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Bu calismada, karabiber oleorezini beta-siklodekstrin (3-SD) ile kaplanarak dondurma kurutma teknigi ile
enkapsiile edilmistir. Elde edilen mikrokapsiillerin; enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biyikligi ve
morfolojisi ile DSC analizleri yapilmistir. Faz ¢oziinlirliigii ¢alismalartyla B-SD ve karabiber oleorezini
arasindaki termodinamik olaylar arastirilmigtir. Mikrokapsiil ve enkapsiile edilmemis karabiber
oleorezininde antioksidan aktivite, toplam fenolik madde ve mikrobiyolojik analizler yapilmis,

mikroenkapsiilasyon isleminin bu &zelliklere olan etkisi arastirilmistr.

Mikrokapsiillerin piperin tutma etkinligi %72.74+3.11 olarak bulunmustur. Mikrokapsiillerin ortalama
biiytikligi 129.99422.37 nm ve PI degeri 0.283+0.023 olarak belirlenmistir. Mikrokapsiillerin TEM
goriintiilerinde kristalik yapida olduklari saptanmistir. Faz ¢oziiniirliigii ¢alismalarinda; kullanilan biitiin
sicakliklarda elde edilen termogramlar dogrusaldir. Enkapsiile edilmemis karabiber oleorezinin DPPH
radikali yakalama aktivitesi % 44.54+1.18 iken, enkapsiile edilmis karabiber oleorezinin DPPH radikali
yakalama aktivitesi % 63.51+0.72 olarak bulunmustur. Toplam fenolik madde miktar1; enkapsiile
edilmemis karabiber oleorezininde 8684.51+838.43 mg GAE/100 g oleorezin iken, enkapsiile edilmis
karabiber oleorezininde 7637.63+263.62 mg GAE/100 g oleorezindir. E.coli K12 bakterisine kars1 test
edilen MIK degerleri; enkapsiile edilmemis karabiber oleorezini i¢in 400 pug/mL iken, enkapsiile edilmis

karabiber oleorezini igin 426 pug/mL’dir.
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In this study, black pepper oleoresin was encapsulated by freeze drying method using beta-
cyclodextrine (B-CD). Entrapment efficiency, particle size, morphology and DSC analysis of
encapsulated particles were determined. The thermodynamics between B-CD and black pepper
oleoresin was described by phase solubility studies. Antioxidant activity, total phenolic content
and microbiological analysis were carried out for encapsulated particles and free black pepper
oleoresin. Furthermore, the effect of microencapsulation process on these characteristics were

determined.

The entrapment efficiency of encapsulated particles was 72.74% =+ 3.11. The average particle
size was 129.99+£22.37 nm and PDI was 0.283+0.023. The particles showed crystal form in
TEM analysis. The thermograms of phase solubility studies were linear for all temperatures.
DPPH scavenging activity of free oleoresin was 44.54% = 1.18 while DPPH scavenging activity
of encapsulated particles was 63.51% + 0.72. Total phenolic content of free oleoresin was
8684.51+838.43 mg GAE/100 g oleoresin while total phenolic content of particles was
7637.63+£263.62 mg GAE/100 g oleoresin. The MIC value of free oleoresin was 400 pg/mL
while MIC value of particles was 426 pg/mL against E.coli K12.
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1. GIRIS

Karabiber, tiiketim aliskanligi bakimindan baharatlar i¢inde ilk sirada yer alir. Diinyada
kullanilan en Onemli, en popiiler ve en yaygin baharattir. Gidalara aroma-lezzet
kazandirmak, renk vermek ve islenmis gidalari muhafaza etmek icin yogun bir
kullanima sahiptir. Ayn1 zamanda tedavi edici 6zelliginden yararlanilir ve bu nedenle
halk hekimliginde kullanilir (Peter 2001). ‘Siyah altin’ veya ‘baharat krali’ olarak da
adlandirilan karabiberin tarihi, baharat ticareti kadar eskidir. Karabiber, bat1 diinyasina
sunulan ilk dogulu baharattir. Hristiyanligin yayilmaya basladigi yillarda, karabiber
tanelerinin ¢ok degerli oldugu ve para yerine kullanildigi bildirilmektedir (Farrell 1990).

Karabiber oleorezini, 6giitiilmiis karabiberin ¢esitli yontemlerle ekstraksiyonu sonucu
elde edilir ve bu {iriiniin Ogiitilmiis karabibere gore istiinliikleri vardir. Karabiber
oleorezini; hijyenik ve konsantre bir {riindiir, istenilen aroma diizeyine standardize
edilebilir ve hacminin azalmasi nedeniyle depolamada daha az yere ihtiya¢ duyulur.
Bunun yaninda karabiber oleorezini 1s1, 151k, oksijen ve neme duyarlidir. Bu gibi

istenmeyen durumlar kisa raf dmriine neden olur.

Mikroenkapsiilasyon tekniklerinden birisi olan dondurarak kurutma teknigi; aroma,
biyoyararlilik, yapi, tekstiir vb. {riin Ozelliklerinin korunmasii gerektiren yiiksek
kaliteli iirlinler i¢in ideal bir tekniktir. Dondurarak kurutma islemi diisiik sicakliklarda
ve oksijensiz bir ortamda gerceklestiginden {iriinde meydana gelebilecek istenmeyen

degisimleri Onler.

Sikodekstrinler (SD) nisastanin enzimatik hidrolizi ile tretilip a-, - ve y-SD seklinde
adlandirilirlar.  Sikodekstrinler molekiiler kaviteye sahip olduklarindan diger
molekiillerle inkliizyon kompleksi olustururlar. Enkapsiilasyon isleminde SD’lerin
duvar materyali olarak kullanilmasi; ¢6ziiniirliik, biyoyararlilik ve raf émrii gibi iiriin

ozelliklerini gelistirebilir. Ayn1 zamanda bilesenleri bozulmalara kars1 korur.

Bu c¢alismanin amaci; karabiber oleorezinin, kaplama materyali olarak modifiye nisasta

tiirevi olan B-SD kullanilarak dondurarak kurutma teknigi ile mikroenkapsiile edilmesi,



elde edilen mikrokapsiillerin karabiber oleorezinin aktif maddesi olan piperini tutma
etkinliginin arastirllmast ve yapisal Ozelliklerinin incelenmesidir. Ayrica faz
coziinlirliigli caligmalariyla B-SD ile karabiber oleorezini arasindaki termodinamik
olaylarin arastirilmasi, mikroenkapsiilasyon isleminin antioksidan, fenolik madde ve

antimikrobiyal 6zelliklere olan etkisinin arastirilmasidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Karabiberin Biyolojisi

Latince Adi: Piper nigrum L.

Familya: Piperaceae

Bitki: Hindistan kokenli, ¢ok yillik bir bitkidir. Asma benzeri tirmanici-sarilict bir
yaptya sahip olup, kalin sapli, 6-7 m boyunda ve oval sekilde biiyiik yapraklari vardir.
Salkim seklinde bir arada olan kiiciik-beyaz ¢icekleri vardir ve her salkimda yaklasik
20-30 adet meyvesi bulunur (Akgiil 1993).

klorofil : 0§, kabuk

piperin cekirdek

ugucu yag

Sekil 2.1 Karabiberin kesiti (Attokaran 2011)

Karabiber, ekvatora yakin olan bolgeler gibi 1lik ve nemli iklime sahip ortamlarda, 1500
mm veya daha ¢ok yagis alan bolgelerde yetisir. Sicakligin 10°C’un altina diismesi bitki
gelisimi icin iyi degildir. Bitkinin cogaltilmast c¢elikten vejetatif olarak yapilir.

Karabiber tohumunun kesiti sekil 2.1°de yer almaktadir.

Karabiberin geleneksel biiylik {reticileri Hindistan, Endonezya, Brezilya ve
Malezya’dir. Karabiber iiretimine son katilan {ilke Vietnam’dir ve en biiyiik karabiber
ihracatcisi olan iilke pozisyonundadir. Hindistan digindaki tiretici tilkeler Hindistan’dan
farkli olarak 6nemli bir i¢ pazara sahip degildir. Sri Lanka, yakiciliktan sorumlu bilesen
olan piperini yliksek karabiber ekstrakti iireticisidir. Ayrica Kambogya, Madagaskar,
Singapur, Sri Lanka, Tayland, Birmanya ve Komor Adalari’da karabiber iireten diger

tilkeler arasindadir (Attokaran 2011).



2.2 Karabiberin Fiziksel Ozellikleri

Tam olgunlasma gerceklesmeden toplanan yesil meyveler, glines altinda veya ateste
kurutulunca griden koyu kahverengi siyaha kadar degisen tonlarda goriiniime sahip olur.
Karabiber taneleri, 4-6 mm c¢apinda, tek tohumlu, yiizeyi degisen oranlarda burusuk, i¢
kisimlar1 beyazimsi unsu yapidadir. Meyveler 6giitiilmemis olarak ‘tane karabiber’,
ogiitiilerek ise ‘toz karabiber’ adi altinda satisa sunulmaktadir. Tane karabiber, biber

cesitleri arasinda en giiclii tat ve kokuya sahip olan ¢esittir.

Olgunlagsmaya yakin veya olgunlagmis, sari- kahverengi renkten kirmizi-kahverengi
renge kadar degisen meyvelerin, birka¢ giin suda fermentasyona birakilarak, dis
kabugunun ¢ikarilmasi ve giineste kurutulmasi ile “beyaz biber’’elde edilir. Yesil biber
ise olgunlagmamis yesil renkli meyvelerin toplanip tuzlu suda bekletilmesi vb. islemler

sonucu elde edilen {irtindiir (Aydin 2001).

2.3 Karabiberin Kimyasal Ozellikleri

Baharat olarak tiiketilen her 100 g karabiberde: 255 kcal enerji, 10.5 g su, 11g protein,
3.3 g yag, 64.8 g karbonhidrat, 13.1 g lif, 4.3 g kiil bulunurken, 437 mg Ca, 29 mg Fe,
194 mg Mg, 173 mg P, 1255 mg K, 44 mg Na, 1 mg Zn mineral maddeleri ve 1 mg

niasin, 190 IU A vitamini bulunur.

Karabiberde toplam kiil; en ¢ok %7, asitte ¢oziinmeyen kiil; en ¢ok %1.5, su; en ¢ok
%12, ham seliiloz, en ¢ok %12.5, ugucu yag; en az %1.5, ugucu olmayan metilen kloriir

ekstrakti; en az %7.5 ve nisasta; en az %30 olmalidir (Akgiil 1993).

2.3.1 Ucucu bilesenler

Karabiberin aromasina Ozellikle ugucu yaglar biliyiik katki saglar ve karabiber
meyvesinde %?2-5 arasinda ugucu yag bulunur. Karabiber tanelerinden buhar
destilasyonu ile elde edilen ugucu yagin rengi, berraktan-solgun yesil renge kadar

degisir, yakici, baharats1 ve taze aromalidir. Ozgiil agirlik (25°C); 0.864-0.884 g/cm3,



optik ¢evirme (20°C); -1°/-23°, kartlma indisi (20°C); 1.4795-14880, coziiniirlik (%95
etanol); 3 hacimdir (Parthasarathy vd. 2008).

2.3.1.1 Monoterpen hidrokarbonlar ve oksijenli bilesenler

Karabiber iizerinde yapilan calismalarla 15 farkli monoterpen hidrokarbon bileseni
tanimlanmistir, bunlar: kamfen, & -karen, p-simen, limonen, mirsen, cis-osimen, o-
fellandren, B-fellandren, a- ve B-pinenler, sabinen, a ve y-terpinenler, terpinolen ve a-

tujendir.

Karabiber ucucu yaginda yaklasik 43 oksijenli monoterpen bilesen bulunmus ve teshis
edilmistir. Bunlar: borneol, kamfor, karvakrol, cis-karveol, trans-karveol, karvon,
karvetanaseton, 1,8-sineol, kripton, p-simen-8-ol, p-simen-8-metil eter, dihidrokarveol,
dihidrokarvon, linalol, cis-2-mentadien-2-0l,  3,8(9)-p-mentadien-1-ol,  1(7)-p-
mentadien-6-ol, 1(7)-p-mentadien-4-ol, 1,8(9)-p-mentadien-5-ol, 1,8(9)-p-mentadien-4-
ol, cis-p-menten-1-0l, mirtenal, mirtenol, metil karvakrol, trans-pinokarveol,
pinokamfon, cis-sabinen hidrat, trans-sabinen hidrat, 1-terpinen-4-ol, 1-terpinen-5-ol, a-
terpeneol, 1,1,4,trimetilsiklohepta-2,4-dien-6-ol, fellandral, piperiton, sitronellal, nerol,
geraniol, izopinokamfon, metil sitronellat, metil geranat, a-terpenil asetat, terpenolen

epoksit ve trans-limonen epoksittir.

Karabiber ucucu yaginda bulunan esas monoterpen hidrokarbonlar; a-pinen, B-pinen,

sabinen ve limonendir (Parthasarathy vd. 2008).

2.3.1.2 Seskiterpen hidrokarbonlar ve oksijenli bilesenler

Karabiber ugucu yaginda oksijenli terpen hidrokarbonlar da bulunur. Bunlarin basinda
B-karyofillen gelir ve karabiber yaginda bulunan temel seskiterpen hidrokarbondur.
Baslica oksijenli bilesenler sunlardir: B-karyofillen, o-cis-bergamoten, o-trans-
bergamoten, -bisabolen, 6- ve y- kadinenler, kalamenen, a-kopaen, a- ve B-kubenenler,

ar-kurkumen, - ve o-elemenler, [-farnesen, o-guain, o- ve y-humulenler,



isokaryofillen, y-murolen, o-santalen, a- ve [-selinenler, leden, seskisabinen ve

zingiberendir.

