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TRANSGLUTAMINAZ ENZIiMIiNiN ULTRASONIK PUSKURTMELI
DONDURARAK KURUTMA ISLEMI iLE MIKROENKAPSULASYONU VE
ISLEMIN FARKLI KURUTMA YONTEMLERI iLE KARSILASTIRILMASI
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GIDA MUHENDISLIiGI ANABILIM DALI
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Bu ¢alismada, mikrobiyal transglutaminaz enzimi (MTG) melas ve peynir alt1 suyu gibi
endustriyel atiklar kullanilarak iiretilmis ve kismi olarak saflastirilan enzim (yalin
enzim) ultrasonik piiskiirtmeli dondurarak kurutma (UPDK) islemi ile kurutulmustur.
Yalin enzimin UPDK isleminin optimizasyonu i¢in besleme debisi ve nozul frekansi
bagimsiz islem degiskenleri olarak secilmis ve maksimum enzim aktivitesini saglayan
optimum ultrasonik piiskiirtme islem kosulu tek faktorli dizayn yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesinin kurutma kosullarina kars1 korunmasi amaciyla, mTG
enzimi gam arabik, maltodekstrin ve iniilin kullanilarak UPDK iglemi ile
mikroenkapsiile edilmistir. UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminde etkili bagimsiz
karisim degiskenleri olan kaplama materyallerinin oram1 ve proses degiskenlerinin
(besleme debisi ve nozul frekansi) etkisi incelenmis, mikroenkapsiilasyon verimi (kalan
aktivite) yanit olarak secilerek D-optimal birlesik dizayn yontemi ile islem optimize
edilmistir. UPDK islemi ile maksimum enzim aktivitesinin saglandig1 optimum noktada
elde edilen mikroenkapsiile ornekler, yalin enzim, geleneksel dondurarak kurutma
(GDK) ve geleneksel piiskiirtmeli kurutma (GPK) yontemleriyle mikroenkapsiile edilen
ornekler ile enzim aktivitesi, aktivite lizerine farkli metal iyonlari, pH ve yiiksek
sicakligin etkisi, fiziksel Ozellikler (nem, su aktivitesi, renk, yigin ve sikistirilmis
yogunluk, partikiil yogunlugu, partikiil boyutu ve morfolojisi, spesifik yiizey alani,
porozite, keklesme, akabilirlik, dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik, 1slanabilirlik), 1s1l ve
depolama stabiliteleri agisindan karsilagtirilmistir. Sonu¢ olarak, gida teknolojisi
alaninda olduk¢a yeni bir yontem olan UPDK isleminin GDK ve GPK ydntemlerine
gore hem mikroenkapsiilasyon verimi ve hem de son firiinlin fiziksel ozellikleri
acisindan daha basarili oldugu ortaya konmustur.

2017, 162 Sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Ultrasonik piiskiirtmeli ~dondurarak kurutma,
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ABSTRACT

MASTER THESIS

MICROENCAPSULATION OF TRANSGLUTAMINASE ENZYME BY
ULTRASONIC SPRAY FREEZE DRYING PROCESS AND COMPARISON OF
THE PROCESS WITH DIFFERENT DRYING METHODS

iZZET TURKER

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING

(SUPERVISOR: ASST.PROF.DR. HILAL ISLEROGLU)

In this study, microbial transglutaminase (mTG) was produced using industrial wastes
such as molasses and whey and partially purified enzyme (crude enzyme) was dried
using ultrasonic spray freeze drying (USFD) process. To optimize the USFD process of
crude enzyme, flow rate and nozzle frequency were chosen as independent variables and
the optimum ultrasonic spraying process condition which ensured the maximum enzyme
activity was determined using one factor design method. To preserve the enzyme
activity from drying conditions, mTG was microencapsulated using gum arabic,
maltodextrin and inulin by USFD process. The effect of coating matiral ratio which was
the independent mixture variable and the process parameters (flow rate and nozzle
frequency) were investigated and the microencapsulation process by USFD was
optimized using D-optimal combined design by choosing the microencapsulation yield
(remaining activity) as a response. The microencapsulated samples by USFD at the
optimum point which provided the maximum enzyme activity were compared to crude
mTG, microencapsulated samples by conventional freeze drying (CFD) and
conventional spray drying (CSD) in terms of enzyme activity, enzyme activity in the
presence of metal ions, pH and high temperature, physical properties (moisture, water
activity, bulk and tapped densities, particle density, particle size and morphology,
specific surface area, porosity, caking, flowability, dispersibility, solubility, wettability),
thermal and storage stability. As a result, it was revealed that the USFD process, which
is a considerably novel technique in food technology, was more successful than CFD
and CSD in terms of both microencapsulation yield and physical properties of the final
product.

