisakkarit ve tiirevleri diisik maliyette
olmalari, kolay elde edilebilmeleri ve iyi film olusturma 6zellikleri nedeniyle yenilebilir

film ve kaplama iiretiminde kullanilmaktadir [42].

Birgok polisakkaritin hidrofilik yapisindan dolay1 filmlerde nem tutma kapasitesi
ylizeyde gerceklesmektedir. Polisakkarit film ve kaplamalarin en onemli avantajlari;
yapisal kararliliklar1 ve oksijen transferini azaltmalaridir. Bu tip film ve kaplamalar
karbondioksit ve oksijen gecirgenlikleri nedeniyle anaerobik ortam olusturmadan
istenilen modifiye atmosfer kosullarin1 saglayarak gidanin raf 6mriinii uzatabilmektedir
[43]. Yararh 6zelliklerinden digeri, dagitim sistemi igin yapisal destek saglayabilecekleri
kinetik olarak metastabil amorf camsi katilar olusturma yetenekleridir. Spesifik

molekiilleri baglama yetenekleri, yapisal rollerini tamamlayic1 niteliktedir [26].
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Karbonhidratlarin (nisastalar, maltodekstrinler gibi.) aromalari baglama yetenekleri,
cesitlilikleri ve diisiik maliyetleri kapsiilleme i¢in yaygin kullanimina sebep olur. Bunlara
ek olarak, bu malzemeler, yiiksek kat1 igeriklerinde diisiik viskozite ve kapsiilleyici bir

ajanda bir ajanda arzu edilen iyi ¢oziiniirliik gibi 6zelliklere sahiptir [14].
1.5.2.1. Karragenean

Karragenean kelimesi, deniz yosununun irlandaca'daki "kii¢iik kaya" anlamma gelen
Irlandaca adi olan karrageen'den tiiretilmistir [44]. Kirmizi deniz yosunundan

(Rhodophyta tiirleri) ekstrakte edilen bir anyonik polisakkarit ailesindendir [35].

Gida endiistrisinde karagenanlar; koyulastirma, jellestirme ve stabilize etme yetenekleri
gibi milkemmel fiziksel fonksiyonel oOzelliklerinden dolayr yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin siizme peynirin dokusunu iyilestirmek, pudinglerin ve siitlii
tathlarin viskozitesini ve dokusunu kontrol etmek gibi bircok alanda kullanilmaktadir
[44]. Karageneanlar, proteinlerin izoelektrik noktasinin (IEP) iistiinde ve altindaki pH

degerlerinde proteinlerle etkilesime giren bir grup siilfatlanmis polisakaritin pargasidir.

Birgok ¢alisma, karagenean ve proteinler arasinda, 6zellikle siitteki k-kazein miseliyle

iyonik etkilesimler gostermistir [45].
1.5.2.2. Maltodekstrin

Maltodekstrinler, misir unundan bugday ve patates nisastasindan asitler veya enzimlerle
kismen hidrolize edilmesiyle 20'nin altindaki dekstroz esdegeri (DE) olarak saglanir; DE
degeri, nisasta polimerinin hidroliz derecesinin bir 6l¢lisii olup toplam kuru agirliktaki
susuz dekstrozun yiizdesi seklinde ifade edilmektedir. Tatmin edici performansi, diisiik
nispi maliyeti notr tadi ve aromasi nedeniyle biyoaktif bilesiklerin
mikrokapsiillenmesinde duvar olusturma yeteneginden dolay1 yaygin olarak
kullanilmaktadir [14,46]. Suda yiiksek ¢oziiniirliikleri, yliksek konsantrasyonlarda diisiik
viskozite, film olusturma kapasitesi ve ¢ekirdek malzemelerin oksidasyonuna karsi iyi
koruma saglamasi ile karakterize edilir. Ote yandan, mikroenkapsiilasyon isleminde
maltodekstrin kullaniminin ana dezavantaji, diisiik emiilsifiye etme yetenegidir. Boylece
kararli emiilsiyonlar olusturmak i¢in arap gami, modifiye nisasta ve proteinler gibi diger

duvar malzemeleriyle birlikte kullanilmasi tercih edilir [22].
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1.6. Protein Polisakkarit Kompleks

Tek bir kapsiilleyici ajan tiim ideal 6zelliklere sahip olmadig1 icin tastyici sistemler
genellikle degisik grup kaplama maddelerinin kombinasyonlariyla formiile edilir [2].
Cogunlukla peynir alt1 suyu proteinleri olan siit proteinleri, protein-polisakarit kompleks
sistemleri caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [47]. Polisakkarit ve protein
arasindaki etkilesim esas olarak zit yiiklii makromolekiillerden olusan elektrostatik
etkilesimle olusur [48]. Ornegin: birincil emiilsiyon peynir alt1 suyu proteinleri gibi suda
¢Oziiniir bir iyonik emiilgator ile hazirlanir. Ikincil emiilsiyonlar daha sonra, ¢ok katmanl,
ara yiizey kaplamalar1 olusturmak i¢in tercihen birincil emiilsiyonlardaki damlaciklardan
z1t yiike sahip bagka bir suda ¢oziiniir biyopolimer (6rnegin, karagenan veya kitosan)
eklenerek formiile edilir [40]. Bu tiir sistemlerde peynir alt1 suyu proteinleri, emiilsifiye
edici ve film olusturucu maddeler olarak iglev goriirken, karbonhidratlar
(maltodekstrinleri, karagenan veya musir surubu katilar1) dolgu maddeleri ve matris

olusturucu maddeler olarak islev goriir [41].

Degisken oranlarda proteinler ve polisakkaritler kullanmak yalnizca daha yiiksek
kapstilleme verimliligi saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda daha diisiik isletme maliyeti

saglar [49].
1.7. Yamt Yiizey Metodolojisi (RSM)

Yanit ylizey yontemi, ilk olarak 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan endiistriyel
deneylerde uygulanmig ve gelistirilmistir. Box ve Behnken, 1960 yilinda Box —Behnken
tasarimi olarak bilinen ii¢ seviyeli tasarimi gelistirmiglerdir. Yanit ylizey yontemi, istenen
tiriinleri elde etmek amaciyla degiskenlerin optimum degerini belirlemek i¢in birkag
bagimsiz degiskenin etkisini inceleyip, model yapilar1 degerlendirmek icin istatistiksel
ve matematiksel tekniklerin kombinasyonunu kullanmak seklinde tanimlanabilmektedir
[50].

Son yillarda gida proseslerinde ve 6zellikle ekstraksiyonda yogun olarak kullanilan yanit
ylizey metodu (RSM) degiskenlerin optimize edilmesinde kullanilan istatiksel bir
metottur. Box-Behnken ise merkezi bilesik tasarimlar ile kiyaslandigi zaman daha
ekonomik ve daha kolay oldugu icin miihendislik ¢alismalarinda en yaygin kullanilan

deneysel tasarimlardan birisidir [51,52].
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Yanit yiizey metodundaki amag bir¢cok degisken tarafindan etkilenen tepkinin optimuma
ayarlanmasi ve tepkiyi optimum yapan degiskenlerin degerlerinin tespit edilmesidir [53].
Farkli girdi faktorlerinin bir veya daha fazla ¢ikti yanitlarimi nasil etkiledigini ortaya

cikarir [54].

Bu ¢aligmanin amaci, gereksiz tekrarlardan kaginarak kisa siirede ekonomik ve optimum

sonuca ulagmay1 hedeflemektedir.
1.8. Literatiir Taramasi

Djordjevic ve arkadaslari (2007), sitral ve limonenin sodyum dodesil siilfat (SDS)-
kitosan kompleksi ile stabilize edilmis emiilsiyonlarda arap zamkindan daha kararli olup
olmadigini incelemiglerdir. Sitral, pH 3’te arap zamki ile stabilize edildiginde SDS-
kitosan ile stabilize edilmis emiilsiyonlardan daha az bozunmus oldugunu belirtmislerdir.
Fakat, SDS-kitosan ile stabilize edilmis emiilsiyonlar, sitral oksidasyon iiriinii olan p-
cymene olusumunu geciktirmede arap zamki ile stabilize edilmis emiilsiyonlardan daha
etkili oldugunu bildirmislerdir. Limonen bozunmasi ve limonen oksidasyon iiriinleri,
limonen oksit ve karvon olusumu, pH 3'te SDS-kitosan-'da arap zamki ile stabilize
edilmis emiilsiyonlardan daha diisiik bulundugu bildirilmistir. Bir SDS-kitosan ¢ok
katmanli emiilgator sisteminin sitral ve limonenin oksidatif bozulmasini1 6nleme yetenegi,
prooksidatif metalleri itebilen ve dolayisiyla prooksidan-lipid etkilesimlerini azaltabilen
katyonik ve kalin bir emiilsiyon damlacik arayiiziiniin olusumundan kaynaklantyor

olabilecegini belirtmislerdir [9].

Kaushik ve arkadaslar1 (2007), yaptiklar1 ¢alismada gam arabik, sukroz ve jelatinden
olusan ¢esitli matrislerin dondurularak kurutulmasinda limonenin kapsiillenmesi
incelemislerdir. En yiiksek limonen miktar1 (baslangigta eklenen miktarin % 84'ii), 100
MPa'lik bir basingta homojenize edilen emiilsiyonlarda olusturulmustur. Uygulamalar
arasinda esit oranlarda (1:1:1) kullanilarak hazirlanan arabik gam, sukroz ve jelatin matris

sisteminin limonen i¢in en ideal ve etkili sistem oldugu sonucuna varmiglardir [55].

Rungsardthong Ruktanonchai, ve arkadaglar1 (2011), Limon otu yagindaki iki sitral
izomeri ile ¢esitli tipte siklodekstrinler (CD'ler), a-CD, B-CD ve HP-B-CD arasindaki
komplekslesme, molekiiler modelleme ve fizikokimyasal karakterizasyonlarini

incelemislerdir. Elde edilen sonuglarda, limon otu yagi ve CD'lerde sitraller arasinda
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degisen en uygun kompleks olusumun tiim CD'ler i¢in 1: 2 mol oraninda bulundugunu
ortaya koymuslardir. Geranial (trans-sitral) ve CD arasindaki kompleks olusum, neral
(cis-sitral) ve CD arasinda oldugundan daha elverisli bulmuslardir. Inkliizyon
kompleksinin termal stabilitesi, limon otu yagindaki sitralle karsilastirildiginda sitral-CD
inkliizyon kompleksinin daha yiiksek bir termal stabilitesi gézlemlemislerdir. Sitralin
inliizyon kompleksinden salinim siiresi seyri difizyon kontrolii ve Avrami denklemi ile
iligkili oldugu bildirilmistir. 50°C'de geranial (trans-sitral) ve inkliizyon komplekslerinin
salmmm hiz1 sabiti neral(cis-sitral) kompleksininkinden daha diisiik oldugunu

belirtmislerdir [56].

Sosa ve arkadaslar1 (2011) de yaptiklar1 ¢alismada bir disakkarit olan trehalozun
piiskiirterek kurutma yontemiyle sitrali kapsiillemek i¢in tasiyici olarak kullanilmasini
incelemislerdir. Trehaloz veya siikroz ve maltodekstrin igeren matrislerde kapsiillenmis
sitralin baz1 fiziksel ve duyusal 6zelliklerini incelemislerdir. Piiskiirterek kurutmadan
sonra sitrali tutmanin, trehaloz veya siikroz igeren matrisler i¢in benzer oldugu sonucuna
varildigini; bununla birlikte trehaloz formiilasyonlarinin fiziksel stabilitesinin siikroza
gore daha iyi oldugu belirtmislerdir. Sonug olarak trehalozun piiskiirtiilerek kurutulmus
sitral formiilasyonlarda siikrozun yerine basarili bir sekilde kullanilabilecegini

belirtmislerdir [2].