Karabiber yaginda yaklasik 20 tane oksijenli seskiterpen tanimlanmistir. Bunlar:
5,10(15)-kadinen-4-ol, karyofilla-3(12), 7(15)-dien-4-B-ol, karyofilla-2,7(15)-dien-4-f-
ol, karyofilla-2,7(15)-dien-4-ol, B-karyofillen alkol, karyofillen keton, karyofillen oksit,
epoksi-dihidrokaryofillen, cis-nerolidol, 4,10,10-trimetil-7-metilen bisikle-(6.2.0)
dekan-4-karboksaldehit, kubenol, epi-kubenol, viridiflorol, a- ve p-bisabolollar,

kubebol, elemol ve y-6desmol.

Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda karabiberin kimyasal yapisinin ¢ok
degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Bu durum, bitkinin kiiltiir bitkisi olup olmamasina,
iklim degisikligine, meyve olgunluguna ve ugucu yagi elde etme ydntemine gore

degismektedir (Parthasarathy vd. 2008).

2.3.1.3 Karabiberde bulunan aromatik bilesenler

Karabiber yaginda tanmimlanan aromatik bilesikler; 6jenol, metil 6jenol, miristisin,
safrol, benzaldehit, trans-anetol, piperonal, m-metil asetilbenzen, p-metil asetilbenzen,
n-butirofenon, benzoik asit, fenil asetik asit, sinnamik asit ve piperonik asittir. Metil
heptenon, pinol, butirik asit, 3-metil butirik asit, hekzanoik asit, 2-metil asit, metil
heptanoat, metil oktanoat, 2-undekanon, n-nonan, n-tridekan, n-nonadekan ve piperidin

tanimlanan diger bilesenlerdir (Parthasarathy vd. 2008).

2.3.2 Ucucu olmayan bilesenler

Karabibere tat veren temel tat maddesi piperindir. Piperin, 128-130°C erime noktasina
sahip, sar1 kristal yapida bir maddedir. Piperin, C;7H;903N seklinde kimyasal formiilii
olan, sulu alkali veya nitrik asitle hidrolizi sonucu, ugucu 6zellik kazanan bazi olusturan
CsH;1N’1 veren, daha sonra piperidin olarak tanimlanan zayif bir bazdir. Hidrolizin
asidik {irlinii; piperin asit, 5-(3,4-metilendioksifenil)-2,4,pentadienoik asit seklinde

gosterilir (Peter 2001).



(b)

Sekil 2.2.a. Karabiberden etanol (%95) ile ekstrakte edilen piperinin morfolojisi
(Padalkar ve Gaikar 2008), b. piperinin kimyasal formiilii (Parthasarathy
vd. 2008)

Piperin, karabiber iiriinlerinin ana bilesenidir. Karabiber iiriinlerinden karabiber
oleorezininde yeni bir acilik bilegeni olan piperaninin izolasyonu yapilmis, tanimlanmis
ve yapist trans-5-(3,4-metilendioksifenil)-2-pentenoik asit piperidit sentezi ile
gosterilmistir. Karabiberin acilifi; yapist trans, trans-5-(3,4-metilendioksifenil)-2, 4-
pentadienoik asit piperit seklinde tanimlanan piperinin varligina dayandirilmistir.
Sonraki caligmalar, piperinden farkli olan ve tanimlanamayan maddelerin de bu

baharatin aciligina, katkida bulundugunu gostermistir (Parthasarathy vd. 2008).

Piperinik asitin 4 izomeri vardir. Bunlar 2-trans 4-trans (piperin); 2-cis 4-trans
(izopiperin); 2-trans 4-cis (izokavisin) ve 2-cis 4-cis (kavisin)’dir. Piperinin 3

izomerinin acilig1 zayif ve 1s18a kars1 duyarliligi yiiksektir (Peter 2001).

Piperin, benzin veya etilen dikloriir ¢ozeltisinde, UV spektrofotometrede, 342-345

nm’de en yiiksek absorbsiyonun dl¢iilmesiyle belirlenir (Peter 2001).

Biber ekstraktinda, acilik derecesine sahip bes yeni mindr alkaloit tanimlanmistir.
Bunlar; piperettin, piperilin, piperolein A, piperolein B ve piperanindir. Eser miktarda
tic bilesen tanimlanmistir. Bunlar; peepuloidin, guineesin ve piperisit olup, bu

bilesenlerin bocek oldiiriicii 6zellikte olduklar: bildirilmistir (Parthasarathy vd. 2008).

Zarai vd. (2011), karabiberin kloroform, etil asetat, etanol ve metanol ekstraktlari,

saflastirilmis  piperin ve piperik asiti; Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,



Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis ve Bacillus subtilis’a karst denemistir. Ekstraktlar, Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakterilerin ¢oguna kars1 farkli derecelerde antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Ekstraktlar arasinda en etkili etanol ekstrakti olmustur. Etanol ekstraktina duyarh
bakteriler S. aureus ve B. subtilus olurken, E. coli ve K. pneumonia en direngli
bakteriler olmustur. Calismada karabiberin etanol ekstraktinin antibakteriyel aktivitesi,
karabiberde bulunan fenolik ve flavonoit bilesikler ile iliskilendirilmistir. Bu ¢calismada
elde edilen sonuglara gore saf piperik asitin, gida kaynakli patojenlere karsi dogal

koruyucu olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Sharma vd. (2010), tiiberkloz (Mycobacterium tuberculosis) tedavisinde kullanilan
baslica ilaglardan olan rifampigini piperin ile birlikte test etmistir. Calismanin
sonucunda piperinin M. tuberculosis’in yapisinda bulunan ve tedavide kullanilan
ilaglara direng gosteren Rv1258c¢ proteinin inhibisyonu {izerinde 6énemli bir rol oynadigi

ilk defa belirtilmistir.

Rahman vd. (2011) tarafindan, dogal baharat gruplarinin igme suyundan izole edilen
E.coli’ye kars1 antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Calismada, karabiber ekstraktinda
bulunan en biiyiik fitokimyasalin ve aktif yapinin piperin oldugu, piperinin de E.coli
tizerine inhibe edici Ozelliginin bulundugu belirtilmistir. Piperinin antibakteriyel
aktivitesinin, molekiiliin aromatik halkasina bagli olan konjuge ¢ift baglardan

kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

2.3.3 Karabiberin fenolik bilesenleri

Karabiberin fenolik bilesenleri, flavanol ve fenolik asit glikozitlerinin karigimidir. Peter
(2001) tarafindan bildirildigine gore; Parmar (1997) karabiberde bulunan flavanollar
listelemistir. Bunlar kuersetin, izokuersetin, izoramnetin 3-B-D-rutinosit, kamferol 3-
arabinosit, kamferol-3-B-galaktosit, kuersetin-3-o-B-D rutinosittir. Karabiber ayrica

sitosterol igerir.



Kapoor vd. (2009) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, hardal yag: igerisine karabiber ugucu
yagi, karabiber oleorezini, BHA, BHT ve PG ilave edip, orneklerin antioksidan
aktivitelerini incelemistir. Calismada karabiber ugucu yag1 ve oleorezini,
konsantrasyona bagli olarak antioksidan aktivite goOstermis, karabiber yagi ve
oleorezinin konsantrasyonu arttikca serbest radikal yakalama etkileri de artmistir.
Karabiber yagi, BHA ve BHT’den daha yiiksek radikal yakalama etkisi gosterirken,
PG’den daha diisiik bir etki gostermistir. Etil asetat oleorezininin ise etanol
oleorezininden daha iyi bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Orneklerin radikal
yakalama etkileri: PG > karabiber ugucu yag1 > etil asetat oleorezini > etanol oleorezini
> BHA > BHT > kontrol seklindedir. Calismaya gore karabiber ugucu yagi ve
oleorezinin igermis oldugu B-karyofillen, limonen, B-pinen, piperin ve piperolein gibi
bilesenlerin karabiberin antioksidan etkisine katkida bulundugu vurgulanmistir. Ayrica
karabiber ucucu yagi ve oleorezininde bulunan antioksidan aktivitenin, sistemde var
olan bilesenlerin sinerjetik etki yapmis olmasindan kaynaklanabilecegi de
savunulmaktadir. Arastiricilar; bu calismada yapilan analizlerin, karabiberin gida
endiistrisinde kolay ulagilabilir dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabileceginin

gostergesi oldugunu belirtmistir.

Agbor vd. (2006) karabiber ve beyaz biberin antioksidan aktivitelerini karsilastirdiklari
bir ¢aligmada, karabiber ve beyaz biberin hidrolize edilmis ekstraktlarinin polifenol
konsantrasyonunun, hidrolize edilmemis ekstraktlarin sahip oldugu polifenol
konsantrasyonundan daha fazla oldugu goézlenmistir. Karabiberin hidrolize edilmis
ekstraktinin antioksidan etkisi, beyaz biberin hidrolize edilmis ekstraktinin antioksidan
aktivitesinden daha yliksektir. Ayrica, biberin siiper oksit radikali ilizerine etkisi de
arastirilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada, karabiberin serbest radikaller lizerinde daha
etkili oldugu, ancak beyaz biberin de 6énemli 6l¢iide antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir. Bu durum, karabiberin polifenol iceriginin daha yiiksek olmasiyla
aciklanmaktadir. Beyaz biber iretimindeki olgunlagma asamasi polifenol igerigini

distirmektedir.

Singh vd. (2008), karabiberin petrol eteri ekstraktin1 doner buharlastiricida toz haline

getirmis ve Ornegi farkli oranlardaki petrol eteri ve etil asetat karigimlari ile kolon



kromatografisi islemine tabi tutmustur. Sonucta 6rnegi R1 (6:4), R2 (5;5) ve R3 (4:6)
olmak tizere 3 farkli fraksiyona ayirmis ve bu fraksiyonlarin antioksidan aktivitelerini
karsilagtirmiglardir. Biitiin fraksiyonlar konsantrasyona bagli antioksidan aktivite
gostermistir. R3  fraksiyonunun linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu
engelleme oranm1 R2 ve R1 fraksiyonlarindan daha fazladir. Biitiin fraksiyonlarin
peroksidasyonu onleme giicii, a-tokoferoliin dnleme giiciinden daha diisiiktiir. Aym
zamanda R2 ve R3 fraksiyonlar1 DPPH radikali iizerine de etkilidir, fakat BHA’dan
daha az etkilidir.

Gulcin (2005) karabiberin su ekstraktinin etanol ekstraktina gore daha fazla antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir. 75 mg/mL konsantrasyondaki karabiberin su ve
etanol ekstraktlarinin linoleik asit peroksidasyonunu onleme giicii sirasiyla %95.5 ve
%93.3 olarak bulunmustur. Ayni konsantrasyondaki a-tokoferoliin peroksidasyonu
onleme giicii %70.4 iken, BHA ve BHT nin peroksidasyonu onleme giicii sirasiyla
%092.1 ve %95°tir. Bunun yaninda 1 mg karabiberin su ekstrakti ve eter ekstraktinda

sirastyla 54.3 ve 42.8 mg gallik asit oldugu tespit edilmistir.

Suhaj vd. (2006) 6giitiilmiis karabiberi farkli dozlardaki y-1sinlarina maruz birakmis ve
bu Orneklerin metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini incelemistir. Isinlamanin
hemen ardindan ve 1 ay sonra yapilan analizlerde 6rneklerin DPPH radikali yakalama
etkileri diismiistiir, fakat depolamanin 2. ayindan sonra antioksidan aktiviteleri 6nemli
derecede artmustir. Calismada bu durum, i1sinlanmis karabiberlerin laboratuvar
kosullarinda depolanmasi sonucu kuru madde miktarinda meydana gelen artis ile

iligkilendirilmistir.

2.4 Karabiberden Elde Edilen Uriinler

Karabiber her ne kadar baharat olarak, yani toz halde kullanilsa da bu materyalden

degisik tirtinler de elde edilmektedir.

Bu tiriinler sunlardir:

Toz karabiber
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Karabiber oleorezini

Karabiber yagi

Mikroenkapsiile edilmis karabiber

Karabiber atiklarindan elde edilen yan iiriinler

Coziiniir karabiber, sal¢a gibi tirtinlerdir (Peter 2001).

2.4.1 Karabiber oleorezini

Karabiber oleorezini, 0giitiilmiis karabiberin herhangi bir organik ¢oziicii (aseton,
etanol, etil asetat ve etilen dikloriir) ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen iiriindiir.
Karabiber oleorezini sektdrde baharat damlasi olarak pazarlanir, toplam aciligi icerir ve

karabiberin temel tat bilesenidir (Peter 2001).

Son yillarda, iki asamali bir islem ile oleorezin eldesi yaygmlasmstir. Ilk asamada
ogiitiilmiis karabiberden buhar destilasyonu ile ugucu yag elde edilir. Ikinci asamada ise
yag1 alinmis olan karabiber, ¢oziicii ile ekstrakte edilir. Coziiclinlin uzaklastirilmasi ile
piperince zengin olan ekstrakt elde edilir. Daha sonra bu ekstrakt, ilk fraksiyon olan

karabiber yagi ile karistirilir ve bdylece oleorezin elde edilir (Attokaran 2011).

Karabiber oleorezini, 6giitlilmiis karabiberden %10-15 verimle elde edilen, viskoz-yar1
kat1 bir {iriindiir. Koyu yesil renkli olup, %23-30 oraninda ugucu yag, %53-57 oraninda
piperin igerir. Klorofillerin uzaklastirilmasiyla elde edilen iiriinde; renk sarimsi yesil,
ucucu yag oranit %20 ve piperin oran1 %55’tir. Bununla birlikte, farkli miktarlarda
ucucu yag (%29-44) ve piperin (%35-53) igeren iirlinler de vardir. Oleorezinde {istte
yagsi tabaka, altta (piperinde olusan) kristal yapili kisim bulunur. Homojenlik igin
propilen glikol gibi seyrelticiler katilip karistirilir, akicilik saglanir. Ugucu yag en az
%15, piperin en az %35 olmalidir. Oleorezinin aroma kalitesi ugucu yag miktarina,
ozellikle de 8-3-karen, B-pinen ve sabinenin karyofillenle olan oranina baglidir. Lezzet

ise, mevcut alkaloitlerin %95’ini olusturan piperinden kaynaklanir (Akgiil 1993).
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2.5 Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon; kati, sivi veya gaz halindeki bilesenlerin, enzimlerin, hiicre ve
benzeri maddelerin, protein veya karbonhidrat kaynakli maddeler igerisinde

hapsedilmesidir (Unal ve Erginkaya 2010).

Mikrokapsiiller icerdikleri maddeleri 6zel sartlar altinda belli oranlarda saliverebilir.
Fakat yine de igerdikleri maddeyi koruma yetenegine sahiptirler. Mikrokapsiiller,
kullanilan materyal ve yonteme bagli olarak nanometreden milimetreye kadar
degisebilen aralikta biiyiikliige ve c¢esitli sekillere sahiptir. Mikroenkapsiilasyon
teknolojisinin gida endiistrisinde kullanim amaclar1 sunlardir.
e (ekirdek materyalinin dig ortam kosullarina olan reaktivitesinin azaltilarak
korunmast
e (ekirdek materyalinin ¢cevreye olan buharlagsma veya transfer hizinin azaltilmasi
e Materyalin orjinal olan fiziksel 6zelliklerinin modifiye edilerek kolay islenebilir
hale getirilmesi
e Materyalin yavasc¢a veya belli miktarlarda saliniminin saglanmasi
e Enkapsiile edilecek materyalin aromasinin maskelenebilir olmast
e Enkapsiile edilecek materyalin istenilen miktarda homojen olarak
seyreltilebilmesi
e Karisim igerisinde bulunan bilesiklerin ayrilarak birbirleriyle reaksiyona

girmelerinin 6nlenmesidir (Desai ve Park 2005).

2.6 Mikroenkapsiilasyon Teknikleri

Gida maddelerinin kaplama materyali igerisinde enkapsiilasyonu c¢esitli tekniklerle
gerceklestirilebilir. Mikroenkapsiilasyon tekniginin se¢imi, kaplama ve ¢ekirdek
materyalinin  fiziksel ve kimyasal Ozellikleri dogrultusunda gergeklestirilir.
Mikrokapsiillerin fonksiyonel 6zelliklerinin baslica belirleyicisi, kaplama materyalinin
bilesimi ve aktif bilesenin performansinin artirilmasi i¢in kaplama materyalinin nasil

kullanilacaginin bilinmesidir (Desai ve Park 2005).
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2.6.1 Piiskiirterek kurutma

Aktif materyal, eriyik veya polimer ¢ozeltisi i¢inde ¢oziiliir ve atomizer yardimi ile
sicak ortama piiskiirtiiliir. Cozelti igerisinde bulunan su, sicakliin etkisi ile buharlasir.
Bu teknigin avantaji materyalin kurutucu ile olan temasinin c¢ok kisa olmasi ve
ekonomik olmasidir (Shekhar vd. 2010). Kurutma isleminde tasiyici gaz olarak hava

veya azot gazi kullanilir (Kog vd. 2009).

2.6.2 Piiskiirterek sogutma ve dondurma

Piiskiirterek sogutma ve dondurma tekniginde; ¢ekirdek ve duvar materyali karisimi
sogutulmus veya dondurulmus havaya piiskiirtiiliir. Boylece duvar materyali ¢ekirdek
etrafinda katilagir. Piiskiirterek kurutma tekniginden farkli olarak, bu teknikte suyun

buharlastirilmasi s6z konusu degildir (Desai ve Park 2005).

2.6.3 Dondurarak kurutma

Dondurarak kurutma, aroma maddeleri gibi hassas Triinlerin enkapsiilasyonunda
kullanilan bir yontemdir. Mikroenkapsiilasyon islemi diisiik basing ve sicaklik altinda
gerceklestiginden ucucu bilesenler korunmaktadir (Gokmen vd. 2012). Bu teknik

ayrintili olarak ele alinacaktir.

2.6.4 Akiskan yatak kaplama

Akiskan yatak kaplama, ilk kez D.E. Wurster tarafindan 1950 yillarinda ilag
tabletlerinin kaplanmasi amaciyla gelistirilmistir ve bu nedenle ‘‘Wurster teknigi”
olarak da bilinmektedir. Enkapsiile edilecek kati partikiiller, sicak veya soguk hava
yardimu ile kaplama odasina alt kisimdan verilir ve hava ile birlikte odanin {ist kismina
taginir. Cozelti halinde bulunan kaplama materyali, hava odasina enkapsiile edilecek
partikiillerin {izerine atomize edilir ve partikiillerin kaplanmasi saglanir. Odanin alt
kismindan verilen hava akimi yardimi ile yukari dogru hareket eden partikiillerin

olabildigince tiniform kaplanmasi saglanmaktadir (Gékmen vd. 2012).
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2.6.5 Ekstriizyon kaplama

Ekstriizyon yonteminde, cekirdek ve kaplama materyali slispansiyon haline getirilir
daha sonra siringa igerisinde sisteme verilir. Karisim siringadan belirli bir hiz ile
katilastirict ¢ozelti (genellikle CaCl, ¢ozeltisi) igine, sferik damlaciklar seklinde diiger.
Damlaciklar katilastirict ¢dzelti icinde mikrokapsiil haline gelir (Unal ve Erginkaya

2010).

2.6.6 Santrifiijlii ekstriizyon

Sistemde nozillar iceren doner ekstriizyon baslig1 bulunmaktadir. Kaplama ve ¢ekirdek
materyali birbiri ile karistirilmadan farkl tiipler araciligi ile besleme tiiptinden nozillara
pompalanir. Cihaz, bashigin dikey ekseninde donebilmesi i¢in bir mile baglanir. Baglik
dondiikce cekirdek ve kaplama materyalleri nozillardan gegerek, ¢ekirdek materyalinin
kaplama materyali igerisine hapsedilmesi saglanir. Ekstriizyon bagligi dondiikge,
santrifiij kuvveti karisimi disa dogru savurdugundan kiiglik partikiiller olugur (Gokmen

vd. 2012).

2.6.7 Koaservasyon

Koaservasyon, ¢ekirdek partikiillerinin polimerik bir ¢ozeltide ¢oziindiiriilerek etrafinda
homojen bir tabaka olusturulmast ve kaplama materyalinin sivi  fazinin
uzaklastirilmasidir. Koaservasyon teknigi ile mikroenkapsiilasyon isleminde ¢ok sayida
kaplama materyali kullanilmigtir, fakat arastirmalarda en ¢ok calisilan ve en iyi
aciklanan kaplama sistemi jelatin/gam arabik sistemi olmustur. Ayrica gliadin,
heparin/jelatin, karregenan, kitozan, soya  proteini, polivinil alkol,
jelatin/karboksimetilseliiloz, B-laktoglobulin/gam arabik ve guar gam/dekstran da
kullanilmigtir (Desai ve Park 2005).
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2.6.8 Rotasyonal siispansiyonlu ayirma

Cekirdek ve kaplama materyali siispansiyon haline getirilir ve doner diske beslenir.
Molekiiller yoriinge hareketi ile diskten firlatilir ve sogutma veya kurutma kulesinde
katilasarak c¢ekirdek materyalini hapseder. Sistemden biiylik miktardaki c¢ekirdek
materyalini saran kaplama materyali ve daha kiiclik 6z iceren saf kaplama materyali
olusumu seklinde iki farkli tip ve parcacik biiyiikliigiinde enkapsiile materyal elde edilir
(Gokmen vd. 2012). Diiz, konik veya kase seklinde diskler kullanilmaktadir (Erkan
2008).

2.6.9 Ko-kristalizasyon

Cekirdek materyali sakkaroz matriksi ile kaplanir. Sakkaroz doygun hale gelinceye
kadar konsantre edilir ve uygulanan sicaklik kristalizasyona neden olmayacak sekilde
ayarlanir. Cekirdek materyali kuvvetli bir sekilde karistirilarak sakkaroz matrisine ilave
edilir boylece kristalizasyon i¢in karigimin ¢ekirdeklenmesi saglanir ve enkapsiilasyon

islemi gercgeklesir (Kog vd. 2009).

2.6.10 Lipozom ile kaplama

Lipozomlar fosfolipit bazli membran yardimiyla tamamen cevrelenmis sivi fazdan
olusur. Asi, hormon, enzim ve vitaminler i¢in kullanilir. Bir veya daha fazla yag
katmanindan olusur, gidalar icin uygundur ve toksik degildir. Partikiillerin gecirgenlik,
karalilik, ytlizey aktivitesi ve afinite Ozellikleri; yag bilesimi ve partikiil biiytikligi
aracilign ile degisebilir. Mikrokapsiillerin c¢aplart 25 nm’den mikronlara kadar
degisebilir, enkapsiilasyon islemi kolaydir ve partikiiller dondurarak kurutma ile

depolanabilir (Desai ve Park 2005).

2.6.11 inkliizyon kompleksi olusturma

SD’ler, tipik bir enkapsiilasyon ortami olarak kullanilir ve hidrolize nisastadan

enzimatik proses yardimi ile elde edilirler. SD molekiiliiniin dig kismi1 hidrofilik iken i¢
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kismi hidrofobiktir. Misafir molekiiller apolar yapidadir ve hidrofobik etkilesim
araciligi ile apolar bosluga sikistirilir. Konak¢1 molekiiliin sahip oldugu kavite, konuk

molekiillerin hapsedilmesini saglar (Desai ve Park 2005).

Sekil 2.3 SD ile bir molekiil arasindaki inkliizyon kompleksinin olusumu (Marques
2010)

Inkliizyon kompleksleri, sistemde yer alan molekiillerin kovalent bag olusturmasi sdz
konusu olmaksizin, konuk molekiiliin, konak¢1 molekiiliin yapisinda bulunan boslukta
hapsedilmesi ile elde edilen yapilardir. SD’lerin kavite adi verilen molekiiler

bosluklarinin ¢ap1 ve hacmi glikoz tinitesi sayisi ile ilgilidir (Avci ve Donmez 2010).

2.7 Dondurarak Kurutma

Dondurarak kurutma, donmus bir iirliniin siiblimlesme ile kurutulmasi esasina dayanir.
Islem esnasinda diisiik sicaklik uygulanmasi, bozulmaya yol acan kimyasal ve
mikrobiyolojik reaksiyonlarin ¢ogunu durdurdugu icin yiiksek kaliteli son iiriin elde
edilmesini miimkiin kilar. Dondurarak kurutma prosesi, diger kurutma yontemleri ile
karsilastirildiginda, yiiksek kaliteli son iirlin veren en iyi su uzaklastirma ydntemidir.
Dondurarak kurutma esnasinda suyun kati halde bulunmasi; {iriin hacminin azalmasini
en aza indirgeyerek, iirliniin ilk yapisinin ve seklinin korumasini saglar. Dondurarak
kurutma prosesi bir¢ok avantaja sahip olmasina ragmen kurutulmus iirlinler i¢in ¢ok

pahal1 bir yontemdir (Ratti 2001).
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Dondurarak kurutma, gidalarin raf omriiniin artirilmasi i¢in cazip bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Kurutma islemi, ortam sicakligindan daha diisiik sicakliklarda
gercgeklestirilir ve kurutma ortaminda havanin bulunmamasi oksidasyon veya kimyasal
reaksiyonlart engelledigi i¢in iiriiniin bozulmasini onler. Bu ydntem, sprey kurutma
yonteminde kullanilan yiiksek sicaklik sonucu; yapi, tekstiir, goriiniim ve aromada
meydana gelen degisim ve bozulmalara bagli liriin zararini en aza indirgeyebilir (Anwar

ve Kunz 2011).

Dondurarak kurutma, 1siya duyarli olan biyolojik iirlinlerin korunmasi i¢in kullanilan en
onemli proseslerden birisidir. Kolay korunabilir gidalardan ¢ok kompleks
biyoteknolojik veya farmakolojik iirlinlere kadar genis bir uygulama alani mevcuttur.
Gida triinlerine ek olarak; cicekeilik, mikrobiyoloji uygulamalari, medikal araglar,
kozmetik, ozellikle kimyasallar ve pigmentler, enzimler ve seramik tozlari i¢in de

kullanilirlar.

Dondurarak kurutma yonteminin popiilerligi, g¢esitli biyolojik iriinlerin uzun siire
muhafaza edilebilmesinin miimkiin olmasidir. Giiniimiizde gida ve farmasdtiklerin
bliyiikk bir ¢ogunlugunun liyofilizasyon yontemi ile iiretilebilmesi, hiicre vb. canli
sistemlerin uzun siire korunmasi gibi uygulamalarda basarili bir teknik olmasina ragmen

bilim diinyasi i¢in zor bir alandir.

Devam eden proses ve inovasyon c¢alismalari, bu alanin endistriyel o6lgekli
uygulamalarina olanak saglamistir. Dondurarak kurutma teknigi, meyve gibi 1siya
duyarl {iriinlerin kurutulmasinda gelecek vaat etmektedir. Proses sartlar1, dondurularak
kurutulan meyvelerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan kalite kriterleri ve kurutma siiresi

tizerine etkilidir (Ciurzynska ve Lenart 2011).