Sosa ve arkadaslar1 (2014), piiskiirterek kurutmadan once ve sonra emiilgator olarak
modifiye nisasta ve maltodekstrin ile veya bunlar olmadan siikroz veya trehaloz iceren
sitral igeren formiilasyonlarin viskozitesini, molekiiler hareketliligini, mikro yapisini,
damlacik boyutu dagilimini ve stabilitesini incelemislerdir. Damlacik boyutunun ve
viskozitesinin emiilsiyon stabilitesini etkiledigini gozlemlemislerdir. Piiskiirterek
kurutma islemindeki atomizasyon sirasinda emiilsiyon damlaciklarinda bir miktar
bozulma meydana gelmistir ve bu da genel olarak daha kii¢iik damlacik boyutlari
olusmasina sebep oldugunu gozlemlemislerdir. Maltodekstrin ilavesinden dolay1
viskozitede bir artis olmus ve topaklanma da bir gecikme gozlemlemislerdir. Ayrica,
emiilsiyonlarin viskozitesine bagli olan kararlilig1 elde etmek i¢in esik damlacik boyutu
vardir. Sitralin diger emiilsiyon 6zellikleri, stabilitesi, aroma tutmasi ve duyusal algisi
stikroz veya trehaloz iceren formiilasyonlar i¢in benzer oldugunu ortaya koymuslardir.
Bununla birlikte, maltodekstrin ve trehaloz karisimi, daha genis sicaklik araliginda ve

nispeten nemli kosullarda tozun camsi durumunu korudugunu ve sitrik aromalar1
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kapsiillemek i¢in tastyici formiilasyonda bir bilesen olarak umut verici performans

gosterdigini belirtmislerdir [57].

Tian ve arkadaslar1 (2017), emiilgatorler olarak jelatin ve Tween 20 karisimu (kiitle orani
3:1) igeren sitral nanoemdiilsiyonlar1 hazirlayip asidik sistemde sitralin stabilitesini
incelemislerdir. Tween 20 miktar1 arttiginda, sitral emiilsiyonlarin damlacik boyutu
onemli 6lgiide azalirken,; jelatin ilavesinin sitralin stabilitesini arttirdigini belirtmislerdir.
Ozellikle, jelatin/Tween 20min 3:1 (kiitle orani1) karisim, sitralin asit katalizli
bozunmasina karsi en iyi koruyucu etkiyi gostermistir. Bu bulgu, Tween 20" nin, hidrojen
bag1 yoluyla emiilsiyondaki jelatinin peptit bagina ve protonlanmig amino gruplarina
baglanabilen polioksietilen zincirlerine atfedilmistir. Boylece iyonik olmayan yiizey aktif
cismi olan proteinin sitrali asidik ortamlara kars1 etkili bir sekilde ¢6zebildigi ve stabilize
edebildigi sonucuna varmiglardir. Jelatin ve Tween 20 karisiminin, asidik kosullar altinda
sitralin stabilitesini arttirdigin1 ve gida endiistrisinde asidik ortamlar altinda sitralin

bozulmasin1 6nlemek i¢in etkili bir emiilgatdr olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir

[1].

Ghasimi ve arkadaglar1 (2017) yaptiklar1 ¢alismada portakal kabugu yagini pektin-peynir
alt1 suyu proteini nanokompleksleri tarafindan nanokapsiillemistir. Portakal kabugu yag:
iceren optimum nanokompleks siispansiyonlar stabilite, viskozite ve renge gore
belirlendikten sonra, ii¢ farkli pH degerinde (3, 6 ve 9) formiile ederek ve dondurarak
kurutma ile toz haline getirmislerdir. Nanokomplekslerin boyut ve zeta potansiyelinin
analizi, en kiiclik parcaciklarin pH = 6'da olustugunu ortaya koymuslardir. Tozlarin
kapsiilleme verimliligi pH = 3, 6 ve 9'daki sirasiyla % 88, % 84 ve % 70 ve ters
dogrusallik oldugunu; kapsiilleme verimliligi ile renk indeksi (b*) arasinda baglanti
oldugunu belirtmislerdir. Nanokompleks tozlarin mikroyapisi ve morfolojisi SEM ve
AFM sonugclar1 pH = 3'te daha kiiresel pargaciklarin olustugunu gézlemlemislerdir. FTIR
analizi, 991cm™ de keskin bir bant ortaya ¢iktig1 icin peynir alt1 suyu proteinleri ile pektin
arasinda kimyasal bir reaksiyon ve bag olusumu oldugunu belirtmislerdir. Portakal
kabugu yagi igeren en gii¢lii ve en zayif nanokomplekslerin sirasiyla pH =3 ve pH = 9'da

olustugunu gostermislerdir [47].

Afzal ve arkadaslar1 (2018), yaptiklari ¢alismada kitosanin sodyum aljinatli saf ve
kompozit hidrojellerini ¢esitli pH degerlerinde sentezlemisler ve reoloji, IR-spektroskopi
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ile karakterize etmislerdir. Kitosan, nétral ve bazik pH degerlerinde jellesme gosterirken,
sodyum aljinat tiim pH degerlerinde ¢6zelti halinde kaldigini belirtmislerdir. Karigtirma
agirhig, fraksiyon orani ve pH'in ayarlanmasiyla, modiile edilmis yapisal dinamiklere ve
viskoelastiklige, mekanik dayanikliliga ve kapsiilleme kapasitesine sahip bir dizi hidrojel
elde etmislerdir. Asidik pH' ta, daha yiiksek bir aljinat fraksiyonu hidrojellerin esnekligini
arttirirken, bazik pH'ta daha fazla kitosan yilizdesi hidrojeli stabilize ettigini
belirtmislerdir. En giiclii kompozit hidrojeller asidik pH'ta elde edilmis ve sentetik
ortamin artan pH'inda jel kuvveti azalttigini belirtmislerdir. Sentezlenen hidrojeller,
sitralle kapsiillenme kapasiteleri agisindan incelemislerdir. Saf kitosan hidrojelleri
maksimum kapsiilleme kapasitesi gostermis olup kapsiilleme kapasitesini arttirmistir,

bunu nétr pH'da hazirlanan kompozit hidrojellerin izledigini belirtmislerdir [11].

Ghasemi ve arkadaslar1 (2018), D-limonenn’in, farkli pH degerlerinde (3, 6 ve 9) peynir
alt1 suyu proteinleri (%4, %6 ve %8 w/w) ve pektin (%0.5, %0.75 ve %1 w/w) ile
nanoenkapsiillemislerdir ve pH = 3'te % 4 peynir alt1 suyu ve % 1 pektin ile hazirlanan
nanokomplekslerin en diisiik stabiliteye ve en yiiksek viskoziteye ve optimum uygulama
olarak segilen en yiiksek L* degerine sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Atomik
kuvvet mikroskobu goriintiileri, peynir alt1 suyu-pektin nanokomplekslerinin morfolojisi
incelenmis ve ortalama 100 nm biiyiikliiglinde kiiresel nanopartikiiller olusturdugunu
gozlemlemislerdir. Kapsiilleme verimliligi yaklasik %88 olarak belirlenmistir. D-
limonen yiiklii iiretilen nanokompleksler i¢in dinamik 151k sagilmasimnin sonuglari,
parcacik boyutunu yaklasik 160 nm ve zeta potansiyelini -0.53 mV oldugunu ortaya
koymuslardir. Peynir alt1 suyu proteini ve pektin arasindaki 4'e 1'lik bir oranin en yiiksek

verimde kompleks olusumu sagladigi bulunmustur [58].

Wang ve arkadaslar1 (2019), yaptiklar1 calismada sitralin su i¢i emiilsiyonlarini, % 2.5 ve
% 5.0 (w / w) olmak tizere iki farkli ugucu yag konsantrasyonu ile hazirlayip, daha sonra
aynt miktarda maltodekstrin (% 20) varhiginda piiskiirterek kurutmuslardir.
Mikrokapsiilleri iki farkli emiilgator bilesimi ile hazirlanmislardir: tek basina sodyum
kazeinat ile stabilize edilen tek katmanli mikrokapsiiller ve sodyum kazeinat ve pektin ile
stabilize edilen ¢ok katmanli mikrokapsiiller olarak. Cok katmanli mikrokapsiiller i¢in
kapsiilleme verimliligini (6rnegin, %99,6 sitral i¢in %0,4 + %2,5), tek katmanh
kapsiillerden (6rnegin %78,6 sitral igin %0,6 + %2,5) daha yiiksek bulmuslar ve bu da ek

pektin tabakasinin sitral konsantrasyonu ne olursa olsun sprey kurutma islemi sirasinda
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sitralleri  koruyabildigini  dogruladigin1  géstermislerdir.  Ayrica, elde edilen
mikrokapsiillerin antibakteriyel aktivitesini dort bakteri susunda Olgmiis olup
antibakteriyel aktivitesinin hem sitral konsantrasyona hem de ara yliz membran
kompozisyonuna onemli Olgiide bagli oldugunu gostermislerdir. Sitral damlaciklarin
cevreleyen iki tabakanin varligi, kapsiillenmis sitralin ilerleyici ve kontrollii bir sekilde

salinmasina neden olabilecegini belirtmislerdir [59].

Farouk A. ve arkadaglari (2020) yaptiklar1  ¢alismada, aroma bilesiklerinin
emiilsiyonlarini (linalool, sitral, portakal yagi, alil kaproat ve izoamil asetat), arap zamka,
sodyum kazeinat ve maltodekstrin kullanilarak farkli konsantrasyonlarda tasiyicilar
olarak hazirlaylp sprey kurutucu ile toz halinde kapsiillemislerdir. Kapsiilleme
verimliligi, viskozite, emiilsiyon stabilitesi ve nem dahil olmak tizere fiziksel 6zellikler,
sprey kurutma igsleminden 6nce ve sonra incelenmislerdir. Ayrica, toz pargaciklariin
enzimatik olmayan kahverengilesmesinin (NEB) morfolojisi ve kapsami, taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve kromametre kullanarak olgmiislerdir. Kapsiillemenin
lezzet tutma ve kimyasal bilesim iizerindeki etkisi, gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) kullanarak degerlendirmisledir. Portakal yagi maksimum tutma
verimliligini (% 84.5-97.9) gosterirken, izoamil asetat kurutma sirasinda (% 44.4-72.5)
diger ugucu bilesiklere kiyasla daha az tutuldugunu gozlemlemislerdir. Arap zamki
konsantrasyonunun arttirilmasi, tiim aroma bilesikleri i¢in en yiiksek tutulmay1
sagladigim ve spreyle kurutulmus tozun viskozitesini ve emiilsiyon stabilitesini
arttirdigini belirtmislerdir. SEM'e gore, maltodekstrinin ana kapsiilleme maddesi olarak
varligi, iyi bir kiiresel sekle ve piiriizsiiz bir yiizeye sahip birka¢ homojen kapsiiliin
olusumunu sagladigimi gézlemlemislerdir. Enzimatik olmayan kahverengilesme (NEB),
sitral ve turuncu yaglar iceren kapsiillenmis numunelerde yogun olarak gozlenirken, en
az kahverengilesme izoamil asetat mikrokapsiillerinde meydana geldigini
gozlemlemislerdir. Son olarak duvar malzemesi formiilasyonunun, gida veya nutrasotik
toz premikslerinde kullanilabilen kapsiillenmis tatlarin tutulmasini, morfolojisini ve

fiziksel ozelliklerini etkiledigini belirtmislerdir [60].



2. BOLUM
MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Pinar'dan yagsiz siit tozu proteini ve peynir alt1 suyu proteini konsantresi saglanmaistir.
Karragenean Alfasol'den saglanmstir.

Sitral Sigma-Aldrich'ten satin alinmustir.

Dekstroz esdegeri 12 olan Maltodekstrin (MD), Sigma-Aldrich'ten satin alinmustir.
Tiim deneylerde deiyonize su kullanilmustir.

Analizlerde kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir.

2.2. Metod

2.2.1. Biyopolimer soliisyonlarin hazirlanmasi ve deneysel tasarim

Farkli konsantrasyonlarda karragenan (% 0.5-1) deiyonize suda ¢oziindiiriilerek 100 ml
¢ozelti hazirlandi. Ayni zamanda 100 mL ¢ozelti elde etmek icin 4, 5 ve 6 g peynir altt
suyu proteini konsantresi (WPC) ve yagsiz siit tozu (SP) tozunun deiyonize suya
dagitilmasiyla WPC ve SP farkli sulu ¢6zeltileri hazirlandi. 10 g MD 100 mL deiyonize
suda coziilerek 100 mL maltodekstrin soliisyonu hazirlandi. Tiim ¢ozeltiler, 60 dakika
boyunca manyetik karistiricida (IKA, Almanya) karistirildi ve hidrasyonu tamamlamak
icin gece boyunca karanlik ortamda 4°C” de bekletildi (Sekil 2.1) [61,62].

Sekil 2.1. Karagenan-maltodekstri-peynir alt1 suyu proteini biyopolimer soliisyonlar1
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Bu ¢alismada dort degiskenin (A,B,C,D) optimum seviyelerini belirlemek igin Box-
Behnken Design (BBD) (Design Expert, Trial Version 7, Stat-Ease Inc. Minneapolis,
MN) kullanilarak Yanit Yiizey Metodolojisi (RSM) kullanildi.

A, pH; B, protein konsantrasyonu; C, polisakkarit; D, protein tipini géstermekte olup
bagimsiz degiskenler ii¢ seviyede (-1, 0, +1) incelenmistir. BBD i¢in deneysel tasarim

Tablo 2.1' de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Box-Behnken Tasarimi

Faktor 1 | Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
Ornek
A:pH B: protein kons. | C: karagenan | D: protein tiirii

/. 3 5 0,5 peynir alt1 suyu proteini kons.
2 55 4 0,5 yagsiz siit tozu

3 5,5 4 0,5 peynir alt1 suyu proteini kons.
4 55 5 0,75 yagsiz siit tozu

&) 9,5 6 0,5 yagsiz siit tozu

6 8 5 1 yagsiz siit tozu

7 8 5 0,5 yagsiz siit tozu

8 3 4 0,75 yagsiz siit tozu

9 8 5 0,5 peynir alt1 suyu proteini kons.
10 3 4 0,75 peynir alt1 suyu proteini kons.
11 8 6 0,75 yagsiz siit tozu

12 5,5 5 0,75 peynir alt1 suyu proteini kons.
13 3 5 0,5 yagsiz siit tozu

14 5,5 5 0,75 peynir alti suyu proteini kons.
15 3 5 1 peynir alt1 suyu proteini kons.
16 5,5 4 1 yagsiz siit tozu

17 8 4 0,75 yagsiz siit tozu

18 55 5 0,75 yagsiz siit tozu

19 5,5 5 0,75 peynir alt1 suyu proteini kons.
20 55 5 0,75 yagsiz siit tozu

21 5,5 6 1 peynir alti suyu proteini kons.
22 55 4 1 peynir alt1 suyu proteini kons.
23 5,5 6 1 yagsiz siit tozu

24 8 4 0,75 peynir alt1 suyu proteini kons.
25 3 5 1 yagsiz siit tozu

26 3 6 0,75 yagsiz siit tozu

27 8 &) 1 peynir alt1 suyu proteini kons.
28 5,5 5 0,75 yagsiz siit tozu

29 55 6 0,5 peynir alt1 suyu proteini kons.
30 3 6 0,75 peynir alt1 suyu proteini kons.
31 5,5 5 0,75 peynir alt1 suyu proteini kons.




23
Tablo 2.1. Box-Behnken Tasarimi (Devami)

32 55 5 0,75 peynir alt1 suyu proteini kons.
33 8 6 0,75 peynir alt1 suyu proteini kons.
34 55 5 0,75 yagsiz siit tozu

2.2.2. Sitral yiiklii Whey-Karreegenan-MD nanokomplekslerinin hazirlanmasi

Hazirlanan peynir alt1 suyu proteini, karragenan, maltodekstrin soliisyonlar1 ayr1 ayr1 ayni
hacimde karigtirilarak manyetik karigtiricida 60 dk boyunca karigtirildi. Daha sonra
toplam katilarin %10’u oraninda Tween 20 (3.5114 gr) ilave edildi. Toplam sivisinin
%2.5’1 kadar da sitral (7.5 mL) ilave edildikten sonra 10 dk manyetik karistiricida
karistirildi. Toplam solvent 100 mL olarak 3 ayr1 parcaya ayrilarak her birine 60
amplitude 0.5 genlikte 8 dakika ultrases UP400S (Hielscher Ultrasound Technology, UP
400S, Almanya) uygulandi (uygulama esnasinda ¢6zeltinin ¢ok 1sinmamasi igin sicaklik
buz dolu bir kap yardimiyla kontrol edildi). Ultrasound uygulamalari igin titanyum prob
kullanilmis olup uygulama sartlar1 i¢in 14 mm ve ¢ap1 olan prob 24 kHz de 8 dk islem
uygulanmistir. Ultrasound islemi yapilan 6rnekler Sekil 2.2°de gosterilmistir. Cozeltilerin

pH’s10.1 N NaOH ve 0.1 N HCI kullanilarak pH degerleri 3, 6, 9 olarak ayarlandi [63,64].

Sekil 2.2. Ultrasound uygulamasi yapilan 6rnekler
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2.2.3. Nanokompleks ¢ozeltilerin renk ol¢iimii

Orneklerin renk degerleri otomatik kolorimetri (Lovibond RT Series Reflectance
Tintometer; Lovibond, Amesbury, UK) kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Lovibond tintometer {i¢

deger vermektedir : L *, a* ve b *.
L * degerleri beyaza kadar siyah seviyesini x (0-100) seviyesini olger,
a * yesile kadar kirmiz1 seviyesini (+ = kirmizi ve - = yesil),

b * sartya kadar mavi seviyesini (+ = sar1 ve - = mavi) gosterir. Orneklerin renk 6l¢iimii

5 kez tekrarlanmustir. Sekil 2.3’te renk 6l¢iim cihazinda dl¢timii yapilan 6rnek verilmistir.

Sekil 2.3. Renk 0l¢lim cihazi ve dl¢lim agamast

2.2.4. Nanokompleks cozeltilerin viskozite 6l¢iimii

Cozeltilerin viskozitesi, viskozimetre (Haake Viscotester C, Thermo Fisher Scientefic,
Almanya) kullanilarak 6l¢iilmistiir. Her bir pH (3, 6, 9) degerleri igin 4 ayr1 6l¢iim
gergeklestirilmistir.

2.2.5. Nanokompleks cozeltilerin stabilite 6l¢ciimii

Stabitite analizi i¢in her bir pH degerlerinden (3, 6, 9) ikiser tane 10 mL nanokompleks
soliisyon (birincil nanokompleks hacmi) santrifiije tabi tutulmustur ve daha sonra stabil
nanokompleks hacmi, dereceli bir silindir tarafindan belirlenmistir. Daha sonra stabilite

yiizdesi asagidaki denkleme gore hesaplanmistir. Nano-komplekslerin stabilitesini
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6lgmek igin, 26,000 g ve 20°C'de 60 dk boyunca (High-Sped Refrigerated Centrifuge
CR22N) santrifiij uygulanmistir [65, 66].

nanokompleks hacmi sabit kalan )

Kararhlik (%) = ( *100

birincil nanokompleks hacmi
2.2.6. Parcacik boyutu ve zeta potansiyeli dl¢iimii

Hazirlanan nanokomplekslerden pH (3, 6, 9) 2 mL tiiplere alinarak pargacik boyutu ve
zeta potansiyeli (ylizey elektrik yiikil) dinamik 11k sagilimi (DLS) cihazi (Zeta Sizer,
Malvern Instruments, Malvern, BK) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Birden fazla sagilmay1
onlemek ic¢in numuneler damitilmis suyla 25°C sicaklikta seyreltilmistir, ortalama
parcacik boyutu (hacim,sayr ve yogunluk ortalama ¢apina gore) ve zeta potansiyeli

belirlenmistir [47].
2.2.7. Sitral yiiklii nanokomplekslerin dondurularak kurutulmasi (Liyofilizasyon)

Optimum noktalarda hazirlanan nano kompleksler, -20°C de 48 saat siireyle posetlerde
donduruldu. Dondurulmus numuneler dondurarak kurutucu (FDB5503 Dondurarak
kurutucu; Operon , Giiney Kore) kullanilarak kurutulmustur. Dondurarak kurutulmus

numuneler +4°C’de hava almayacak sekilde saklanmustir [67].
2.2.8.Sitralin kapsiillenme verimliligi

%Verimliligi (EE), sulu yiizey aktif madde c¢ozeltisindeki serbest sitral igerigi

(kapstiillenmemis sitral) belirlenerek hesaplanmustir.

Kapsiillenmis nanokompleks tozlardaki sitralin verimliligini 6l¢mek i¢in: her bir 6rnekten
(pH 3, 6, 9) 1 gr toz tartilarak 5 mL metanol igerisinde ¢oziinene kadar 3 dk
vortekslendikten sonra 3 saat karanlikta bekletilmistir. 3 saat sonunda bu orneklerin her
birinden 0.025 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarilarak metanolle 10 mL’ye
tamamlandiktan sonra 238 nm’de spektrofotometrik olarak 3 paralelli 6l¢iimleri

yapilmistir [68].

Toplam sitral agirligi—serbest sitral agirligt

%EE= x 100

toplam sitral agirligt
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2.2.9. Nanokompleks olarak hazirlanan tozlarin fizikokimyasal 6zellikleri
2.2.9.1. Kiitle yogunlugu

Ornek tozlardan pH 3, 6, 9°dan 2 gr tartild1 ve 25 mL’lik meziire yerlestirilerek elle 100
kere vurulmustur ve kiitle yogunlugu meziirde kaplanmis hacim arasindaki oran

hesaplanmistir [61].
2.2.9.2. Mutlak yogunluk

Tozlarin mutlak yogunlugunu hesaplamak i¢in piknometre ile yer degistirme yontemi

uygulanmistir [69].