Diisiik sicaklik ve basing kombinasyonu; liriiniin aroma, renk ve sekil 6zelliklerini
korur, rehidrasyon esnasinda kuru {irlinlin stingerimsi yap1 kazanmasini saglayarak, hizl
bir sekilde su emilimini miimkiin kilar ve {iriiniin taze halde iken sahip oldugu
ozellikleri geri kazanmasini saglar. Ancak, istenilen bu {iriin 6zelliklerinin elde edilmesi

icin, uzun bir islem siiresi ve yiiksek maliyet gereklidir. Ratti (2001)’ye gore,
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dondurarak kurutma isleminde kullanilan enerji tiiketiminin %45°1 siiblimlesme igin,
%26’s1 vakum i¢in, %25’1 yogunlagsma icin ve %4’ donma i¢in kullanilmaktadir

(Schossler vd. 2012).

Dondurarak kurutma; diger tekniklerle karsilastirilamayacak avantajlara sahip olmasina
ragmen; yiikksek enerji tiiketimi, isletme ve bakim maliyetlerinin yiiksek olmasi
nedeniyle pahali bir yontemdir. 1 kg suyun dondurarak kurutma teknigi ile
uzaklastirilmas: i¢in gerekli olan enerji tiiketimi, geleneksel kurutma yontemlerinde
harcanan enerjinin yaklasik 2 katidir. Dondurarak kurutma yonteminin maliyeti, havada
kurutma yontemi ile kiyaslandiginda 4-8 kat daha fazladir. Dondurarak kurutma
isleminde kullanilan diisiik sicaklik ve basinca ulasmak icin gerekli olan enerjinin

sadece kii¢iik bir kism1 kaybolmaktadir (Ciurzynska ve Lenart 2011).

Proseslerin {iriin kalitesini kismen veya tamamen etkileyebildigi bilinen bir gercektir.
Gida maddelerinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 0Ozelliklerinde meydana gelen
degisiklikler; proses, depolama ve dagitim siireglerinden kaynaklanabilir. Bu degisimler
tirtiniin fiziksel goriiniimiinti etkileyebildigi gibi besin maddelerinin bozulmasina ve
aroma kayiplarina da neden olabilir. Besin degeri yiiksek olan gidalarin islenmesinde

dogru koruma tekniginin se¢imi, basarili bir islem i¢in kilit nokta olabilir (Ratti 2001).

Marques’in (2007) yaptig1 bir ¢alismada, acerola meyvesinin dondurarak kurutulmasi
isleminde; donma siirecinin hizli olmasi, {riiniin orjinal olan gdézenekli yapisinin
korunmasina yardimci olmakta ve son {iriiniin bozulma reaksiyonlarina kars1 biraz daha
hassas olmasina neden olmaktadir. Dondurarak kurutulmus acerola meyvelerinde ¢ok az

biiziilme ve yliksek rehidrasyon kapasitesi saptanmustir.
Ciurzynska ve Lenart (2011) tarafindan bildirildigine gore, dondurularak kurutulmus ve
uygun paketlenmis et {irlinleri, taze haldeyken sahip oldugu fiziksel, kimyasal, biyolojik

ve duyusal 6zelliklerinin biiyiik bir kismini uzun siire muhafaza edebilmektedir.

Babic vd. (2009) en c¢ok tiiketilen ve ¢ok c¢abuk bozulabilen iiriinlerden olan tavuk

gbgiis etinin kalitesi lizerine dondurarak kurutma isleminin etkisini arastirmistir. Bu
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calisma ile dondurarak kurutulmus tavugun, uzun raf émriine ve arzu edilen kaliteye
ulagmasinin miimkiin oldugunu fakat her kalinlik i¢in farkli parametre uygulanmasi
gerektigini, kalinlik arttik¢a istenilen iirlin kalitesine ulasilmasinin zorlastigini ve

islemin daha hassas hale geldigini ortaya koymuslardir.

Dondurarak kurutma teknigi, dondurarak kurutulmus dokuda bulunan RNA’nin
izolasyonuna ve uzun siire depolanmasina izin vermektedir. Bunun yaninda konsantre
starter kiiltlir iiretimi ve muhafazasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Dondurarak
kurutma islemi boyunca hiicreler; onlarin yasam aktivitelerini olumsuz olarak etkileyen,
diisiik sicaklik ve diisiik su aktivitesi gibi ekstrem ¢evresel kosullara karsi test edilirler

(Ciurzynska ve Lenart 2011).

2.7.1 Dondurarak kurutma islemi asamalari

Dondurarak kurutma, donmus haldeki gidalarin veya ¢ozeltilerin yapilarinda mevcut
olan ¢oziiclinilin siiblimleserek, bagl suyun ise desorpsiyon yoluyla ¢ok yiliksek vakum
uygulanarak veya ¢ok yiiksek basing altinda uzaklastirilmasi iglemidir.
Dondurarak kurutma isleminin agamalari:

- Dondurma agamasi

- Birinci kurutma agamast

- Ikinci kurutma asamasi (Sadikoglu ve Ozdemir 2001).

2.7.1.1 Dondurma asamasi

Islemin ilk basamagidir. Dondurarak kurutma islemine tabi tutulacak karigim,

siispansiyon, ¢cozelti veya tek basina gida maddesi, donma noktasinin altina sogutulur.

Maddeler 2 farkli donma sekli gosterir.
1. Kurutulacak madde icerisinde bulunan siv1 belirli bir sicaklikta hemen donar.
2. Kurutulacak madde igerisinde bulunan sivi donmaz fakat viskoz hale gelir. Bu
tip durumlarda otektik sicakliktan bahsedilemez bunun yerine minimum donma

sicakligi kullanilir.
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Genellikle dondurma asamasi sonrasinda, baslangicta sistemde var olan suyun yaklasik
%65-90’1 donmus halde, yaklasik %10-35’1 donmamis halde yani bagli su olarak
bulunur. Dondurarak kurutulmus bir sistemdeki gozeneklerin veya partikiillerin
biiylikliigii, dagilim1 ve birbirleriyle olan iliskileri dondurma asamasinda olusan buz
kristallerine baghdir. Sistem igerisinde siiblimlesme esnasinda séz konusu olan 1s1 ve
kiitle transferi parametreleri, gézenekli yapiya baglidir. Olusan buz kristalleri; kiigiik ve
birbirleri ile olan baglan diisiik ise sistemdeki su buhar1 taginimi kisith olacaktir. Eger
sistemde meydana gelen buz kristalleri biiyiik ve homojen yapida ise su buhari taginimi
daha hizli olur ve bdylece dondurarak kurutma islemi daha kisa siirede tamamlanir.
Islemde kullanilan dondurma teknigi, dondurma hizi, ¢dzeltinin bilesimi ve ¢dzeltinin
bulundugu kabin sekli, kurutma hizin1 ve son iiriin kalitesini dogrudan etkileyen

parametreler oldugu i¢in olduk¢a dnemlidir (Sadikoglu ve Ozdemir 2001).

2.7.1.2 Birinci kurutma asamasi

Kurutucu bolgenin basinci; kurutulacak materyalin  yapisina  bagh  olarak,
siiblimlesmenin gergeklesecegi degere disiiriilir. Kurutulacak materyalde bulunan su
molekiilleri siiblimlesirken, siiblimlesme i¢in gerekli olan 1s1y1 kurutulacak tabakadan
saglar. Bu duruma bagl olarak da donmus tabakanin sicakligi daha fazla diiser. Eger
sisteme gerekli olan siiblimasyon 1s1s1 herhangi bir kaynaktan saglanmazsa, kurutulacak
materyalin yapisinda bulunan donmus suyun buhar basinci, kurutma sisteminin igindeki
su buharinin kismi basinci ile dengeye ulasir. Bunun akabinde materyal igerisinde
bulunan suyun siiblimlesmesi durur ve kurutma islemi gergeklesmez. Bu nedenle
sisteme her hangi bir kaynaktan siliblimasyon 1sist saglanmalidir. Bu 1s1 sisteme

konveksiyon; kondiiksiyon veya radyasyon yollar1 ile saglanabilir.

Sisteme verilecek olan 1s1, tirlin 6zelliklerinin korunmasi agisindan 6nemlidir. Sisteme
verilen 1s1;

e Materyalin biyoaktivitesinde degisime neden olmamali,

e Materyal icerisinde kimyasal, biyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlara neden

olmamali,
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e Materyalin renk, tekstiir, goOriinim vb. Ozelliklerinde degisime neden

olmamalidir.

Islem esnasinda donmus tabakanin sahip oldugu maksimum sicaklik dogrudan son iiriin
kalitesini etkiler bu nedenle sicaklik 6nemle tizerinde durulmasi gereken bir faktordiir.
Onemli olan diger bir faktor de donmus tabakanin sicakhigidir. Bu sicaklik,

dondurulacak materyalin i¢erdigi ¢oziiciiniin erime sicakligin1 gegmemelidir.

Birinci kurutma asamasinda kurutulacak madde; 6tektik formda ve kurutma sisteminde
minimum Otektik sicaklik agilmigsa, donmus tabakanin erimesi ile karsilasilabilir. Erime
sonucunda materyal icerisinde bulunan ¢oziicii, siiblimasyon ile uzaklastirilamaz. Bu
durum son iirlinde bir takim istenmeyen durumlarin olusmasina ve kalite kayiplarina

neden olur.

Kurutulacak materyal camsi yapida ve kurutma sisteminin sicakligi minimum donma
sicakligini asmissa, dondurulacak materyal sertligini kaybeder ve ¢oker. Bu durum
sonucunda da materyal icerisinde bulunan ¢o6ziicii uzaklastirilamaz ve son iirlinde
istenmeyen durumlar gelisir. Birinci kurutma asamasinda kurutulacak materyalde;
cokme ve erime gibi olumsuz bir durumun olusmayacagi sicakliga Ty, (siiblimasyon ara

ylizeyinin veya donmus tabakanin sicakligi) denir.

Bu asama siiresince ¢oziiclinlin siiblimlesmesi ve bagli suyun desorpsiyonu sonucu
olusan su buhari, kondensér yardimiyla kurutucu sistemden uzaklagtirilir ve
uzaklastirilan su buhari, kondensoér yiizeyinde buz olarak toplanir. Su buharinin
sistemden uzaklastirilmas: ile kurutma sistemindeki su buharinin kismi buhar
basincinin, siiblimasyon ara yiizeyindeki su buharimin basincindan daha diisiik olmasi

saglanir (Sadikoglu ve Ozdemir 2001).

2.7.1.3 ikinci kurutma asamasi

Ikinci kurutma asamasinda, materyalde bulunan donmamus haldeki bagl su

uzaklagtirilir. Esasinda donmus suyun tamaminin birinci kurutma asamasinda, bagh
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suyun da ikinci kurutma asamasinda uzaklastirilmasi beklenir fakat birinci kurutma

asamasinda bir miktar donmus su siiblimlesmeden materyalde kalir.

Kurutulacak materyalde bulunan baglh su; kimyasal adsorpsiyon, fiziksel adsorpsiyon
ve kristalizasyon suyu olabilir. Bagl suyun uzaklastirilmasi i¢in gerekli olan siire,
serbest suyun uzaklastirilmasi i¢in gerekli olan siireye esit veya bu siireden daha fazla

olabilir.

Materyalde bulunan bagli su vakum etkisiyle uzaklastirilir. Dikkat edilmesi gereken
noktalar, kurutulacak materyalin sicakligi ve nemidir. Bu faktorler son {iriin kalitesini
dogrudan etkiler. Ikinci kurutma safthasinda materyalin sahip oldugu nem diizeyi;
zaman, yer ve sicakliga bagl olarak degisir. Bu durum da iiriiniin zaman ve yere bagh
bozulma riskine sahip oldugunu gosterir. Bu sathada uygulanan sicaklik siirekli olarak
kontrol altinda tutulmalidir. Sistem i¢in gerekli olan 1s1, birinci kurutma sathasinda
oldugu gibi kondiiksiyon, konveksiyon ve radyasyonla saglanir (Sadikoglu ve Ozdemir

2001).

2.7.2 Dondurarak kurutma prosesinde dikkat edilmesi gereken kritik sicakhklar

2.7.2.1 Otektik sicakhik

Otektik sicaklik, proses sirasinda siiblimlesmenin gerceklesebilmesi i¢in donmus
materyalin tutulmas1 gereken sicakligi ifade eder. Islem sicakligi donmus tabakanin

erimesine neden olmamali ve siiblimlesme i¢in yeterli olmalidir.

Sekil 2.4’de, tuzun sulu ¢ozeltisinin faz denge diyagrami gosterilmektedir. Saf suyun
donma noktas1 A noktasi ile, saf tuzun erime noktasi ise B noktasi ile ifade edilmistir.
Saf suya bir miktar tuz ilave edilirse ¢ozeltinin bilesimi D noktasina gelir. Cozeltinin
donma sicakligr da Tp olur. Cozeltiye uygulanan diisiik sicaklik devam ettirilirse buz
stirekli olarak kristallesir ve ¢ozelti derisik hale gelir. C noktasit buz ve tuzun karisim

icinde kristallesecegi noktayi ifade eder.
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Sekil 2.4 Tuzun sulu ¢dzeltisinin faz denge diyagrami (Oz 2009)

Eger saf su, saf tuza eklenirse; ¢ozeltinin bilesimi E noktasina denk gelir. Cozelti
icerisindeki saf tuzun kristallesmesi icin sistem sicakliginin diisiiriilmesi gerekir. Sistem
sicakligr distiriiliirse ¢ozelti igerisindeki saf tuz cokelmeye devam eder ve cozelti

seyreltik hale gelir.

Sekildeki BC egrisi; tuzun sudaki ¢oziiniirlik egrisini, AC egrisi; saf tuzun farklh
konsantrasyonlardaki donma egrisini ifade etmektedir. Otektik nokta, tuzun ¢oziiniirliik
egrisi ve suyun donma egrisinin kesisme noktasidir. Bu sicaklik; termal analiz,
diferansiyel termal analiz ve elektriksel 6zdireng yontemleri ile tespit edilebilmektedir

(Oz 2009).

2.7.2.2 Camsi gecis sicakhigi

Dondurarak kurutma islemi esnasinda donmus materyalin sicakliginin diistiriilmesi ile

T, olarak ifade edilen cams: gecis sicakliginda, amorf yap1 olusur.

Son iirlinde mevcut olan nemin diizgiin bir sekilde dagilmis olmasi, dondurarak kurutma
islemi boyunca materyale uygulanan sicaklik profilinin bazi degerlerin altinda tutulmasi
(donmus tabakanin sicakligi erime sicakligini gegcmemelidir ve kurutulmus tabakanin
sicakligl yanma sicakligini asmamalidir) ve islem sonunda yiiksek kaliteli son {iriin elde

edilmesi zor bir durumdur. Sekil 2.5’de varsayima dayanan ¢oziinen/¢oziicii sistem faz
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diyagrami  gosterilmektedir. Her  ¢0zlinen/¢Ozilicii  sistemi  i¢in;  ¢Oziinen

konsantrasyonunun bir fonksiyonu olan, denge dondurma sicakligi mevcuttur.

St Faz

Ty

Onekrik gizaisi

Denge donma edrisi

Eaty buz)y faz

Sicaklik

Camsi gegly ¢rzgisi
Camsi Faz

Tglsuy = -140°C

/

094 céziinen E.onsantrasyon 1 00 %% sozinen

Sekil 2.5 Varsayima dayanan (hipotetik) c¢oziinen/¢oziicii sistem faz diyagrami
(Sadikoglu vd. 2006)

Camlasma sicakligi, camsi1 yapiin olustugu sicakliktir ve T’ ile ifade edilir. Sistem
icerisinde amorf faz, donmus tabakada buz ile birlikte bulunur. Bu sicaklikta amorf faz,
sert yapidan viskoelastik kauguk yapiya gecer. Camlagma sicakligi dondurarak kurutma
islemine tabi tutulacak materyalin aniden dondurulmasiyla olusur. Donma sicakliginin
ani olarak diisiisii, materyalin donma sicakliginin altinda sivi formda kalmasina neden
olur ve diisen sicaklik materyalin vizkositesinin artmasina neden olur. Camlasma gegis
sicakliginin baslangic ve sonu¢ noktasi iyi tanimlanmistir; bu nedenle camlasma gegis
sicakligl, T’,, gecis bolgesinin orta noktasi olarak almir. T,; kurutulan materyalde

kalan bagli veya donmamis su miktarinin gii¢lii bir fonksiyonudur.

Ty, buz yoklugunda amorf fazin camsi gecis sicakligini ve kurutma zamani ile
degistigini ifade eder. Kurutulan materyalin kalint1 su miktar1 diiserek dondurarak
kurutma islemi ilerler ve T, artar. Bu durum ozellikle dondurarak kurutma isleminin
ikinci kurutma safhasinda gerceklesir. Ilk kurutma safhasi esnasinda, donmus
materyalin sicakligi camsi gecis sicakliginin {izerine ¢ikarsa amorf fazda viskoz akis
meydana gelir ve donmug materyal gozenekli yapisin1 kaybederek ¢coker. Cokme olayzi,

dar bir sicaklik araliginda meydana gelir. Cokme olaymin ilk gergeklestigi sicaklik, kek
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yapisinin ¢okme sicakligi, T, olarak ifade edilir. T., cams1 gecis sicakligi ile yakindan
ilgilidir ve bazi arastirmacilar onlarin esit oldugunu ifade etmistir. Bir grup arastirmaci
da ¢cokme sicakligi ve camsi gegis sicakliginin ayni olmadigini, ¢cokme sicakliginin

camsi gegis sicakligindan 2°C daha yiiksek oldugunu belirtmistir.

Ikinci kurutma safhasinda materyalde bulunan bagli su uzaklastirilir, dondurarak
kurutulmus materyal tek bir T, degerine sahip degildir. Materyaldeki bagli suyun
miktarma dayanan bir dizi T, degerine sahiptir. Dondurma asamasindan sonra
materyalde bulunan yliksek orandaki bagli su miktari, T, degerinin diisiik olmasina
neden olurken materyalin sahip oldugu diisiik orandaki bagli su, T, degerinin yiiksek
olmasina neden olur. Eger son {irliniin igerdigi kalint1 bagli su miktar1 ve iriiniin
depolama sicakligi yiliksek ise depolama esnasinda goriinimde bozulma, viskoz
deformasyon ve yapisal ¢okme meydana gelebilir. Bu nedenle dondurarak kurutulmus
materyalin depolama sicaklig, lirlin stabilitesini saglamak icin T, den diisiik olmalidir.
Eger dondurularak kurutulmus iiriin oda sicakliginda depolanacaksa, camlagma sicakligi

30°C’un iizerinde olmalidir (Sadikoglu vd 2006).

2.7.3 Dondurarak kurutma yontemleri

Dondurarak kurutma yontemlerinden ii¢ii yaygin olarak kullanilir. Bunlar: Manifolt
yontemi, grup (batch) yontemi ve yigin (bulk) yontemidir. Her yontemin 6zel bir amaci
vardir ve kullanilan yontem, istenilen son iiriine baghdir (http://www.labconco.com,

2012).

2.7.3.1 Manifolt yontemi

Manifolt yonteminde sise, ampul veya viallerde bulunan 6rnek, manifolt veya kurutma
bolmesinin girisine takilir. Uriin yapisina ve hacmine bagl olarak kabuk dondurma
uygulanir veya diisiik sicakliktaki su banyosuna batirilarak dondurulur. Onceden
dondurulmus olan {iriin, 1s1nmay1 onlemek icin vakit kaybedilmeden manifolt veya
kurutma boélmesi girisine takilir. Sistemde vakum olusturulur ve siiblimlesmenin

gerceklesmesi icin sistem diisiik bir sicaklia sabitlenir. Bu teknik kii¢iik hacimli,
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yuksek otektik ve ¢okme sicakligina sahip {irtinler i¢in kullanilir. Manifolt yontemi,
grup yontemine gore bircok avantaja sahiptir, ¢linkii kaplar tek tek manifolta takilir, her
vial veya sise sisteme dogrudan baglantihidir. Is1 girisi veya su sirkiilasyonu ile siseler
arzu edilen sicakliga ulastirilir. Ayn1 anda farkli iiriinlerin kurutulmasina izin veren
manifolt sistemi iizerine, ¢ok sayida ve farkli biiyiikliiklerde siseler baglanabilir. Bazi
tirtinler i¢in kesin sicaklik kontrolii gereklidir ve bu nedenle manifolt yontemi ile

kurutma uygun degildir (http://www.labconco.com, 2012).

2.7.3.2 Grup yontemi

Grup yoOnteminde benzer iirlinli igeren ¢ok sayida ve ayni biiytikliikteki siseler tepsili
dondurarak kurutucuya yerlestirilir. Uriin tepsili kurutucu icerisinde dondurulur. Uriin
sicakliginin kesin kontrolii yapilabilir ve kurutma esnasinda {iriine uygulanan sicaklik
belli bir degere sabitlenebilir. Tepsi icindeki biitiin vialler kurutma esnasinda ayni
sartlara maruz kalir, fakat bazen sistem igerisinde degisiklikler meydana gelebilir. Tepsi
icindeki bolmelerde 1s1 girisi agisindan ¢ok az farkliliklar meydana gelebilir. Bu kiiciik
degisimler son iriiniin nem miktarinda kiiciik farkliliklar ile sonuglanabilir. Grup
yontemi atmosferik kosullar altinda ayni anda ¢ok sayida vialin kapanmasina olanak
saglar. Vialler vakum altinda veya inert gaz ile kapatilabilir. Biitiin viallerin ayni anda
kapanmasi, her vialde ayni ¢evresel sartlarin olusmasini ve depolama boyunca {iniform
tiriin stabilitesini garanti eder. Grup yontemi, tek tip bir iiriinlin ¢ok sayida ampul veya

vial igerisinde hazirlanmasi i¢in kullanilir (http://www.labconco.com, 2012).

2.7.3.3 Y121n (dokme, bulk) yontemi

Yigin yontemi, grup yontemi gibi tepsili dondurarak kurutucu sistemi igerisinde
gerceklestirilir. Uriin tepsi igerisine dokiiliir ve tek kisim halinde kurutulur. Is1 girisi,
tepsiden temas yoluyla saglandigi i¢in smirlidir. Y1gin yonteminde, manifolt veya grup
yonteminde oldugu gibi iirliniin kontrollii sartlar altinda kapatilmasi s6z konusu
degildir. Genellikle iiriin kapanmadan 6nce sistemden uzaklastirilir ve hava gegirmez
kaplarda paketlenir. Y1gin yontemi, oksijene ve neme duyarli olmayan kararh {riinler

i¢in kullanilir (http://www.labconco.com, 2012).
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2.8 Siklodekstrinler

SD’ler, nisasta tiirevlerinin 6zel bir tipi olup, siklodektrin glikozil transferaz enziminin
nisastaya etkisi sonunda meydana gelir. Alti, yedi ve sekiz glikoz iinitesinden olusan
siklik irtinler; a, B ve y-SD olarak adlandirilir. SD’ler gidalarda dogal olarak
bulunmazlar. Bazi {ilkelerde aroma ve renk maddelerinin kapsiile edilmesi ve kotii
kokularin maskelenmesi icin bunlarin gidalarda kullanilmasina izin verilmistir.
Aromatik maddelerin kapsiile edilmesine en uygun olan1 B-SD’dir. Bu bilesik sivi
ortamlarda aromatik maddeler ile bag yapar. B-SD, daha fazla lipofilik nitelikli olan
aroma maddeleri ile kolaylikla bag yapma yetenegine sahiptir. SD’in doku aralar1 polar
olmamasina karsin yiizeyleri polardir, bu durumu hidroksil gruplari tayin eder (Bayrak,

2006).

SD’lerin sahip olduklar1 i¢i bos molekiiler yapi, cok ¢esitli organik bilesikler ile
inkliizyon kompleksleri olusturmalarina izin verir. Organik bilesikler SD’in hidrofobik
kavitesine kismen veya tamamen girer ve ayni anda i¢ kisimdan bir kag yiiksek enerjili
su molekiiliinii disar1 ¢ikarir. SD ile enkapsiile edilen molekiillerin fiziksel, kimyasal ve

biyolojik 6zellikleri modifiye edilebilir (Mourtzinos vd. 2007).
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Sekil 2.6 B-SD’in kimyasal yapisi (Avci ve Donmez 2010)

I1k olarak Fransiz bilim adamu Villier (1891) tarafindan nisastadan Bacillus amylobacter

ile SD’ler iiretilmistir. 1948 yilinda SD’in inkliizyon kompleksi olusturabildikleri tespit
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edilmistir. a, B ve y-SD’ler GRAS listesinde yer almaktadir. SD’lerin giiniimiizdeki

tiretimi 100,000 tondan fazladir fakat, {ilkemizde tiretimi yapilmamaktadir.

SD’ler, fiziksel ve kimyasal olarak kararli molekiillerdir. SD’ler ile enkapsiilasyon,
diistik ¢oziiniirliiklii nutrasétiklerin biyoyararliligini, zar gegirgenligini ve ¢6ziinme
hizin artirarak, enkapsiile edilen molekiiliin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini
sert bir sekilde modifiye edebilir. SD’ler aroma tasiyicisi olarak gdrev yaparken, aroma
maddelerini; oksidasyon, 1s1 ve 1s1k kaynakli degisim ve bozulmalardan korur. Gidalarin
depolama Omiirlerini artirir, istenmeyen tat ve kokulari maskeler veya azaltir. En
Oonemlisi de su icerisinde eser miktarda ¢oziinen bilesiklerin ¢oziiniirliigiinti artirirlar

(Mourtzinos 2008).

SD’ler, kat1 durumda ve sulu ¢ozeltiler halinde kullanilabilir. Kimyasal olarak modifiye
edilmis SD’ler; ilaglarin ¢ozlniirliigiinii, kimyasal stabilitesini, biyoyararliligmi vb.

ozelliklerini gelistirmek i¢in basarili bir sekilde kullanilir (Ishiguro 2011).

SD’ler ile cesitli bilesiklerin kompleksleri; misafir molekiiliin kararlilik, biyoyararllik,
membran gecirgenligi ve ¢oziiniirlilk gibi bazi karakteristiklerinin gelismesine neden
olur. Bunlar kataliz, gida endiistrisi, eczacilik, ayirma ve biyoteknoloji gibi ¢esitli
alanlarda kullanilir.  Cesitli molekiillerin SD’ler ile olusturulan inkliizyon
komplekslerinde, molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinde belirgin degisimler

gozlenmistir.