2.2.9.3. Gozeneklilik
=1-( 2%
e=1-( oD
p a = mutlak yogunluk, p b = kiitle yogunlugu
2.2.9.4. Coziiniirliik

Coziintirligi 6lgmek i¢in her bir 6rnekten (pH 3, 6, 9) 1 g toza 100 mL distile su ilave
edilerek manyetik karistirict ile 385rpm’de 5 dk karistirildiktan sonra 3000 g’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda ¢6zeltinin iist kismindan 25 mL alinarak petriye
aktarilmis ve 105°C sicakliktaki etiivde 5 saat siireyle bekletildikten sonra sogumasi igin

desikatore alinmistir. Coziiniirliik yilizdesi suda ¢6ziinen toz miktarina gore belirlenmistir

[47].
2.2.9.5. Nanokompleks tozun renk analizi

Orneklerin renk degerleri otomatik kolorimetri (Lovibond RT Series Reflectance
Tintometer; Lovibond, Amesbury, UK) kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Lovibond tintometer ti¢

deger vermektedir: : L *a*veb *.
L * degerleri beyaza kadar siyah seviyesini x (0-100),

a * yesile kadar kirmizi seviyesini (+ = kirmiz1 ve - = yesil),
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b * sartya kadar mavi seviyesini (+ = sar1 ve - = mavi) gosterir. Orneklerin renk 6l¢iimii

5 kez tekrarlanmustir.
2.2.9.6. FT-IR analizi

Nanokompleks tozlardan her bir 6rnekten pH 3, 6, 9 bir miktar alinarak yapi analizi
Fourier Dontistimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ile incelenmistir. Ayrica drneklerin
IR spektrumlari, zayiflatilmis toplam yansima teknigi kullanilarak FTIR
spektrofotometresi (Spectrum RX1, PerkinElmer, US) ile kaydedilmistir. Yap1 analizi
igin 6nce toz numuneler KBr tozu ile 1-10 oranlarinda karistirilmis ve spektrum elde
edilmeden 6nce bir diske bastirilmistir. Spektrum, iletim modunda 400 ila 4500 c¢m

araliginda taranmustir [70].
2.2.9.7. Nanokomplekslerin morfolojik karakterizasyonu

Nanokompleks tozlardan her bir 6rnekten pH 3, 6, 9’dan bir miktar alinarak sitral
yiiklenen tozlarin morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) (Vega Il, Tescan,
Czech Republic) ile 6l¢iilmiistiir. Toz, temiz bir cam plaka iizerine yayildi ve daha sonra
yiiksek vakum altinda ince bir altin tabaka ile kaplanarak gézlemlenmistir. Temsili SEM

goriintiileri tammmlanmustir [71].

Nano-komplekslerinin morfolojik karakterizasyonu ve pargacik boyutu ve boyut dagilimi
i¢cin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) (DualScopeTM DS95-50, DME, Danimarka)
kullanilmistir. AFM goriintiileme i¢in numuneler, temiz bir cam ylizeye bir damla
seyreltilmis nano-kompleks stispansiyonu (0.05 mg/mL) uygulanarak hazirlanmis,
yayildi ve 30 dakika oda sicakliginda kurutuldu. Daha sonra AFM ile goriintii analizi
yapilmustir [71,72].



3. BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Optimum Kaplama Materyalinin Olusturulmasi

Istatistiksel analizlerde herhangi bir bagimsiz degiskenin proses iizerindeki etkilerinin
belirlenmesi, bagimli degiskenler (cevaplar) araciligi ile yapilmaktadir. Bundan dolay1
degiskenlerin dogru sekilde belirlenmesi gerekir. Oncelikle yapmis oldugumuz bu
calisma tli¢ asamadan olusmaktadir. Birinci asamada deneysel tasarim olusturup optimum
seviye belirlendi, ikinci asamada belirlenen bu optimum seviyeden biyopolimer
soliisyonlar1 olusturup analizleri yapildi, ti¢iincii asamada ise olusturulan nanokompleks

olarak hazirlanan tozlarin fizikokimyasal analizleri yapildi.

I1k olarak olusturdugumuz bu modelde Yanit Yiizey Metolojisi Box-Behnken Design (
Desing Expert 7.0 Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN) tasarimi kullanilmistir. Dort
degiskenin ( A:pH , B: protein konsantrasyonu, C:karagenan konsantrasyonu, D: protein
tipi) ve ti¢ seviyede (-1, 0, 1) incelenmistir ve ii¢ yanit (Yi:viskozite, Yz: L* degeri,
Ys:stabilite (%)) Box-Behnken deneysel tasarimi kullanilarak deney diizenegi
olusturulmustur. Box-Behnken Deneysel tasarimi Tablo 3.1'de verilmistir. Biitiin
cevaplarin R? degerleri 0,93-0,95 arasinda bulunmus olup modelin yiiksek dogruluk
gosterdigini ortaya koymaktadir ( R? degeri igin 1’e yakin degerlerin elde edilmesi iyi bir
dogruluk sonucudur). R?1n yiiksek olmasi regresyon model uyumunun iyi oldugunu
gostermektedir. Diizeltilmis regresyon katsayis1 (Adj-R?) biitiin cevaplar igin kabul
edilebilir bulunmus olup, deneysel ve ongoriilen degerler arasinda yiiksek derecede bir

korelasyon oldugunu gostermektedir.



Tablo 3.1. Optimizasyon i¢in Box-Behnken Tasarimi

29

Faktor 1 | Faktor 2 | Faktor 3 Faktor 4 Cevap 1 Cevap 2 | Cevap 3
Run B:Protein | C: Viskozite
A:pH kons. Karragenean | D:Protein tipi (mPa.s) L* Stabilite(%)

1 3.0 5 0.5 | whey protein conc | 16,76 87,38 82

2 55 4 0.5 | skimmilk powder |14,2 80,95 81

3 55 4 0.5 | whey protein conc |16,5 80,436 (81

4 55 5 0.75 | skimmilk powder | 25,36 73,206 |81

5 55 6 0.5 | skimmilk powder |13,5 75,732 |88

6 8.0 5 1.0 | skimmilk powder |19,6 70,12 90

7 8.0 5 0.5 | skimmilk powder |13,6 74,15 89

8 3.0 4 0.75 | skimmilk powder |22,83 88,12 84

9 8.0 5 0.5 | whey protein conc | 16,033 75,108 |92
10 3.0 4 0.75 | whey protein conc | 21,033 88,706 |84
11 8.0 6 0.75 | skimmilk powder |21,5 75,786 |97
12 55 5 0.75 | whey protein conc | 24,53 72,63 88
13 3.0 5 0.5 | skimmilk powder |21,7 84,302 |81
14 55 5 0.75 | whey protein conc | 23,27 73,63 87
15 3.0 5 1.0 | whey protein conc |21,23 86,92 83
16 55 4 1.0 | skimmilk powder |17,5 76,734 |86
17 8.0 4 0.75 | skimmilk powder |21,1 70,206 |84
18 5.5 5 0.75 | skimmilk powder |24,8 70,8 82
19 55 5 0.75 | whey protein conc | 23,47 74,2 85
20 55 5 0.75 | skimmilk powder |26,3 70,206 |85
21 55 6 1.0 | whey protein conc | 20,47 78,536 |91
22 5.5 4 1.0 | whey protein conc | 16,77 77,024 |92
23 55 6 1.0 | skimmilk powder |20,9 76,998 |91
24 8.0 4 0.75 | whey protein conc |20,9 72,17 92
25 3.0 5 1.0 | skimmilk powder |25,2 80,952 |84
26 3.0 6 0.75 | skimmilk powder | 26,86 82,832 |87
27 8.0 5 1.0 | whey protein conc | 22,5 70,136 |95
28 5.5 5 0.75 | skimmilk powder |24,1 71,2 80
29 5.5 6 0.5 | whey protein conc |15,76 75,672 |87
30 3.0 6 0.75 | whey protein conc | 28,33 81,006 |85
31 55 5 0.75 | whey protein conc | 25,33 71,636 |86
32 55 5 0.75 | whey protein conc | 26,57 72,66 85
33 8.0 6 0.75 | whey protein conc | 25,7 68,952 |96
34 55 5 0.75 | skimmilk powder |24,8 72,58 84




30

Numunelerin pH's1 3 ila 8, protein konsantrasyonu 4 ila 6, karragenean konsantrasyonu

0,5 ila 1 arasinda degismistir. Bagimsiz degiskenlerin tipi ve seviyeleri Tablo 3.2'de

verilmistir.
Tablo 3.2. Bagimsiz degiskenler ve seviyeleri
Bagimsiz Sembol Seviye
degisken -1 0 1
pH A 3 5 8
Protein B 4 5 6
Konsantrasyonu
(%)
Karragenean C 0,5 0,75 1
Konsantrasyon
(%)
protein tipi D Peynir alt1 suyu protein kons. - | Yagsiz siit tozu
3.2. Viskozite

Viskozite i¢in RSM Box-Behnken ANOVA tablosu Tablo 3.3’ te verilmistir. ANOVA

sonuglarma gore model 6nemli bulunmustur (p<0.01). pH, protein konsantrasyonu,

karragenan konsantrasyonlar1 viskoziteyi dnemli 6l¢iide etkiledigi goriilmiistiir (p<0.01).

Ancak numunelerin viskozitesinde protein tipinin 6nemli olmadig1 bulunmustur.

Tablo 3.3. Viskozite i¢in RSM Box-Behnken ANOVA tablosu

Kaynak Kareler df Ortalamanin F p-degeri
toplam karesi Degeri Prob > F
Model 528.90 13 40.68 21.55 < 0.0001
A-pH 33.09 1 33.09 17.53 0.0005
B-protein kons. 30.77 1 30.77 16.29 0.0006
C-Karrageenan 81.53 1 81.53 43.18 < 0.0001
D-protein tipi 0.05 1 0.05 0.03 0.8722
AB 4.69 1 4.69 2.49 0.1306
AC 2.53 1 2.53 1.34 0.2609
AD 21.55 1 21.55 11.41 0.0030
BC 9.12 1 9.12 4.83 0.0399
BD 3.93 1 3.93 2.08 0.1647
CD 1.15 1 1.15 0.61 0.4450
A? 3.59 1 3.59 1.90 0.1829
B? 32.83 1 32.83 17.39 0.0005
C? 295.96 1 295.96 156.75 < 0.0001
Kalint1 37.76 20 1.89
Model 27.62 12 2.30 1.82 0.2021
uyumsuzlugu
Saf hata 10.14 8 1.27
Cor Total 566.67 33
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Tablo 3.4. Viskozite i¢gin yazilim programi tarafindan 6nerilenen fonksiyonlar

Std. hata

1.374 | R?

0.933

Ortalama

21.441 | Diizeltilmis R?

0.890

CV.%

6.409 | Tahmini R?

0.760

PRESS

135.985 | Adeq Precision

15.759

Vizkozite i¢in yazilim programi tarafindan ii¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri ¢izilmistir.
Bu grafikler Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de verilmistir. Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 incelendiginde

viskozite lizerinde protein tipinden etkilenmedigi fakat karragenean miktar1 artmasi

viskozitede artisa sebep oldugu tespit edilmistir ve pH arttikca vizkozitede diisiis

gerceklesmistir.
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3D Surface
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30 Surface
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Sekil 3.1. pH, protein konsantresi (Whey) ve karagenandan (Car) etkilenen
nanokomplekslerin viskozite degerleri
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Sekil 3.2.  pH, yagsiz siit tozu protein konsantresi(skimmilk) ve karagenandan (Car)
etkilenen nanokomplekslerin viskozite degerleri

Ghasemi ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan ¢alismada en diisiik viskozite degerinin
elektrostatik hizda reaksiyona girebilen biyopolimerler arasindaki en iyi g¢ekimleri
gosteren iglemde en yiiksek oldugunu bununda asidik pH degerleri ile iliskili oldugunu
belirtmislerdir [47]. Aslan (2021) yaptigi ¢alismada yayikalt1 bilesenleri ve bugday
ruseym yagr kullanilarak farkli oranlarda hazirlanan emiilsiyonlarin viskozite
degerlerinin bugday ruseym yagi arttik¢a viskozite degerlerinin de paralel olarak arttig
belirlemistir [27].



33

Afzal ve arkadaslar1 (2018) kitosanin pH'a duyarli hidrojellerinin ve bunun sodyum
aljinath bilesik hidrojellerinin dinamigi, reoloji ve spektroskopi ile incelemislerdir ve
Kitosanin viskozitesi artarken, aljinatin viskozitesi pH'!n artmasiyla azaldigini
gozlemlemislerdir. iki polimerin kompozit hidrojelleri, pH'in yan1 sira polimerlerin
karistm oranmin bir fonksiyonu olarak degisken viskoelastik ve yapisal cesitlilik
gostertidigi belirtmislerdir. Kitosanin agirlik yiizdesi arttikca, azalan asidik pH'ta sert ve
daha elastik kompozit hidrojeller elde ettiklerini belirtmislerdir [11].