SD’ler kozmetik alaninda; merkaptan sistemlerinde kokuyu azaltma, sa¢ boyalarinda
kararlilig1 artirma, ugucu bilesenlerin kontrolii ve antiakne uygulamalarinda aktif
bilesen olmas1 gibi ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. SD’ler, aktif bilesenlerin niifuz
etme Ozelliklerini etkiler ve koku stabilitesini artirmak i¢in kullanilir. Ayrica SD’ler;
krem, losyon ve deodorantlarda emiilsifiyer olarak kullanilmaktadir. SD’ler UV ve
gorlinlir 15181 absorbe etmez bu nedenle misafir molekiilii oksidasyon ve 151l
parcalanmadan (fitodegradasyon) koruyabilir. Bu nedenle gilines kremi ajanlariin

mikroenkapsiilasyonu 20. yy’in ilgin¢ alanlarindan olmustur (Al-Rawashdeh 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tane karabiber materyali yerel bir marketten (Fiesta Spices, USA) temin edilmistir.

Karabiberin orijini Vietnam’dur.

Piperin standardr (%98) Alfa Aesar (Heysham, England ) firmasindan, enkapsiilasyon
islemi i¢in kullanilan; B-SD hidratt VWR firmasindan (USA), mikrobiyolojik analiz i¢in
kullanilan; tryptic soy agar (TSA), tryptic soy broth (TSB) ve pepton kimyasallari
Becton, Dickinson and Co. (Franklin Lakes, NJ, USA) firmasindan, antioksidan
aktivite tayini i¢in kullanilan; DPPH radikali (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Sigma-
Aldrich firmasindan (Steinhein, Germany), toplam fenolik madde tayininde kullanilan:
Folin-Ciocalteu belirteci MP Biomedical firmasindan (Illkirch, France) temin edilmistir.

Calismada kullanilan biitiin kimyasallar analitik safliktadir.

3.2 Yontem

3.2.1 Karabiber oleorezinin ekstraksiyonu

Karabiber oleorezinin ekstraksiyonu i¢in Borges ve Pinto (1993) tarafindan gelistirilmis
olan yontem kullanilmistir. Tane karabiber kahve 6giitiiciisii (Mr. Coffee, Boca Raton,
Florida) ile ogiitiilmiis ve ekstraksiyon islemi i¢in %95 saflikta etanol kullanilmistir.
Ogiitiilmiis karabiberden 100 g alinarak 300 mL etanol (%95) ile 24 saat siirekli
karistirilmistir. Daha sonra Whatman filtre kdgidindan vakum altinda stiziilmiistiir. Elde
edilen karisimdaki etanol, 40°C’da doner buharlastirici (Heidolph, VWR, USA) ile
uzaklagtirnllmigtir. Buradan elde edilen oleorezin sizdirmaz siselerde buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Bu ekstraksiyon yoOntemi, soguk maserasyon olarak

adlandirilmaktadir.
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3.2.2 Karabiber oleorezinin piperin icerigi analizi

Karabiber oleorezinin piperin igerigi, Shaikh vd. (2004) tarafindan gelistirilen yotem
kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in yaklasik 0.006 g piperin standard1 tartilip 10 mL
etanolde (%95) ¢oOzlinmiistiir. Bu c¢ozeltiden 250 pL almip etanol ile 25 mL’ye
tamamlanmis ve boylece stok c¢ozelti elde edilmistir. Stok ¢ozelti seyreltilerek, 2.2-6
pg/mL arasinda farkli konsantrasyonlara sahip ¢ozeltiler hazirlanmis ve 343 nm’de
spektrofotometre (Shimadzu, Columbia, USA) ile absorbans degerleri okunmustur.
Absorbans degerleri piperin konsantrasyonlarina karsilik bir grafige gecirildikten sonra
verilere linear regresyon analizi uygulanmistir. Boylece piperin standart egrisi ve bu

egriyi tanimlayan bir denklem elde edilmistir.

Daha sonra yaklasik 12.5 mg oleorezin tartilip 10 mL etanolde (%95) ¢éziinmiistiir. Bu
cozeltiden 170 pL alinip etanol ile 25 mL’ye tamamlanmis ve 343 nm’de
spektrofotometre (Shimadzu, Columbia, USA) ile absorbans degerleri elde edilmistir.
Bu degerler denklemde kullanilarak piperin konsantrasyonu bulunmus ve seyreltme

faktorii ile carpilarak oleorezinin piperin igerigi belirlenmistir.

3.2.3 Mikroenkapsiilasyon islemi

Kaplama materyali olarak B-SD kullanilmistir. B-SD ve piperinin konsantrasyonlart 16
mM ve sulu ¢ozeltideki molekiiler oranlar1 1:1°dir. 16 mM piperin ve -SD hazirlamak
icin oleorezinden 2.2247 g, B-SD den 4.5 g alinmustir. Oleorezin 5 mL etanolde (%95)
¢Oziinmiis ve sonra 3200 devir/dakikada (rpm) 15 dakika santrifiij edilmistir.
Enkapsiilasyon iglemi igin listte toplanan ¢oziinmiis kisim kullanilmistir. Altta kalan
cokelti ise kurutulup agirligi bulunmustur. B-SD saf suda ¢6ziilmiis ve oleorezin-etanol
karisimu ile karistirilip 250 mL’ye saf su ile tamamlanmistir. Daha sonra karisim 48 saat
boyunca karigtirllmig ve karistirma igleminin ardindan 24 saat dondurucuda
bekletilmigtir. Daha sonra -50°C’da 7.5 um Hg basinginda Labconco Freeze Dryer-5
(Kansas City, MO, USA) modelindeki dondurarak kurutucuda yaklasik olarak 48 saat

boyunca liyofilize edilmistir. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra partikiiller

30



sizdirmaz siselere alinmis, agirliklar tartilmis ve analizlere kadar -20°C’da muhafaza

edilmistir.

3.2.4 Partikiillerin piperin tutma etkinligi analizi

Partikiillerin piperin tutma etkinligi analizi i¢in Gomes vd. (2011) tarafindan gelistirilen
yontem kullanilmigtir. 10 mg mikrokapsiil tartilip 9.5 mL etanol (%95) ve 0.5 mL saf
suda ¢oziilmiistiir. 30 saniye vorteksle karigtirilmis ve 48 saat boyunca oda sicakliginda,
kapal1 bir sekilde bekletilmistir. Daha sonra 343 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu,
Columbia, USA) absorbanslar1 okunup, standart egriden yararlanilarak piperin igerigi

belirlenmistir. Bunun i¢in asagidaki formiil kullanilmistir.

Enkabsiil Etkinligi = mikrokapsiil icinde tutulmus aktif bilesen miktari % 100
fikapsiriasyon Btnugt = baslangicta kullanilmis aktif bilesen miktar:

. amount of active compound entrapped
Entrapment Efficiency = — - x 100
initial active compound amount

3.2.5 Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC) analizi

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC), bir sicaklik programinda 6rnege verilen 1s1
akis hizimin zamana veya sicaklifa gore takip edildigi 1sil analiz teknigidir. DSC
grafiklerinde erime, buharlasma ve camsi gecisler endotermik pikler seklinde
goriiliirken kristallesme, bozunma, oksidasyon ve kimyasal reaksiyonlar ekzotermik

pikler seklinde goriiliir (Durmus 2001).

DSC analizi i¢in Karathanos vd. (2007) tarafindan gelistirilmis olan yoOntem
kullanilmistir. Analiz Pyris 6 Perkin Elmer cihazi (Pyris 5.0 Software, Boston, MA,
USA) kullanilarak yapilmis ve cihazin kalibre edilmesi i¢in ¢inko ve indiyum metalleri
kullanilmistir. Ornekler arasindaki farkin belirlenmesi icin 4 adet ornek analiz
edilmistir. Ornekler; B-SD, piperin standardi, oleorezin-etanol (%95) ¢ozeltisi (0,3
g/mL) ve dondurarak kurutulmus B-SD kompleksidir. Sistem igerisinde azot gazi

kullanilmig ve yaklasik 20 mL/dakika hizla sisteme verilmistir. Tarama hiz1 70°C’dan
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230°C’a kadar 10°C/dakika artirilmistir. Ornekler 1-2 mg agirliginda tartilip 62 pL’lik
aliminyum kaplara konulmus ve kaplar hermetik olarak kapatilmistir. Hermetik olarak
kapatilmis bos alliminyum kap referans olarak kullanilmistir. Her 6rnek i¢in 3 tekrar

yapilmigtir.

3.2.6 Partikiil biiyiikliigii analizi ve morfolojisi

Partikiil biiytikliigli analizi Hill vd. (2013) tarafindan gelistirilen metot ve Delsa™ Nano
C Partikiil Analiz Cihaz1 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) kullanilarak yapilmistir.
Bunun i¢in 15 mg 6rnek tartilip 10 mL saf suda ¢oziilmistiir (1.5:1). Elde edilen
siispansiyon tek kullanimlik 1 ¢cm yol uzunluguna sahip plastik kiivetlerde 165° sacilim

acis1, 50 pm gozenek biiylikliigl ve 1.3328 kirilma indisinde analiz edilmistir.

Partikiillerin mikro yapisal oOzellikleri JEOL 1200 EX Gegirimli Elektron
Mikroskobunda (TEM) (JEOL USA Inc., Peabody, MA) analiz edilmistir. 10 mg
partikiil tartilip 10 mL saf suda (1:1) siispansiyon haline getirilmis ve 10 dakika
ultrasonik banyoda tutulmustur. Cozeltiden 3 ul alinip bakir 1zgara tizerine mikropipet
yardimiyla damlatilmis ve uranil asetat (%2) ile bakir 1zgara (grid) iizerine
sabitlenmistir. Ornek iizerindeki kimyasalin fazlasindan kurtulmak igin 1zgara {izerine
az miktarda saf su damlatilip filtre kagidi yardimi ile ¢ekilmistir. Bakir 1zgaranin
kurumasi saglanmig ve 88 kV’da analiz edilmistir. 18000 ve 110000 arasinda biiyiitme

orani kullanilmigtir

3.2.7 Faz ¢oziiniirliigii analizi

Faz ¢oziiniirliigii calismalar1 Higuchi ve Cannors (1965) tarafindan gelistirilen yonteme
gore yapilmustir. Bunun i¢in 25 mM piperinin 2.5, 5, 7.5 ve 10 mM f-SD
konsantrasyonuna sahip sulu cozeltilerde 25, 35 ve 45°C sicakliklarda ¢oziiniirligii
arastirilmistir. 25 mM piperin igeren oleorezin miktar1 yaklagik olarak 0.14 g olarak
hesaplanip tartilmis ve 1 mL etanolde (%95) ¢oziilmiistiir. Deney tiiplerine sirasiyla
0.029, 0.057, 0.085 ve 0.114 g B-SD tartilmis, her bir deney tiipiine 9 mL damitik su ve
ardindan 1 mL oleorezin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Boylece 2.5, 5, 7.5 ve 10 mM (B-SD
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konsantrasyonuna sahip ¢dzeltiler elde edilmistir. Ornekler ¢alkalamali su banyosunda
(VWR 18L Shaking Water Bath, Radnor, PA, USA) yerlestirilmis, 200 rpm hizda 48
saat boyunca 25, 35 ve 45°C sicaklikta bekletilmistir. Daha sonra Ornekler tek
kullanimlik 0.45-um PTFE filtrelerden (IC Millex-LH, Millipore, Billerica, MA, USA)
gecirilmistir. 343 nm’de 6rneklerin absorbans degerleri okunarak sahip olduklar piperin
miktar1 standart egriden yararlanilarak hesaplanmistir. B-SD ve piperin arasindaki

reaksiyonun kararhlik sabiti, K. (M™), asagida belirtilen esitlige gore elde edilmistir.

egim

¢~ intersept. (1 — egim)

Faz c¢oziiniirliigli analizinin deneysel verileri, Van’t Hoff esitliginde kullanilarak

mikrokapsiillerin termodinamik 6zelliklerini agiklanmistir. Van’t Hoff esitligi: K. ve

sicaklik arasindaki linear iliskiyi gosterir ( Hill vd. 2013).

e _ A as
M= "RTTR

Burada;
AH: reaksiyonun entalpi degisimi (J/mol)
R: gaz sabiti (J/mol K)
T: sicaklik (K)
AS: reaksiyon i¢in entropi degisimi (J/mol K) dir.

Standart basing ve sicaklikta; Gibbs serbest enerjisi (AG) asagidaki esitlige gore
hesaplanir (Hill vd. 2013).

AG=AH-T. AS

3.2.8 Antioksidan aktivite analizi

Antioksidan aktivite tayini Deng vd. (2011) tarafindan gelistirilmis olan ydntem
kullanilarak yapilmistir. Bu yontemde DPPH radikali kullanilmistir. DPPH radikali,
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antioksidan maddenin hidrojeni ile birleserek, tek elektronu indirgenmis DPPH-H'i
olusturmaktadir. Bu duruma bagli olarak molar absorpsiyon katsayisi 9660’tan 1640’a

diismekte ve DPPH radikalinin mor olan rengi sartya donlismektedir (Prakash 2001).

DPPH radikali metanolde ¢oziilerek 0.1 mM konsantrasyona sahip olacak sekilde

hazirlanmustir.

Yaklasik 0.03 g karabiber oleorezini tartilmis ve 10 mL metanolde ¢oziilmiistiir. Sonra
3.7 mL 0.1 mM DPPH ¢ozeltisi ile 0,3 mL oleorezin ¢ozeltisi karistirilip siddetli bir
sekilde ¢alkalanmis ve 30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Daha sonra
orneklerin absorbansi cam kiivette 517 nm’de spektrofotometre (Shimadzu, Columbia,

USA) ile okunmustur.

Yaklasik olarak 0.086 g mikrokapsiil tartilmis ve 10 mL metanol-su (%50-%50)
karisiminda 5 dakika magnetik bir karistiricida karistirilarak ¢éziilmiistiir. 3.7 mL 0.1
mM DPPH ¢ozeltisi ve 0.3 mL mikrokapsiil-metanol-su ¢ozeltisi bir tiipte siddetli bir
sekilde calkalanmis ve 30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Daha sonra

orneklerin absorbansi cam kiivette 517 nm’de spektrofotometre ile okunmustur.