3.3. L" degeri

L* degeri icin RSM Box-Behnken ANOVA tablosu Tablo 3.5’ te verilmistir. Yapilan
ANOVA analiz sonuglarina gore model <0.0001 p degeri ile etkin bulunmustur. (p<0.01)
Aymi analiz sonucunda Tablo 3.6’da R? degeri 0.951 olarak o6l¢iilmiistiir. Tablo 3.5
incelendiginde model uyumsuzlugu da 6nemsiz oldugu goriilmiistir ve pH, protein

konsantrasyonunun L* degeri tizerindeki etkisi ¢ok dnemli bulunmustur.

Tablo 3.5. L* degeri RSM Box-Behnken ANOVA tablosu

Kaynak Kareler df Ortalama F p-degeri
toplami karesi degeri Prob > F
Model 1037.88 13 79.84 29.98 <0.0001
A-pH 670.68 1 670.68 251.85 <0.0001
B-protein kons. 22.16 1 22.16 8.32 0.0092
C-Karrageenan 16.62 1 16.62 6.24 0.0213
D-protein tipi 4.19 1 4.19 1.57 0.2244
AB 29.45 1 29.45 11.06 0.0034
AC 3.37 1 3.37 1.27 0.2740
AD 8.56 1 8.56 3.21 0.0882
BC 17.28 1 17.28 6.49 0.0192
BD 5.65 1 5.65 2.12 0.1607
CD 1.18 1 1.18 0.44 0.5130
A? 105.26 1 105.26 39.53 <0.0001
B2 59.67 1 59.67 2241 0.0001
C? 67.12 1 67.12 25.21 <0.0001
Kalint1 53.26 20 2.66
Model 43.04 12 3.59 2.81 0.0753
uyumsuzlugu
Saf hata 10.22 8 1.28
Cor Total 1091.14 33
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Tablo 3.6. L™ degeri igin yazilim programi tarafindan dnerilenen fonksiyonlar

Std. hata 1.63 | R? 0.951
Ortalama 76.52 | Diizeltilmis R? 0.919
CV.% 2.13 | Tahmini R? 0.813
PRESS 204.45 | Adeq Precision 18.466

L* degeri i¢in yazilim programi tarafindan ii¢ boyutlu yanit ylizey grafikleri ¢izilmistir.

Bu grafikler Sekil 3.3 ve 3.4’de verilmistir.

3D Surface 30 Surface

B:S Protein conc

3D Surface

B:S Protein conc

Sekil 3.3. pH, siit tozu protein konsantresi (Skimmilk) ve karagenandan (Car) etkilenen
nanokomplekslerin L* degeri lizerine etkisini gdsteren yanit yiizey grafigi
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3D Surface 30 Surface

«*“_ B:W Protein conc

3D Surface

B:W Protein

A:pH

Sekil 3.4.  pH, protein konsantresi (Whey) ve karagenandan (Car) etkilenen
nanokomplekslerin L* degeri iizerine etkisini gosteren yanit yiizey grafigi

Grafiklerde goriildiigii tizere L* degeri Karragenan miktarindan etkilenmemistir fakat pH
degeri arttikcada L* degerinin arrtig1 gdzlemlenmistir. Ghasemi ve arkadaslart (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada da pH 3'te hazirlanan numuneler en yiiksek L*'ye sahip
oldugunu belirtmislerdir [47].

3.4. Stabilite

Yapilan ANOVA analiz sonuglaria gore model <0.0001 p degeri ile etkin bulunmustur.
Aymi analiz sonucunda R? degeri 0.901 olarak 6lciilmiistiir (Tablo 3.8) ve Tablo 3.7
incelendiginde model uyumsuzlugunun 6nemsiz oldugu gérilmiistir ve pH, protein
konsantrasyonu, karagenan, ve protein tipi stabilite iizerindeki etkisi ~ Onemli

bulunmustur.
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Tablo 3.7. Stabilite i¢in RSM Box-Behnken ANOVA tablosu

Kaynak Kareler df Ortalama F degeri  p-degeri
toplami karesi Prob > F
Model 616.44 13 47.42 14.03 < 0.0001*
A-pH 264.06 1 264.06 78.14 <0.0001
B-protein 90.25 1 90.25 26.71 < 0.0001
kons.
C-Karragenan  60.06 1 60.06 17.77 0.0003
D-protein tipi 40.26 1 40.26 11.92 0.0020
AB 21.13 1 21.13 6.25 0.0182
AD 18.06 1 18.06 5.35 0.0275
BC 10.13 1 10.13 3.00 0.0906
BD 20.25 1 20.25 5.99 0.0204
CD 3.06 1 3.06 0.91 0.3404
A2 37.14 1 37.14 10.99 0.0027
B? 41.69 1 41.69 12.34 0.0017
C? 3.03 1 3.03 0.90 0.3428
Kalint1 67.59 20 3.38
Model 43.59 12 3.63 1.21 0.4527
uyumsuzlugu
Saf hata 24.00 8 3.00
Cor Total 684.03 33

Tablo 3.8. Stabilite i¢in yazilim programi tarafindan 6nerilenen fonksiyonlar

Std. hata 1.374 | R? 0.933
Ortalama 21.441 | Diizeltilmis R® 0.890
CV.% 6.409 | Tahmini R? 0.760
PRESS 135.985 | Adeq Precision 15.759

Stabilite i¢cin yazilim programi tarafindan ii¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri Sekil 3.5’te
¢izilmistir.

Sekil 3.5’te goriildiigli lizere stabilite degeri en ¢ok peynir alti suyu protein
konsantresinde en yiiksek degere sahip oldugu gozlemlenirken yagsiz siit tozundaki
stabilite degeri daha diisiik ¢ikmistir ve artan pH degerinde de stabilite degeri azalmaya
baslamistir. Artan karragenan miktariylada stabilite degerinin arttig1 tespit edilmistir.
Ghasemi ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan ¢alismada da pH 3'te hazirlanan
numuneler en yiiksek L*'ye sahip oldugunu belirtmislerdir [47].

Deneme sonuglarina gore en iyi sonug¢ veren optimum seviye belirlenmis olup diger
asamada bu optimum seviye iizerinden analizler yapilmistir. Optimum seviye olarak L*
ve stabilite degerleri max secilerek belirlenmistir ve istenebilirlik degeri 0,74

bulunmustur.
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Bu sonuglara gore optimum nokta pH 3’te karrageenan %1, peynir alt1 suyu %4 olarak

tespit edilmistir ve protein polisakkarit oran1 4:1 olarak bulunmustur.

30 Surface 1 Surfsce

& g

2 2

= 3

] S

(%] wn

B:W Protein conc
B: W Protein
C: Car
3D Surface
3D Surface
<
£ 2
< =
s £
A &
A:
C: Car

B: S Protein

B: S Protein

Sekil 3.5.  pH, protein konsantresi (W veya S) ve karagenandan (Car) etkilenen
nanokomplekslerin stabilitesi
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Farkli pH (3, 6, 9)’ larda hazirlanmis emiilsiyonlarda renk, viskozite ve stabilite sonuglari

Tablo 3.9’ da verilmistir.

Tablo 3.9. Emiilsiyonlarin Analiz sonuglari

Ornekler | Renk Vizkozite | Stabilite
L* degeri | a* b* cP %

pH3 88.366 -0.772 0.574 2.69 86.5

pH6 87.55 -0.708 0.492 8.435 61.5

pH9 87.706 -0.786 1.49 6.3775 69

L * degeri en yiiksek pH’3 te 88.366 gdzlemlenirken en diisiik pH 6> da 87.55 olarak
gozlemlenmistir. Protein ve polisakkarit arasindaki zit yilikten dolayir aralarinda
elektrostatik ¢ekme olusur. Diisiik pH’da peynir alt1 suyu proteini pozitif bazli yiizey
yiikleriyle birbirini ¢ekerler ve sifir yiike ulasarak c¢okelirler. Bundan dolay: sitral
kompleks i¢ine hapsolur ve L* degeri yiiksek cikar. Ghasemi ve arkadaslar1 (2017),
yaptiklarida ¢alismada portakal yagi kompleksinin renk degerini benzer sekilde pH 3’te
en yiiksek bulmustur [47].

Viskozite degeri en yiiksek pH 6’ da 8.435 cP gozlemlenirken en diisiik viskozite pH 3’
te 2.69 cP olarak gozlemlenmistir. Viskozite, biyopolimerler arasinda en iyi ¢ekimi
gosteren islemde daha yiiksektir. Diislik pH degerinde peynir alt1 suyu proteini ¢okelmis
ve ayrilmigtir bu durum da viskozitede diisiise neden olmustur. Ghasemi ve arkadaslari
(2017), en diistik viskoziteyi benzer sekilde pH 3’te gozlemlemistir. Bu durumda en
diisiik viskozite degerinin asidik pH degerleriyle iliskili oldugunu desteklemistir [47].

Stabilite degeri en yiiksek pH 3 ‘te %86.5 gézlemlenmisken en diisiik pH 6 ‘da %61.5
olarak gozlemlenmistir. Analiz sonuglarina gore viskozite ve stabilite arasinda ters oranti
oldugu gozlemlenmistir. Tian ve arkadaglar1 (2017), yaptiklar1 bir calismada Tween 20
emiilgatdriiniin asidik ortamda sitralin stabilitesinin arttigini belirtmislerdir. Bu durumda
bizim c¢alismamizi destekleyecek niteliktedir [1]. Ghasemi ve arkadaslar1 (2018)
yaptiklar1 calismada yliksek stabiliteye

sahip daha kiigiikk limonen yiikli

nanokomplekslerin, yiiksek pH degerlerinde iiretildigini belirtmislerdir [57].



39

3.6. Parcacik boyutu ve zeta potansiyeli dl¢iimii

Ucg farkli pH degerinde sitral yiiklii optimum peynir alti suyu proteini-karagenan-

maltodekstrin komplekslerinin par¢acik boyutu ve zeta potansiyelleri asagidaki sekillerde

Ozetlenmistir.
Size Distribution by Intensity Zeta Potential Distribufion
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Sekil 3.6. Sirastyla pH 3,6,9°da hazirlanan nanokomplekslerinin partikiil boyutu(sol
taraf) ve zeta potansiyel(sag taraf) sonuglari

Zeta potansiyeli, arayiizlerdeki elektrokimyasal dengeyi karakterize eden bir
parametredir. Koloidal bir sistemde, yiiklii parcaciklar {izerindeki hareketsiz ve dinamik
iyonik katmanlar arasindaki potansiyel farklara zeta potansiyeli denir ve parcaciklarin
kararliliginda 6nemli rol oynar. Numune ¢ozeltisindeki pargaciklarin biiyiikligiinii ve

diizgiinliigiinii tamamen yansitabilmektedir [58].
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3, 6 ve 9 pH degerlerinde olusan kompleksler i¢in Zeta potansiyeli sonuglari sirasiyla
+3.77, -18.4 ve -21.4 mV’ dir. Combrinck ve arkadaslar1 (2014), yaptiklar1 ¢aligmada
peynir alt1 suyu ile stabilize edilmis emiilsiyonlara pozitif yiiklii kitosan ilave ettikten
sonra zeta potansiyelinde artis gozlemlemislerdir ve benzer sekilde pH 4, 5 ve 6
degerlerinde birincil emiilsiyonlara negatif yiiklii karragenan ilave edildikten sonra zeta
potansiyelinde azalma oldugunu belirtmislerdir [39]. Ghasemi ve arkadagslar1 (2018),
artan pH degerlerinde zeta potansiyelinin negatif olarak arttiginmi belirtmislerdir.
Elektroforetik hareketlilik 6l¢imlerinden belirlenen kompleks biyopolimerlerin yiizey
yiikii (zeta potansiyeli), pH = 9'da (-21.4 mV) oldukc¢a negatiften pH = 3'te (+3.77 mV)
biraz pozitife degismistir.(mV: milivolt) [47]. Zeta potansiyeli, izoelektrik nokta (pl)’dan
diisik pH degerlerinde pozitif deger iken yiiksek pH degerlerinde negatif deger
almaktadir. Karmasik parcaciklar arasindaki elektrostatik itme, zeta potansiyelinin
degerine bagldir. Zeta potansiyeli ne kadar yiiksekse (negatif veya pozitif), iki
biyopolimer arasindaki itme giicii o kadar yiiksek olur ve daha kararli kompleksler
olustururken diisilk zeta potansiyeline sahip kompleksler pihtilasma ve topaklanma

egiliminde olur.