Kontrol: 3.7 mL 0.1 mM DPPH ve 0.3 mL metanol karistirilip siddetli bir sekilde

calkalanmis ve ayni1 islemler kontrol i¢in de uygulanmustir.

A0 _As

0

= x 100

Burada;
I = Serbest radikal tutma orani
A= Omegin absorbansi

Ao = Kontroliin absorbansidir.
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3.2.9 Toplam fenolik madde analizi

Toplam fenolik bilesiklerin tayini i¢in Folin-Ciocalteau belirteci kullanilmis ve Medina
(2011) tarafindan gelistirilen yontem uygulanmistir. Folin-Ciocalteau yodnteminde;
fenolik bilesikler alkali ortamda Folin-Ciocalteau ayracimi indirgeyerek kendileri
oksitlenmis forma déniisir (Ozkan vd. 2007). Karabiber oleorezinin ve
mikrokapsiillerin sahip oldugu toplam fenolik madde miktar1 “mg GAE/100 g

oleorezin” cinsinden verilmistir.

Fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri ile verildigi i¢in, dncelikle gallik asit standart
egrisi olusturulmustur. 5 mg gallik asit tartilip 100 mL saf suda ¢oziilmiistiir. Gallik asit
stok ¢ozeltisinden 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 pL alinip 2.3 mL’ye damitik su ile
tamamlanmig ve bdylece 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 pg gallik asit/mL konsantresinde
cozeltiler elde edilmistir. Bu ¢ozeltilere 500 pL Folin-Ciocalteu (1:3) ayraci ve 200 uL
sodyum karbonat (Na,COs) (%10) ¢ozeltisi ilave edilip bir tiipte siddetli bir sekilde
karistirilmistir. Karisim, oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 30 dakika bekletilmis
ve ardindan spektrofotometre (Shimadzu, Columbia, USA yardimiyla) yardimiyla 700
nm’de absorbanslar1 okunmustur. Absorbans degerleri, gallik asit konsantrasyonlarina
karsilik bir grafige aktarilmis ve linear regresyon analizi uygulanmistir. Boylece gallik

asit standart egrisi ve bu egriyi tanimlayan bir denklem elde edilmistir.

Analiz i¢in kullanilan doymus karbonat ¢6zeltisi; 20 g sodyum karbonat tartilip damitik
su ile 100 mL hacme tamamlanmig ve ¢Ozelti berrak bir hale gelinceye kadar iyice

karistirilarak elde edilmistir.

Oleorezinden 0.01 g tartilmis ve 10 mL etanolde ¢oziilerek 1000 pg/mL konsantrasyona
sahip ¢ozelti elde edilmistir. 125 pL oleorezin-etanol ¢ozeltisi, 2175 pL damaitik su, 500
uL Folin-Ciocalteu (1:3) ayract ve 200 puL. sodyum karbonat (%10) ¢dzeltisi bir tiipte
siddetli bir sekilde karigtirllmistir. Karigim, oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 30

dakika bekletilmis ve ardindan 700 nm’de absorbans degeri okunmustur.
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Mikrokapsiilden 0.028 g tartilmis ve 10 mL etanol-su (1:1) karisiminda 5 dakika
magnetik bir karistiricida ¢oziilmiistiir. 175 pL mikrokapsiil i¢eren etanol-su ¢ozeltisi,
2125 pL damitik su, 500 pL Folin-Ciocalteu(1:3) ayraci ve 200 pL sodyum karbonat
(%10) ¢ozeltisi bir tlipte siddetli bir sekilde karistirilmistir. Karisim, oda sicakliginda ve
karanlik bir ortamda 30 dakika bekletilmis ve sonra 700 nm dalga boyunda absorbans
degeri okunmustur (Medina 2011).

Orneklerin fenolik madde miktarlar gallik asit cinsinden, standart egriyi tanimlayan

denklem kullanilarak bulunmustur.

3.2.10 Minimum bakteri inhibisyon konsantrasyonu analizi

Minimum bakteri inhibisyon konsantrasyonu (MiK), antibakteriyel olarak kullamlacak
ornegin bakteri gelisimine engel olan en diisiik konsantrasyonudur. MIK degeri,

antimikrobiyel 6rnegin statik etkisini gosterir.

Minimum bakteri inhibisyon konsantrasyonu analizi, Gutiérrez-Larrainzar vd. (2012)
tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak yapilmistir. Oleorezin ve mikrokapsiiller
Escherichia coli K12’ye kars1 test edilmistir. E. coli K12 Texas A&M Universitesi Gida
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan (College Station, TX, USA) temin edilmistir.
Bakterilerin aktive edilmesi ve gelistirilmesi amactyla tryptic soy broth (TSB) besiyeri
kullanilmistir. Bakteriler yatik besiyeri stok kiiltiiriinden bir 6ze ucu ile alinarak 10 mL
stvi besiyerine asilanmis ve Kkiiltiir 35°C’da 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirden tekrar bir 6ze ucu ile 10 mL siv1 besiyerine asilanip,
35°C’da 24 saat inkiibasyona birakilarak 2. pasaj elde edilmistir. Standart inokulumdaki
toplam bakteri sayisin1 belirlemek amaciyla 2. pasaj bakteri kiiltiirinden ardisik
seyreltmeler yapilmis, uygun seyreltilerden TSA besiyerine yayma yontemiyle ekim
yapilmustir. Ekim yapilan petriler 35°C’da 20-22 saat siireyle inkiibasyona birakilmus,
koloni sayimi yapilarak toplam bakteri sayist hesaplanmistir. Standart inokulumdaki
bakteri sayist 4.3 log;o KOB/mL bulunmustur. Daha sonra hazirlanmis olan standart
inokulumdan 1 mL almip 9 mL TSB besiyerine ilave edilmistir. Boylece bakteri-

besiyeri karigimi elde edilmistir.
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0.01 g oleorezin tartilmis, 1 mL etanolde ¢oziilmiis ve damitik su ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. Boylece 1000 pg/mL konsantrasyona sahip stok ¢ozelti elde edilmistir.
Stok ¢ozeltinin 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlart E. coli K12’ye karsi test edilmistir. Tek kullanimlik plastik
spektrofotometre kiivetlerine (3 mL) 1 mL o6rnek ¢ozeltisi ve 1 mL bakteri-besiyeri
karisimi ilave edilip spektrofotometre (Shimadzu, Columbia, USA yardimiyla)
yardimiyla 630 nm’de absorbanslari okunmugstur. Daha sonra kiivetler 30°C’da 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan o6rneklerin tekrar absorbanlari
okunmustur. Sonuglara gére absorbansinda degisim saptanmayan 6rnek konsantrasyonu
bakteri gelisimi olmayan konsantrasyondur ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
olarak belirlenmistir. Bakteri gelisiminin olmadig1 bu son diliisyondan alinan 0.1 mL
miktarindaki inokulum ile petri kabina ekim yapilmistir. Petri kabinda gelismenin
olmamasi minimum letal konsantrasyon (MLK) degerini, eger tiipte gelisme varsa MiK

degerini gosterir.

Sirastyla 0.0142, 0.02, 0.0285, 0.0427, 0.057, 0.071, 0.0855 ve 0.114 g mikrokapsiil
ornekleri tartilip, 10 mL saf suda c¢oziilmis ve 10 dakika ultrasonik banyoda
tutulmustur. Cozeltiler E. coli K12’ye karst oleorezin i¢in takip edilen ayni islem

basamaklar1 izlenerek test edilmistir.

3.2.11 istatistik degerlendirme

Biitiin analizler 3 tekerriirlii olarak yiiriitilmiistiir. Istatistik analizler i¢in "Minitab for
Windows (ver. 15.1)" ve "MSTAT" paket programlari kullanilmistir. Faz ¢ozlintirliigii
caligsmalari, toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite tayinlerinden elde edilen
sonuglar; one-way varyans analizi kullanmilarak test edilmis (ANOVA) ve farkh

gruplarin saptanmasinda TUKEY testi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu caligmada, karabiber oleorezini B-SD ile kaplanarak dondurma kurutma teknigi ile
enkapsiile edilmistir. Elde edilen mikrokapsiillerin; enkapstilasyon etkinligi, partikiil
biiytlikliigii ve morfolojisi ile DSC analizleri yapilmistir. Faz ¢ozliniirliigii calismalari ile
B-SD ve karabiber oleorezini arasindaki termodinamik olaylar arastirilmistir. Yapilan
calismalar sonucu elde edilen bulgular asagida sirasiyla verilmis ve literatiir

bildirisleriyle karsilastirilarak tartisilmistir.

4.1 Karabiber Oleorezinindeki Piperin Miktarina ait Bulgular

Karabiberden elde edilen oleorezinin piperin miktari; asagida verilen Sekil 4.1°deki

standart egri kullanilarak hesaplanmustir.

0.9
08 y = 0.1248x +0.0029

R?=0.9999
0.7 /?

0.6
£ 0.5
g0
S 0.4
=]

» 0.3
=)
<02 /i
0.1
0 / T T T 1

0 2 4 6 8
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.1 343 nm dalga boyunda 6Sl¢iilen piperin standart egrisi

Hesaplanan sonu¢ %47.98+0.8 olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonug, karabiber
oleorezininde énemli miktarda piperin bulundugunu kanitlamaktadir. Attokaran (2011);
karabiber oleorezinin %40 civarinda olmasi gerektigini, Akgiil (1993); %35-53 arasinda
degisebilecegini ve Purseglove vd. (1980); etanol ile ekstrakte edilen karabiber
oleorezinin piperin igerigininin %33-55 olmasi gerektigini ifade etmistir. Elde edilen

sonug bu degerlere uygunluk gostermektedir.
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4.2 Partikiillerin Piperin Tutma Etkinligine ait Bulgular

Mikrokapsiillerde tutulmus olan piperin miktar1 sekil 4.1°de verilen esitlik kullanilarak
hesaplanmis ve sonu¢ %72.74+3.11 olarak bulunmustur. Carlotti vd. (2007) trans-
sinnamaldehiti y-SD kullanarak dondurarak kurutma teknigi ile enkapsiile etmistir. Bu
calismada,  mikrokapsiillerin trans-sinnamaldehit tutma etkinligini %60 olarak
belirtilmistir. Hill vd. (2013) tar¢in kabugu ve karanfil ekstraktlarini, kaplama materyali
olarak B-SD kullanarak dondurarak kurutma teknigi ile enkapsiile etmis ve caligmada;
mikrokapsiillerin trans-sinnamaldehit ve 6jenol tutma etkinliklerini sirastyla %42 ve
%78 olarak belirtmistir. Goriildiigli gibi arastirmalarda belirtilen sonuglar genis bir
aralikta degismektedir. Bu calisma sonucunda elde edilen mikrokapsiillerin piperin

tutma etkinligi degerinin kabul edilebilir bir deger oldugu anlasilmaktadir.

4.3 Partikiil Biiyiikliigii ve Morfolojisine ait Bulgular

Bu ¢alisma ile bulunan sonuglar ¢izelge 4.1°de verilmistir. Polidispersite indeksi (PI),
partikiil biiyiikliigiine bagh bir élgiimdiir. Ornek tek dagilimli (monodisperse) ise PI
degeri 0.02’den kiigliktiir. PI degeri 0.02’nin {izerinde ise sonug¢ dikkatli
degerlendirilmelidir (Mezzalira 2005). iki veya daha fazla SD molekiilii veya SD’ler ile
elde edilmis partikiiller bir araya gelerek kiimelesebilirler. PI degerindeki degiskenlik,
partikiillerin bir araya gelme egiliminden kaynaklanabilir ve kiimelesme ortalama
partikiil biiylikliigliniin beklenenden daha fazla olmasinin bir sonucudur (Loftsson vd.

2004).

Cizelge 4.1 Partikiil biiytikliigii ve polidispersite indeksi

Ornek Polidispersite indeksi (PI) Partikiil ¢cap1 (nm)

Mikrokapsiil 0.283+0.023 129.99+22.37

Choi vd. (2010) balikyagint B-SD ile enkapsiile ettikleri ¢aligmalarinda; ortalama
partikiil biiylikligliniin 250-700 nm arasinda ve PI degerinin 0.5-0.7 arasinda
degistigini ortaya koymustur. Hill vd. (2013) t-sinnemaldehit ve 6jenol (2:1) karisimini
B-SD ile enkapsiile etmisler; partikiil biiyiikliigiiniin 1.23 pm ve PI degerinin 0.024
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oldugunu ifade etmistir. Gorildiigli gibi kullanilan materyale bagli olarak partikiil
blyiikligi ve PI degeri degismektedir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar bu

degerler arasindadir.