3, 6 ve 9 pH degerlerinde olugsan kompleksler i¢in partikiil boyutlar1 sonuglari sirasiyla
340.2 nm, 345.8 nm, 83,12 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Degisen pH degerleriyle partikiil
boyutu da degismistir benzer sekilde Arroya ve arkadaglari (2015) tarafindan yapilan bir
calismada, antosiyaninler WPC(peynir alti suyu proteini)-pektin elektrostatik
komplekslerinin olusumuyla kapsiillenirken pH degerlerinin degistirilmesiyle pargacik
boyutunun degistigini gostermistir. pH 4'te parcaciklarin ortalama boyutu yaklasik olarak
200 nm'ye ulasildigin1 bununla birlikte, artan ve azalan pH ile ortalama parcacik boyutu

arttigin1 gozlemlemistir [73].
3.7. Sitralin kapsiillenme verimliligi

Mikroenkapsiilasyon ¢aligmalarinda incelen en 6nemli faktorlerden biri enkapsiilasyon
etkinligidir (EE). Nanokompleks tozlarin yiizeyindeki sitral miktar1, 238 nm'de UV-vis
spektrofotometri kullanilarak kapsiillenmemis fraksiyon olarak belirlendi. %EE daha
sonrasinda denklem kullanilarak hesaplandi. Buradaki amag ylizeydeki kapsiillenmemis
sitral miktar1 bulunarak toplamdaki sitralin ne kadarmin kapsiile edildigini

belirlenmesidir.
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Farkl1 konsantrasyonlardaki sitralin absorbans degerleri girilerek olusturulan kalibrasyon

egrisi Sekil 3.7° deki gibi bulunmustur.

0,25 y = 0,0035x - 0,0044
R?=0,9714

Absorbans

0 20 40 60 80
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.7. Sitralin kalibrasyon egrisi grafigi

Farkli pH (3,6,9) ‘lardaki dlgiilen absorbans degerleri sitralin kalibrasyon egrisinden elde
edilen denklemde (y=0.0035x-0.0044) yerine konularak sitralin konsantrasyonlari

hesaplandi.

Sonrasinda elde edilen konsantrasyon degerleri denklemde yerine konularak elde edildi.

Toplam sitral agirligi—serbest sitral agirligt

%EE= x 100

toplam sitral agirligy

Elde edilen sonuglara gore sitralin kapsiillenme verimliligi pH 3’ te %64.808, pH 6’da
%52,210, pH 9°da da %35,945 olarak hesaplanmustir. Istatistiki olarak gruplar arasindaki
fark anlamli olup ii¢ degerde birbirinden farklidir ve en yiiksek verimlilige pH 3 sahipken
en diisiik verimlilige pH 9 sahiptir.

Ghasemi ve arkadaslar1 (2017), yaptig1 calismada portakal kabugu yagini farkli pH
(3,6,9) degerlerinde pektin peynir altt suyu kompleksleriyle kapsiillemis olup tozlarin
kapsiilleme verimliligini sirasiyla %88, %84,%70 bulmuslardir. Artan pH degeriyle
verimliligin azaldigini gozlemlemislerdir [47]. Bizim yaptigimiz ¢alismada sonucumuzu

destekler nitelikte olup artan pH ile verimliligimiz azalmistir.
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Afzal ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar1 calismada, farkli pH'larda ve farkli agirlik
yiizdelerinde; aljinat ve kitosan ile hazirlanan hidrojellerin farkli sitral kapsiilleme ve

yukleme kapasiteleri sergiledigini belirtmislerdir [11].

Wang ve arkadaslarida (2019), sitralin su i¢i emiilsiyonlari farkli yag
konsantrasyonlariyla tek ve cok katmanli mikrokapsiilasyonunu yaptiklarinda kapstilleme
verimliligini ¢ift katmanlhda %96,6 tek katmanlida %78,6 olarak bulmuslardir [59].
Bizim yaptigimiz ¢alismada da verimliligin yiiksek olmasi i¢in ¢ok katmali

mikrokapstiller hazirlanmistir.

Tay ve arkadaslar1 (2022) yaptig1 caligmada SLN-melt dispersiyon teknigiyle lipit tagiyici
sistemlerde karnauba vaks ve balmumu kullanarak elde edilen mikropartikiillerin
enkapsiilasyon etkinliklerini incelemislerdir ve elde edilen mikropartikiillerin
enkapsiilasyon etkinliklerinin %30.38-52.71 arasinda oldugu tespit etmislerdir. Kaplama
materyali olarak karnauba vaks kullanilarak elde edilen mikropartikiillerin enkapsiilasyon
etkinliklerinin %47.37-52.71 arasinda oldugu tespit etmislerdir. Kaplama materyali
olarak balmumu kullanilarak elde edilen mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinliklerinin
ise %30.38-31.99 arasinda oldugu tespit etmislerdir. En yiiksek enkapsiilasyon etkinligi
degerlerinin kaplama materyali olarak karnauba vaks kullanilarak elde edilen
mikropartikiillere ait oldugu saptamislardir vr bu durumun kaplama materyali ile etken

madde arasindaki iliski ile alakali olabilecegi diisiinmiislerdir[36].
3.8. Nanokompleks olarak hazirlanan tozlarin fizikokimyasal 6zellikleri

Tablo 3.10’da renk, ¢oziiniirliik, su aktivitesi, yogunluk sonuclar1 ortalamalar1 verilmistir.
Tim sonuglar istatiksel olarak p>0.05 ise anlamsiz, p<0.05 ise anlamli olarak

yorumlanmustir.

L* degeri en biiylik pH 6’ da olarak gdzlemlenmistir ve istatistiksel olarak pH 3 ve pH 9
arasindaki fark anlamlidir ve birbirine benzer 6zellik gostermektedir. a* degeri igin pH
9 ve pH 6 birbirine benzer 6zellik gosterirken pH 3 en yiiksek degeri gostermistir. b*
degeri pH 3 ve pH 9 birbirine benzer &zellik gosterirken pH 6 en kiiciik degeri

gostermistir.
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Tablo 3.10. Nanokompleks tozlarin fizikokimyasal 6zellikleri

Ornekler Renk Céziiniirliik Su Yogunluk
% aktivitesi aw
L*degeri | a* b* Kiitle Mutlak Gozeneklilik
yogunlugu yogunluk
pH 3 90.864 - 4.276 | 95.8 0.152666667 | 0.13012452 1.342 0.90303687
0.474
pH 6 91.468 - 3.362 | 98.88 0.125 0.123150858 | 1.3788 0.910682581
0.808
pH9 91.058 - 4.178 | 95.92 0.127666667 | 0.129421491 | 1.3863 0.906642508
0.732

Tay (2022)’ de yapmis oldugu c¢alismada elde edilen tim mikropartikiillerin L*
degerlerini  90.85+0.102-91.90+0.000 arasinda, a* degerlerini -0.46+0.005 ile -
0.4940.009 158 arasinda b* degerlerini ise 0.42+0.060-0.86+0.005 arasinda oldugu tespit
etmistir. Dolayisiyla elde edilen tiim mikropartikiillerin renginin beyaz, yesil ve sar1 renge
meyilli oldugunu soylemistir [36]. Bizim g¢alismamizda benzer sekilde nanopartikiil

tozlarin rengi beyaz, yesil ve sar1 renge meyillidir.

Coziinirliikk, sulu fazda firiin davramisini degerlendirmede O©nemli bir kriterdir.
Coziiniirliik 6zelligi, temelde toz iiriiniin kimyasal kompozisyonu ve fiziksel durumu ile
alakalidir. Toz iriinlerin ¢ozlnirlik o6zelliginin 1iyi olmast kullanilirthgm: ve
fonksiyonelligini arttirmaktadir [17]. Coziniirlik degerleri birbirine benzer ozellik
gostermemis olup ¢oziiniirliik degeri en yiiksek pH 6’°da %98.88 iken en diisiik pH 3’te
%95.8 olarak bulunmustur. Tay ve arkadaslar1 (2022) yaptig1 calismada farkh
konsantrasyonlarda maltodekstrin ve nisasta kullanarak yesil cay mikrokapsiillerinin suda
coziinebilirlik indeksi, %5.70-95.57 arasinda degisiklik gosterdigini belirtmistir.
¢ozlinebilirlik degeri en yiiksek olan 6rneklerin kaplama materyali olarak maltodekstrin
(%94.20-95.57) kullanilarak elde edilen yesil ¢ay mikrokapstilleri oldugu, en diisiik olan
orneklerin ise kaplama materyali olarak nisasta kullanilarak elde edilen Ornekler
oldugunu belirtmistir. Bu durumda maltodekstrinin nisastaya gore yiiksek ¢oziiniirliige
sahip olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Arastirmalarindan elde ettikleri
sonuclara gore enkapsiilasyonda kullanilan kaplama materyali cinsinin suda

¢ozlinebilirligi etkiledigini tespit etmistir [36].

Su aktivitesi degeri pH 3, pH 6, pH 9 i¢in istatistiki olarak gruplar arasindaki fark
anlamsizdir (p>0.05). Turchiuli ve arkadaslar1 (2005) yaptiklar1 ¢alismada piiskiirterek
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kurutulmus tozlarin su aktivitesi degerini 0.1-0.2 degerleri arasinda tespit etmislerdir. Su
aktivitesinin 0.2 degerinin altinda bulunmasi durumunda partikiillerin yapiskan
olmadigini, depolama sirasinda mikrobiyolojik agidan daha stabil oldugunu
belirtmiglerdir [74]. Bizim degerlerimizde benzer sekilde 0.125-0.157 arasinda
bulunmustur ve partikiiller yapiskan degildir. Sosa ve arkadaslar1 (2011) de yaptiklari
caligmada sitrali siikroz ve trehaloz matrisinde piskiirterek kurutarak olusturdgu
nanopartikiil tozlarin su aktivitesi aw degerlerini 0,098 ile 0,183 arasinda degistigini
belirtmistir [2].

Kiitle yogunlugu ayni gramda tartilan pH (3,6,9)’ daki nanaokapsiil tozlarin hacimsel
olarak kapladigi oran bulunarak hesaplanmistir, sonuglar istatiksel olarak
degerlendirildiginde pH 3, pH 6, pH 9 i¢in gruplar arasindaki fark anlamsizdir (p>0.05).
Diisiik pH degerinde kiitle yogunlugu daha fazladir. Daha yiiksek su aktivitesine sahip
pH 3’te 0.13012452 kg/m?, kuru katilardan ¢ok daha yogun olan suyun varligindan dolay1
daha yiiksek agirliga sahip olma egilimindedir [47]. Sahin (2009), y1gin yogunlugunun,
kurutma islemi sirasinda uygulanan emiilsiyon besleme hizi, hava hizi, emiilsiyon
konsantrasyonu gibi faktorlerden etkilendigini belirtmistir [75]. Literatiire gore toz
partikiiller i¢in yiiksek y1gin yogunlugu, oksidatif hasara kars1 daha dayanikli ve daha
stabil partikiil eldesini ve daha az paketleme hacmine ihtiya¢ duyulmasi agisindan arzu

edilen bir 6zelliktir [36].