Taramal1 Elektron Mikroskobu (TEM) goriintiileri partikiil biiyiikliigii ve morfolojisini
gostermektedir. Sekil 4.2°deki goriintiiler, partikiillerin kristal yapida oldugunu ortaya
koymaktadir. Padalkar ve Gaikar (2008) etanol ile ekstrakte edilen piperinin sulu
cozeltisini TEM ile goriintiilemis ve piperinin kristal bir yapiya sahip oldugunu
belirtmigtir. Partikiillerin  kristal yapiya sahip olmasinin piperinin seklinden
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Bunun yaninda Choi vd. (2010) tarafindan balik
yaginin B-SD ile enkapsiile edildigi ¢alismada; 10:10 karistirma oraninda elde edilen
mikrokapsiillerin Atomik Kuvvet Mikroskobu ile elde edilen goriintiilerinde de kristal

yap1 gbzlenmistir.
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Sekil 4.2 Dondurarak kurutma teknigi ile enkapsiile edilmis B-SD igeren karabiber
oleorezinin TEM goriintiisii

4.4 Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Bulgular:

Karabiber oleorezinin B-SD ile enkapsiilasyonu, oksidatif DSC analizi ile incelenmistir.
Sekil 4.3’de goriildiigii gibi mikrokapsiile ait termogram; oleorezin-etanol ¢ozeltisi, -
SD ve piperin standardina ait termogramlar ile kiyaslanmistir. Oleorezin-etanol
cozeltisine ait termogramda 75-120°C arasinda genis bir ekzotermik pik goriilmiistiir.
Piperin standardina ait termogramda ise 135°C’da ekzotermik bir pik gdzlenmistir. Bu
piklerin oleorezin ve piperinin oksidasyon veya hidrolizinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. -SD oOrnegine ait termogramda; 200°C civarinda 1si1l bozulmadan
kaynaklandig1 diisiiniilen ekzotermik bir pik goriilmiistiir. Bozulmaya bagli bu pikler

mikrokapsiile ait termogramda saptanmamistir ve bu durum B-SD kavitesinde oleorezin
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ve piperinin korundugunu kanitlamaktadir. Ancak mikrokapsiile ait termogramda 100°C
civarinda  mikrokapsiilin ~ yapisinda  bulunan  uzaklastirilamayan  suyun

buharlasmasindan kaynaklanan endotermik bir pik goriilmektedir.
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2 == mikrokapsiil
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< B 4 - oleorezin+etanol
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Sekil 4.3 Piperin, B-SD, oleorezin-etanol ¢dzeltisi ve mikrokapsiile ait termogram

4.5 Faz Coziiniirliigii Analiz Bulgularn

Partikiillerin 25, 35 ve 45°C’da elde edilen faz ¢oziiniirligli diyagramu sekil 4.4’ de

verilmistir.
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Sekil 4.4 Karabiber oleorezininin suda B-SD ile 25, 35 ve 45°C’daki faz ¢oziiniirligi
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Calisilan biitiin sicakliklarda elde edilen diyagramlar dogrusaldir (R >0.9625) ve slope
degerleri 1’den kiicliktiir. Diyagramlara gore B-SD’in konsantrasyonu arttik¢a
oleorezinin suda ¢oziiniirliigli de dogrusal olarak artmistir. Bu diyagramlar Higuchi ve
Connors (1965)’a gore Ap tipi bir diyagramdir. A tipi diyagram; oleorezinin suda
¢Oziiniirliigiiniin B-SD konsantrasyonu ile birlikte arttigini, alt simge seklinde belirtilen

L ise 1:1 oraninda gergeklesen inkliizyon kompleksi olusumunu ifade etmektedir.

Kararhilik sabitleri (K.), Cizelge 4.2’de gosterilmistir. K. degerlerinde artan sicaklik ile
meydana gelen azalma, karabiber oleorezini ve B-SD arasinda gergeklesen reaksiyonun
ekzotermik oldugunu gostermektedir (Mourtzinos vd. 2007). Negatif AH degeri de
karabiber oleorezini ve p-SD arasindaki etkilesimin ekzotermik oldugunu
dogrulamaktadir. Entalpi degisiminin (AH) biyiikligii; B-SD molekiiliiniin
kavitesindeki suyun uzaklastirilmasi, molekiiller arasinda Van der Waals
etkilesimlerinin artmasi ve hidrojen baglarinin olugmasi ile meydana gelen hidrofobik
etkilesimler gibi diislik enerjili reaksiyonlarin gostergesidir (Mourtzinos vd. 2008). Bu
calismada entropi degisimi (AS) pozitiftir. B-SD molekiiliiniin kavitesinin biiytkIigi
Van der Waals tipi reaksiyonlarin olusumuna katkida bulunmaktadir ve bu duruma baglh
olarak ¢ok molekiillii komplekslerin olusumu AS’in biiylik olmasina neden olmaktadir

(Bouchemal vd. 2009).

Gibbs serbest enerji degisimi; 298 K’de -142.8 j/mol bulunmustur. AG’nin negatif
olmasi, inkliizyon komplekslerinin kendiliginden gelisen bir proses oldugunu
gostermektedir (Karathanos vd. 2007). Illapakurthy vd. (2005), SD’ler ile artemisinin ve
naproksen arasinda meydana gelen termodinamik olaylar1 inceledikleri ¢aligmada AH,

AS ve AG i¢in benzer sonuglari elde etmistir.
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Cizelge 4.2 Karabiber oleorezini ile B-SD arasindaki kompleks olusumunun
termodinamik degerleri

Sicakhk | Intersept | Egim | K. v R AH AS AG
(°C) (J/mol) | (J/mol K) |(J/mol K)
25 0.18 0.01 55.52° 098 | -189.32 0.15 -234.79
35 0.21 001 | 5253 | 0.99 - - -
45 0.29 0.01 39.73¢ 0.96 - - -

Farkli harfler ile ifade edilen ortalama degerler arasindaki fark, istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05).

4.6 Antioksidan Aktivite Bulgular

Polifenollerin SD’ler ile elde edilen kompleksleri, polifenollerin suda ¢oziiniirliklerini
ve antioksidan aktivitelerini artirir. Hidrofobik molekiiller sulu c¢ozeltilerde, SD

kaviteleri ile yiiksek birlesme egilimi gosterir (Celik vd. 2011).

Cizelge 4.3 Serbest haldeki karabiber oleorezini ve mikrokapsiiliin sahip oldugu DPPH
radikali yakalama aktivitesi

Ornek DPPH radikali yakalama
aktivitesi (%)
Oleorezin 44.54+1.18°
Mikrokapsiil 63.51+0.72°

Farkl: harfler ile ifade edilen ortalama degerler arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi karabiber oleorezinin DPPH radikali yakalama aktivitesi
%44.54+1.18’dir. Gulcin (2005) karabiberin etanol ekstraktinin DPPH radikali
yakalama aktivitesini %48+5.18 olarak belirtmistir. Calismamizda bulunan sonugla
burada verilen sonu¢ benzerlik gostermektedir. Sonuglara gére mikrokapsiilde bulunan
oleorezinin DPPH radikali yakalama aktivitesi 6nemli miktarda artmistir. Jullian vd.
(2007), kuersetin ve SD kullanilarak olusturulan inkliizyon komplekslerinde,
mikrokapstil icerisindeki kuersetinin serbest kuersetinden daha iyi DPPH radikali

yakalama etkisi gosterdigini belirmistir. Lu vd. (2009), resveratrol ve SD kullanilarak
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olusturulan inkliizyon komplekslerinde, mikrokapsiil i¢erisindeki resveratroliin serbest

haldeki resveratroliin sahip oldugu antioksidan aktiviteyi korudugunu belirtmistir.

4.7 Toplam Fenolik Madde Bulgular:

Cizelge 4.4 Serbest haldeki karabiber oleorezininin ve mikrokapsiildeki oleorezinin
icerdigi toplam fenolik madde

Ornek Toplam fenolik madde
(mg GAE/100 g oleorezin)
Oleorezin 8684.51+838.43"
Mikrokapsiil 7637.63+263.62°

Aynt harf ile ifade edilen ortalama degerler arasindaki fark, istatistiksel olarak énemli degildir (p>0.05).

Cizelge 4.4’te goriildiigi gibi mikrokapsiil igerisindeki karabiber oleorezinin sahip
oldugu toplam fenolik madde, serbest haldeki oleorezinin igerdigi toplam fenolik

maddeden daha diisiiktiir fakat bu fark istatistiki olarak 6nemli degildir.

Saénz vd. (2008), kaktiisiin etanol ekstraktini piiskiirterek kurutma teknigi ile
maltodekstrin ve iniilin kullanarak enkapsiile etmistir. Maltodekstrin kullanilarak elde
edilen mikrokapsiillerin fenolik madde igerigi 1607 mg GAE/g ekstrakttan 1812’mg
GAE/g ekstrakta, iniilin kullanilarak elde edilen mikrokapsiillerin fenolik madde igerigi
2223 mg GAE/g ekstrakttan 2410 mg GAE/g ekstrakta yiikseldigi goriilmiistiir. Bunun
tersi bir durumu; Cilek vd. (2012), visneden elde edilen fenolik maddelerin dondurarak
kurutma teknigi ile maltodekstrin ve gam arabik kullanilarak enkapsiile ettikleri
caligmalarinda, fenolik madde icerigi 91.29 mg GAE/g ekstrakttan ¢ekirdek materyal:
kaplama materyali oran1 1:10 olan mikrokapsiillerde 45.65 mg GAE/g ekstrakta, 1:20
olan mikrokapsiillerde 30.43 mg GAE/g ekstrakta distiigiinii saptamigslardir.
Dondurarak kurutma teknigi uygulanan bu ¢alismada fenolik madde miktariin diistiigii
goriilmekte ve bizim elde ettigimiz bulgularla paralellik gostermektedir. Bu ¢alismalara
gbre; enkapsiilasyon isleminin etkisiyle fenolik madde igeriginin artmasi veya
korunmasinda, kullanilan enkapsiilasyon teknigi ve kaplama materyalinin etkili oldugu

distiniilmektedir.
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4.8 Minimum Bakteri inhibisyon Konsantrasyonu Bulgulari
Mikrokapsiilde bulunan oleorezinin MIK degeri ile serbest haldeki oleorezinin MIiK
degeri cizelge 4.5’te verilmistir. Bu Cizelgeden goriilecegi gibi bulunan degerler

arasinda ¢ok az bir farklilik goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Serbest haldeki karabiber oleorezini ile mikrokapsiildeki oleorezinin MiK

degerleri
Ornek MIK® (ug/mL)
Oleorezin 400
Mikrokapsiil 426

% 35°C’da 24 saat inkiibasyondan sonra serbest oleorezin ve enkapsiile edilmis oleorezinin 630 nm’de
optik yogunluk farklarinim 0.05’den kiiciik oldugu en diisiik konsantrasyonunu ifade eder.

Hill vd. (2013) targin kabugu ekstrakti, karanfil ekstrakti, trans-sinnemaldehit, 6jenol ve
bunlarin B-SD ile olusturulmus inkliizyon komplekslerini S. typhimurium ve L. innocua
bakterilerine kars1 test etmistir. Calismada mikrokapsiilde mevcut olan tar¢in kabugu ve
karanfil ekstraktlarinin serbest haldeki ekstraktlardan daha iyi antibakteriyel etki
gosterdigi belirtilmistir. Ayni caligmada serbest haldeki frans-sinnemaldehitin MIK
degeri 400 pg/mL iken, B-SD ile enkapsiile edilmis mikrokapsiillerin MIK degeri 479
ug/mL, trans-sinnemaldehit: jenol (2:1) karigimi mikrokapsiillerinin MIK degeri ise
487 ng/mL olarak belirtilmistir. Wang vd. (2011); 6jenoliin B-SD ile olusturulmus
inkliizyon komplekslerinin E. coli gelisimini 6nledigini ancak S. paratyphi B ve S.

aureus’a kars1 etkili olmadigini ifade etmistir.

Bu c¢alismalara gore; enkapsiile edilen maddenin [B-SD kavitesinden tamamen
salinmadan bakteriler ile karsilagsmasi ve misafir molekiiliin segici antimikrobiyal
aktiveye sahip olmasi gibi yapisal farkliliklar MIK degerlerini etkilemektedir. Sonug
olarak; karabiber oleorezini B-SD ile enkapsiile edilerek, oleorezinin suda
¢oziiniirliigiiniin artmas1 sonucu MIK degerinin diismesi beklenirken, bu durum

gbzlenmemis ancak oleorezinin sahip oldugu antibakteriyel aktivite korunmustur.
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5. SONUC

Karabiber oleorezini, dondurarak kurutma teknigi ile B-SD kullanilarak basarili bir
sekilde enkapsiile edilmistir. Mikrokapsiillerin morfolojik yapisinin, piperinin sekline

bagli olarak diizensiz ve kristalik sekilde oldugu goriilmiistiir.

DSC analizinde; oleorezin-etanol ¢ozeltisine ve piperin standardina ait termogramlarda
oksidasyon veya hidrolize bagh olarak ekzotermik pikler goriiliirken, mikrokapsiile ait
termogramda bu piklere rastlanmamistir. Bu durum, oleorezinin f-SD molekiiliiniin

kavitesinde korundugunu kanitlamaktadir.

Faz ¢oziintirliigii ¢alismalart 25, 35 ve 45°C’da gerceklestirilmis ve bu sicakliklarda elde
edilen diyagramlarin dogrusal oldugu, sicaklik ve -SD konsantrasyonun artigina paralel

olarak karabiber oleorezinin suda ¢oziliniirliigiiniin de arttig1 gérilmiistiir.

Karabiber oleorezinin kuvvetli bir antioksidan oldugu, enkapsiilasyon islemi sonrasi
karabiber oleorezinin suda ¢Ozlinlirligliniin artmasina bagli olarak antioksidan

aktivitesinin de arttig1 goriilmiustiir.

Karabiber oleorezinin toplam fenolik madde miktarinin olduk¢a yiiksek oldugu ve
enkapsiilasyon islemi ile karabiberin sahip oldugu toplam fenolik madde miktarinin

korundugu gozlenmistir

Karabiber oleorezinin E. coli K12 bakterisine karsi inhibe edici etkisinin oldugu ve bu
etkinin enkapsiilasyon islemi ile korundugu gozlenmistir. Karabiber oleorezini ve
mikrokapstilleri, test edilen konsantrasyonlarda E.coli K12 bakterisine karsi oldiiriicii

etki gosterememistir.
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