Mutlak yogunluk sonuglari birbirinden farklidir en yiiksek pH 9°da 1.3863 kg/m? iken
en kiigiik pH 3’ te 1.342 kg/m?® ‘tiir. Ghasemi ve arkadaslar1 (2017), yaptiklar1 calismada
kiitle ve mutlak yogunlugu daha diisiik pH degerlerinde arttigini belirtmislerdir[47].

Gozeneklilik sonuclarinda gruplar arasindaki fark anlamlidir ve birbirlerinden farklidir
(p<0.05). pH 6’da 0.910682581 en biiyiik degeri gosterirken pH 3’te 0.90303687 en
kiigiik degeri goOstermistir. Nanokompleks tozlarin gozenekliligi kiitleye ve mutlak
yogunluga baghdir, kiitle yogunlugunu artirarak ve mutlak yogunlugu azaltarak
gozeneklilik azalir. pH 6’ da daha diisiik yogunluklu i¢i bos parcaciklar pargaciklar elde
edilir ve daha ¢ok gozeneklilikle sonuglanmistir. Ghasemi ve arkadaglar1 (2017), artan

pH degerleriyle gozenekliligin arttigini belirtmislerdir [47].

Sonu¢ olarak, pH 3’te su aktivitesi degerinin yiiksek olmasi mutlak yogunlugu

etkilemistir ve yliksek yogunluklu, az gozenekli nanopartikiiller elde edilmistir. L*
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degerinden olusan parlakligi pH 3’te digerlerine oranla daha az iken {iriinde olusan sar1

rengi saglayan b* degeri daha yiiksektir.
3.8.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

FTIR matematiksel Fourier doniisiimii yontemi ile 1s1g¢in infrared yogunluguna karsi

dalga sayisim1 6lgen kimyasal analitik bir yontemdir. Farkli pH (3, 6, 9) degerlerindeki
kapsiillere ait FTIR spektrumlar1 Sekil 3.8‘de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. pH (3,6,9) nanokomplekslerin FTIR analiz sonucu
Tablo 3.11°de dalga sayis1 aralig1 ve bu aralikta belirlenen baskin bilesenler verilmistir.

Proteinin yapist peptid bagma ozgiindiir. Peptit bagi C=0, C-N ve N-H baglarini
icermektedir. Proteinlerin FTIR spektrumlar1 amid I, amid II ve amid III bantlar1 olmak
iizere 3 absorbsiyon bandindan olusmaktadir. Amid I banti, 1600-1700cm™ dalga
sayisinda olup C=0 gerilme titresimi ve N-H baglarindan kaynakl biikiilme ile ilgilidir.
Amid I bandi, agirlikli olarak amid C=O grubunun, C=0O germe titresiminden
kaynaklanmaktadir. Amid II bant1, 1450- 1500 cm* dalga sayis1 arasindaki bantlar olup,

N-H egilme titresimlerinden ve C-N baglarindan kaynakli gerilme titresimleri ile ilgili
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olmaktadir. Amid III bant1, 1200-1450 cm™ dalga say1s1 arasindaki absorbsiyon bantlari
ise proteinlerin C-N gerilme ve N-H biikiilme degismelerinden kaynaklanmaktadir [70].

Tablo 3.11. Dalga sayisina karsilik gelen bilesenler [76]

Dalga sayisi/aralik cm™ Baskin bilesenler

3000-2800 Yag asitleri

1700-1500 Amid bolgesi; amid I amid II bantlan
(proteinler ve peptitler)

1500-1200 Karma bolge; proteinlerin  karboksilik

gruplari, serbest aminoasitler, polisakkaritler,
yag asitleri ve fosfat tasiyan bilesenler
1250-1200 RNA/DNA, fosfolipitler

1200-900 Polisakkarit bolge; hiicre duvarinda bulunan
karbohidratlarin ~ parmak  izi  benzeri
absorbsiyon bantlar

<900 Dogru parmak izi bolgesi; bazi belirli spektral
desenleri ifade eden, heniiz  tam

tanimlanmamis  hiicre  bilesenleri  veya
fonksiyonel gruplar

Sekil 3.8 e gore; 3400-3070cm™ dalga sayis1 arasindaki absorbsiyon O-H gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. Sitral kaynakli 2918 cm * - 2852 cm™? civarindaki pikler, CH3 ve
CH2 esneme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. pH arttik¢a bu kirilma 2869.6 cm™ den
2852.7 cm™ e kaymustir. 1631.8 cm™ 1636.2cm™ amid I bandir ve amid II (1540cm™)

bant1 kaybolmustur. Buda kismi denatiirasyonun oldugunu kanitlamaktadir.

Gbassi ve arkadaslar1 (2012) dalga boyu 3500-3100 cm™ arasindaki bant O-H arasindaki

germe titresimine atfedildigini belirtmislerdir [77].

Tian ve arkadaslar1 (2018) sitralin FTIR spektrum piklerini incelemis 2918 cm - 2852
cm? civarindaki piklerin sirasiyla CHs ve CH:2 esneme titresimlerine atfetmislerdir. 1674
cm? tepe noktast C=O germe titresimine, 1445cm™ tepe noktas1 C=C titresimine,

1349cm™ tepe noktas: CHs esneme titresimine baglamuslardir [78] .

Gbassi ve arkadaglar1 (2012), peynir alt1 suyu protein izolatlarinin karakteristik bantlarini
goreli konumlarina gére agiklamuslardir. 3268,6 cm™'deki bant, -NHz'ye bagli -OH'nin
gerilme titresimlerine karsihik geldigini; 2961,5 cm™ ve 2926,6 cm™deki bantlar CH2
gruplarma karsihk geldigini; 2200 ve 2000 cm™ arasindaki bantlar, elmas kristal
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emiliminden kaynaklandigini belirtmislerdir.. 1638.0 cm™'deki bant, proteinlerin birincil
amid grubu (-CO-NH?2) icin karakteristik bir banttir. 1517.7 cm™'deki bant, proteinlerin
ikincil amid grubudur (-CO-NH). 1410.0 cm™'deki bant ve 1000 cm™ civarindaki diger
bantlar -C-O, C-C ve -C-OH gruplarma karsilik gelir. 1638.0 cm™ ve 1517.7 cm™'deki
bantlar peynir alt1 suyu proteinlerini iyi karakterize eden bantlar oldugunu belirtmislerdir
[77].

Kher ve arkadaslar1 (2007), 1660 cm™- 1650 cm™ civarinda bir bant, peynir alt1 suyu
proteinlerinin birincil amid bdlgesini ve 1630 cm™'de ikincil amid bdlgesini karakterize

edildigini belirtmislerdir [79].

Polisakkaritlerin Karakteristik bant araligimmdan 1000-1220 cm™  bolgesi giiclii

absorpsiyon bantlarina sahiptir. 1010 ile 1080 cm™

aras1 glikozidik baglara atfedilir ve
bu da karagenanlarda bulunur. Spektrum, 924-928 cm™ (3,6-anhidrogalaktozun grubu C-
O'su) bolgesinde giiclii absorpsiyon bantlari gosterir. Ayrica, 3,6-anhi drogalaktoz
biriminin siilfat grubu ile iliskili olan 805 cm™ bélgesinde azalmis absorbans gdsterir.

Spektral bolgede genis bir bant gostermez [80].

Ghasemi ve arkadaslar1 (2017), pektin-peynir alt1 suyu proteini nano-kapsiillerinin
piiskiirtiilerek kurutulmus toz pargaciklari iizerinde yaptiklart FTIR analizinde 991cm™
de keskin bir bant ortaya ¢iktig1 icin peynir alti suyu proteinleri ile pektin arasinda
kimyasal bir reaksiyon ve bag olusumu oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, tim yiikli
kompleksler, 1628'den 1629 cm™'e kayan pektinin karboksil gruplar1 ile WPC 'nin amino
gruplar1 arasinda 1629 cm™de olusan keskin amid bir bagi tepe noktas: oldugunu

gostermislerdir [47].

Afzal ve arkadaslar1 (2018) kitosanin pH'a duyarli hidrojellerinin ve bunun sodyum
aljinath bilesik hidrojellerinin dinamigi, reoloji ve spektroskopi ile incelemislerdir.
Asidik, nétr ve bazik pH'larda hazirlanan sodyum aljinat ¢ozeltileri, sirasiyla 3355 cm™,
3340 cm™ ve 3306 cm™'de OH gerilme zirvelerini gdstermistir ve diisiik pH'ta bagin
giiclendigini ve kolay ayristigini belirtmiglerdir. Agirlikga %2:1 aljinat ve kitosan i¢eren
kompozit hidrojellerin spektrumlari, sirasiyla pH 4, 7 ve 10'a karsilik gelen 3297, 3289,
3280 cm'deki pikleri gostermistir ve boylece saf aljinat ¢dzeltisine benzer davranis
sergiledigini gostermislerdir. Ayrica, karboksilat grubunun pikleri sirasiyla daha disiik,

ndtr ve daha yiiksek pH'ta 1625, 1634 ve 1628 cm'de meydana gelmistir; bu,
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muhtemelen mevcut aljinatin daha yiiksek yiizdesinden kaynaklanabilecek daha yiiksek

ve daha diisiik pH degerlerinde bag kuvvetinin zayifladigini belirtmislerdir[11].
3.8.2. Nanokomplekslerin morfolojik karakterizasyonu (SEM,AFM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM), gii¢lii bir elektron mikroskobu ve popiiler bir
ylizey goriintiilleme teknigidir. Elektron yiiksek enerjili 151n taramasi kullanarak
numunenin yiizeyini goriintiilemektedir. SEM, geleneksel mikroskoplarin kullandig1 1s1k
yerine elektronlart  kullanarak  goriintiiyii  biiylitmektedir. Bazen, numunenin
nanoparg¢aciklar1 arasinda, agirlikli olarak nanoparcaciklar topaklasmaya egilimli
oldugundan net bir ayrim olmamaktadir. Goriintiinin SEM tarafindan ¢6ziintrligi,

numunenin elektron 1sin1 ile etkilesimine baghdir [82].

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) analizi sonucuyla elde edilen goriintiiler, tiretilen
nanopartikiillerin boyut ve yapisal 6zellikleri hakkinda bilgi verir. Asagidaki Sekil 3.9,
Sekil 3.10, Sekil 3.11°de de goriildiigii tizere; farkl 6l¢eklerde biiyiitmeler ile goriintiileri
alinmis olup, temsili olarak en uygun olanlar1 sunulmustur. Sitral yiiklii pH 3’teki
nanokompleklerin 100X, 500X ve 1.00KX kat biiyiitiilmiis elektron mikroskobu (SEM)

goriintiileri Sekil 3.9°deki goriintiilerde verilmistir.

AR e

200 pm 100 X

Sekil 3.9. pH 3 ‘teki nanokompleklerin SEM goriintiileri

Sitral yiiklii nanopartikiillerin pH 6’ daki SEM analizi ile farkli 6l¢eklerde biiyiitmelerle

goriintiileri alinmis olup, temsili olarak en uygun olanlar1 sunulmustur. Sitral yiikli pH
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6’ daki nanokompleklerin 100X, 500X ve 1.00KX kat biiyiitiilmiis elektron mikroskobu
(SEM) goriintiileri Sekil 3.10°da verilmistir.

Sekil 3.10. pH 6 ‘daki nanokompleklerin SEM goriintiileri

Sitral yiiklii nanopartikiillerin pH 9” daki SEM analizi ile farkli 6lgeklerde biiyiitmelerle
gortinttileri alinmis olup, temsili olarak en uygun olanlar1 Sekil 3.11°de sunulmustur.
Sitral yiiklii pH 9’daki nanokompleklerin 100X, 500X ve 1.00KX kat biiyiitiilmiis

elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri asagidaki goriintiilerde verilmistir.

Sekil 3.11. pH 9°daki nanokompleklerin SEM goriintiileri

Tozlarinin SEM goriintiileri incelendiginde, karisim oranlarina ve proses kosullarina

gore partikiillerin morfolojisindeki degisim belirgin bir sekilde tespit edilmistir.
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Ozellilkle pH degeri artikga yiizeyde delikli yapilarin olusmasi artmustir, diger
goriintiilere oranla pH 9 da daha delikli yapilar mevcuttur. Yiizeyde bazi ¢okiintiilerin
olugmasi, liyofilizasyon islemi sirasinda nanokapsiillerin biiziilmesinden kaynakl
olabilmektedir. Piirlizsiiz dis yiizeyin olusumu, konjugatlarinin daha iyi kaplama

ozellikleri gostermesinden kaynaklanabilmektedir [81].

Farouk ve arkadaslar1 (2020) yaptiklar1 calismada aroma bilesiklerinin emiilsiyonlarini
farkli tasiyicilar (arap zamki, sodyum kazeinat, maltodekstrin) hazirlayarak
kapsiillemislerdir. Ana kapsiilleyici ajan olarak maltodekstrinin varligi, SEM'e gore iyi
bir kiiresel sekle ve piiriizsiiz bir yiizeye sahip birka¢ homojen kapsiiliin olusumunu
sagladigimi belirtmislerdir [60]. Bizim sonucumuzda da maltodekstrin ilavesinden

kaynakli partikiillerin yiizeyleri daha parlak ve piiriizsiiz yiizeye sahip olmustur.

pH 3,6 ve 9°daki SEM goriintiileri birbirleriyle karsilastirildiginda artan pH degeriyle

yiizeydeki parlakligin azaldig1 gézlemlenmistir.

Ghellam (2021) yapmis oldugu ¢alismada farkli teknikle kurutulmus tozlarin morfolojisi
Taramal1 elektron mikroskobuyla (SEM) incelemistir. Pskiirtmeli kurutmayla, oluklu
plriizsiiz yilizeylere sahip kiiresel mikropartikiiller {iretildigi belirtmistir. Emiilsiyonlarin
etiivde ve mikrodalgada kurutulmasi, analiz igin dgiitiilen ¢ok biiyiik pul (flakes) eldesine
yol agmistir. Her iki yontem de gozenekli bir yapi sergilemistir. Etiivde kurutulmus
numunelerde daha fazla piirtizliilik ve biiylik gdzenekler ortaya g¢ikmistir. Bununla
birlikte, mikrodalga islemi piiriizsiiz yiizeylerle sonuglanmistir. Liyofilize edilmis tozlar,
baz1 gozenekler ve kiiresel gomiilii pargaciklar ile uzun kristal morfolojik yapiya yol
acmistir. Dondurarak kurutma islemi, diger yontemlerin aksine, suyun onceden
dondurulmus siiblimasyon yoluyla uzaklastirilmasina dayanir, bu da gevrek bir yapiya
neden olmustur. Dolayisiyla kurutma yontemleri mikropartikiillerin dagilimini ve

yapisini etkiledigi gézlemlemistir [18].

Kaya (2021) yaptig1 caligmada, piiskiirtmeli kurutma ve liyofilizasyon yontemleriyle
elde edilen mikrokapsiillerin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerini
incelemistir. Pliskiirtmeli kurutma teknigi ile iiretilen mikrokapsiillerin kiiresel formda ve
ylizeylerinde catlak ya da kirik bulunmadigimi belirtmistir. Kapsiil ylizeyindeki
cokiintiilerin piiskiirtmeli kurutmanin ilk agsamasindan sivi damlaciklarinin biiziilmesi ya

da ¢okmesinden kaynakli olabilecegini, ayrica kurutma sirasinda suyun hizla
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uzaklastirllmas1 sonucunda kapsiil duvarlarinda ¢okiintiiler meydana gelebilecegini
literatiirle benzer sekilde bildirilmistir. Liyofilizasyon teknigi ile iretilen
mikrokapsiillerin diizgiin olmayan “kirik cam” formunda, gézenekli ve piiriizlii oldugunu
belirtmistir. Liyofilizasyon isleminin ilk asamasinda, buz donmus yapiy1 desteklerken
sonraki asamalarda buzun siiblimlesmesi ile mikrokapsiiller {izerinde gozenekler
meydana getirmistir. Sonuglar incelendiginde, farkli kurutma yoOntemlerinin

mikrokapsiillerin yiizey morfolojisini etkiledigi belirtmistir [16].

AFM nano 6lgekli numunelerin morfolojik ve boyut dagilimimi gézlemlemek i¢in etkin
bir tekniktir. Asagidaki Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14°de de gozlemlendigi {izere
pargacik morfolojisinin goriintiileri partikiil boyutlariyla karsilastirilmis ve birbirleriyle
uyum sagladigr gozlemlenmistir. pH 9’da hazirlanan parcaciklar Sekil 3.14°de de
goriildigi gibi kiiresel, kiigiik yapilarda homojen bir dagilim saglarken pH 3, pH 6 da
homojen olmayan bir dagilim gostermistir. En kiiciik parcaciklar pH 9 da

gozlemlenmistir.

Ghasemi ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 calismada, nanokompleklerin AFM goriintiileri
incelemiglerdir. WPC-pektin komplekslerinin kiiresel benzeri goriiniimiinii ve nano
boyutlu yapisini dogruladigini belirtmislerdir. AFM goriintiileri ayrica WPC-pektin
komplekslerinin kiiresel morfolojisini ve nano boyutlu yapisini dogrulamistir. Hazirlanan
numunelerin AFM goriintiileri arasindaki karsilastirmada, pH 3'te hazirlanan nano-
kompleks parcaciklarin, pH 6 ve pH 9'da formiile edilen pargaciklardan biraz daha biiyiik
ama daha kiiresel goriindiiglinii belirtmislerdir. En kii¢iik pargaciklar1 pH = 6'da
gozlemlemislerdir [47].

Ghasemi ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar1 ¢alismada, pH 3’teki 4:1 (WPC:pektin)
oraninda hazirlanan WPC-pektin nano komplekslerinin morfolojik 6zelliklerini AFM
goriintiileri kullanarak incelemislerdir ve WPC pektin komplekslerinin kiiresel benzeri
goriiniimii ve nano boyutlu yapist dogrulanmistir. D-limonen igeren WPC-pektin nano

komplekslerinin ¢ogunun 100 nm partikiil boyutuna sahip oldugu belirtmislerdir [58].
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Sekil 3.14. pH 9’ daki AFM (soldaki) ve partikiil size(sagdaki) goriintiileri



4. BOLUM

SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda sitralin nanoenkapsiilasyonunda protein tipinin etkileri
arastirilmistir. Bu amagla, sitrali nanokapsiillemenin optimizasyonu igin iki tip protein
(peynir alt1 suyu proteini konsantresi ve yagsiz siit tozu) kullanilmistir. Optimum sonug
Yanit Yiizey Yontemi (RSM) Box-Behnken Design kullanilarak belirlenmistir. Faktor
olarak protein tipi, pH, protein ve polisakkarit konsantrasyonlari, yanit olarak ise L*
degeri, stabilite ve viskozite sonuclari se¢ilmistir. Optimum nokta: pH 3’ te Karragenean
%1, Peyniralt1 suyu proteini %4, protein polisakkarit oran1 4:1 olarak bulunmustur. Bu
noktada viskozite ve L* degeri maksimize, stabilite Siir degerler arasina inmistir.
Optimum noktada farkli pH (3, 6, 9) degerlerinde sitralin nanokapsiilasyon soliisyonu
hazirlanmistir. Farkli pH’larda ayarlamamizdaki amacimiz nanokapsiilasyonu yapilmis
sitralin  farkli pH’lardaki gidalarda kullanimim1 inceleyip karakterizasyonunu
belirlemektir. Hazirlanan soliisyonlarda partikiil boyutu pH (3, 6, 9) i¢in sirasiyla
340.2nm, 345.8nm, 83.12nm bulunurken zeta potansiyeli sonuclari sirastyla +3.77, -18.4
ve -21.4 mV olarak bulunmustur. pH degerleri arttikga zeta degerleri negatiflesmistir.
Sitral yiiklii nankomplekslerin dondurularak kurutulmasi yapilarak farkli pH’lardaki
3,6,9 nanokompleksler toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen nanokomplekslerin
kapsiillenme verimliligi (EE) pH 3, 6, 9° da sirasiyla %64.808, %52,210, %35.945 olarak
hesaplanmistir ve verimliligin pH arttikca azaldig1 gozlemlenmistir. Fizikokimyasal
Ozelliklerini belirlemek i¢in renk, c¢oziinlirliikk, su aktivitesi, kiitle yogunlugu, mutlak
yogunluk ve gozeneklilik analizleri yapilmistir. Sonuglar arasindaki fark istatiksel olarak
degerlendirilip yorumlanmistir. L* degeri en yiiksek pH 6’da gozlemlenmistir ve pH 3

ve pH 9 arasindaki fark istatiksel olarak anlamsiz (p<0.05) birbirine benzer &zellik
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gostermektedir. a* degeri i¢in pH 9 ve pH 6’da birbirine benzer 6zellik gosterirken pH 3
en yiiksek degeri gostermistir. b* degeri pH 3 ve pH 9°da birbirine benzer 6zellik
gosterirken pH 6 en kiiglik degeri gostermistir. b* degeri en yiiksek olan pH 3’iin rengi
daha sar1 ve parlak tonda oldugu gozlemlenmistir. Coziiniirliik degerleri birbirine benzer
ozellik gostermemis olup ¢Oziinlirlik degeri en yiiksek pH 6’da iken en diisiik
coziinlirliigii pH 3’°te gostermistir. Su aktivitesi degeri pH 3, pH 6, pH 9 icin istatistiksel
olarak gruplar arasindaki fark anlamsizdir (p>0.05). Bulk density sonuglar1 pH 3, pH 6,
pH 9 i¢in gruplar arasindaki fark anlamsizdir (p>0.05). Absolute density sonuglar1 gruplar
birbirinden farklidir en yiliksek pH 9’da iken en diisiik pH 3 “tiir. Gozeneklilik sonuglarida
gruplar arasindaki fark anlamlidir ve birbirlerinden farklidir. pH 6’da en yiiksek degeri
gosterirken pH 3’te en diislik degeri gostermistir. SEM goriintiileri incelendiginde de pH
arttikca yiizeydeki delikli yap1 arttigi gozlemlelenirken AFM sonuglarinda pargacik
morfolojisinin goriintiileri partikiil boyutlartyla karsilastirildi ve birbirleriyle uyum

sagladig1 gézlemlenmistir.

Sonug olarak, protein-polisakkarit kompleksinin sitralin enkapsiilasyonunda iyi bir
koruma sagladig1 desteklenmis olup farkli gidalardaki kullanimi incelendiginde asidik
gidalarda verimliliginin yiiksek oldugu bulunmustur. Gida endiistrisinde aroma
maddelerinin 1s1k, 1s1 ve oksijen gibi ortam sartlarindan korunmasinda boyle bir

enkapsiilasyon yontemi umut vaad etmektedir.

Sonuglara gore en iyi degeri veren pH 3’teki ¢oziiniirliiglin daha yiiksek olmasi i¢in farkli
kaplama materyalinde kapsiilasyonunun yapilmasinin aragtiritlmas1 gerekmektedir,
Partikiil boyutunun pH 3’te daha kii¢lik ve homojen partikiil boyutunda olmasi igin farkl

sonikasyon homejenizasyon islemi {izerine ¢alismalar yapilabilir.
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