2017, 162 Pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

a* CIE yesil ve kirmizilik degeri

aw Su aktivitesi

b* CIE mavi ve sar1 degeri

C1 Gam arabik bagimsiz degiskeni

C Maltodekstrin bagimsiz degiskeni

Cs Iniilin bagimsiz degiskeni

Cui Deneysel kalan aktivite degeri

Cii Modelden hesaplanan kalan aktivite degeri

Dia3) Hacim agirlikli ortalama partikiil boyutu

d1o %10 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel cap
dso %50 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel cap
doo %90 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel cap
diiz-R? Diizeltilmis regresyon katsayisi

Ea Aktivasyon enerjisi

h Planck sabiti

k Kodlanmis faktor sayisi

K Boltzman sabiti

k Hiz sabiti

L* CIE aydinlik degeri

N Deneysel veri sayisi

P Bagil sapma

p Onemlilik derecesi

Evrensel gaz sabiti

R? Regresyon katsayis1

t2 Yar1 Omiir siiresi

Tg Camsi gegis sicakligi

X1 Nozul frekans1 bagimsiz degiskeni
X2 Besleme debisi bagimsiz degiskeni
Qi Regresyon katsayilari
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1. GIRIS

Proteinlerin enzimatik, kimyasal veya fiziksel yontemler ile modifikasyonunun
gergeklestirilerek, gidalarin fonksiyonel o6zelliklerinin iyilestirilmesi alaninda yapilan
calismalar giin gegtikge artmaktadir. Enzimatik modifikasyon, hem ucuz olmasi, hem de
saglik acisindan herhangi bir risk tasimamasi gibi nedenlerle siklikla tercih
edilmektedir. Gida proteinlerinin enzimatik modifikasyonunda kullanilabilen enzimlerin
sayisi ise oldukca smirlidir. Buna ragmen, protein igeren neredeyse tim gidalarda
kullanilabilen transglutaminaz enziminin gida endiistrisinde kullanimi1 giderek 6nem

kazanmaktadir (Romeih ve Walker, 2017).

Transglutaminaz, lisin ve glutamin kalintilar1 arasinda ¢apraz baglar olusturarak protein
molekiilii i¢cinde veya molekiiller aras1 baglarin olusmasini1 saglayan bir transferazdir.
Olusturulan bu capraz baglar, yiiksek molekiiler agirliga sahip polimerleri meydana
getirir. Transglutaminaz enzimi, ayrica glutaminleri aminlerle ¢apraz baglayarak agil
transfer reaksiyonlarinin olusumunu ve ortamdaki suyun niikleotid gibi davranmasi ile
glutaminlerin deamidasyonunu saglar. Boylece proteinlerin yapisinda modifikasyonlar
meydana getirerek farkli gida gruplarinda dokusal ve fonksiyonel o6zelliklerin

iyilestirilmesinde kullanilabilmektedir (Gaspar ve Goes-Favoni, 2015).

Uretimi ve saflastirma basamaklar1 hayvansal kaynakli transglutaminaza oranla daha
kolay olan mikrobiyal transglutaminaz (mTG) enziminin gidalarda kullanimi ile
gidalarin jellesme, su tutma kapasitesi, emiilsiyon olusturma ve dokusal 6zellikleri
tyilestirilebilmektedir. Ayrica, mTG enziminin ¢apraz baglanma ile esansiyel amino
asitleri proteinlerin yapisina yerlestirebilme 6zelligi, esansiyel amino asitlerce fakir olan
proteinleri iceren gidalarin besleyici degerinin artirilmasini saglamaktadir (Motoki ve

Seguro, 1998).

Uretildiklerinde genellikle sivi formda olan enzimler gibi biyoteknolojik materyallerin
kurutulmasi, hem stabilitelerini uzun siire korumalar1 hem de depolama ve nakliye
masraflarmi diisiirmesi agisindan oldukga avantajlidir. Ancak bu iiriinlerin kurutulmasi
sirasinda hiicre canliliginin, biyolojik aktivitenin veya besleyici degerinin kaybolmasi
gibi arzu edilmeyen birtakim degisiklikler meydana gelebilmektedir. Farkli avantaj ve
dezavantajlar1 olan geleneksel piiskiirtmeli kurutma (GPK) ve geleneksel dondurarak



kurutma (GDK) islemleri enzimlerin kurutulmasi igin en sik kullanilan yontemlerdir.
GPK isleminde kuruma oldukg¢a kisa silirede gerceklesir ancak kurutma isleminde
kullanilan yiiksek giris sicakliklar1 1s1l duyarliligi yiiksek olan biyoteknolojik
materyallerde istenmeyen sonuglara (canlilik, aktivite kaybi, denatiirasyon vb.) sebep
olabilir (Adamiec ve ark., 2006). GDK islemi ise diisiik sicakliklarda gergeklestigi igin
1s1l duyarlilig: yiiksek olan biyoteknolojik materyaller i¢in kullanimi en yaygin kurutma
metodu olarak kabul edilmektedir. Ancak GDK isleminin, dondurma ve diisiik basing
altinda kurutma asamalarini igermesinin yani1 sira kurutma isleminin uzun zaman almasi
nedeniyle diger kurutma tekniklerine gore isletme maliyeti ¢ok daha yiiksektir

(Wanning ve ark., 2015).

Piiskiirtmeli dondurarak kurutma (PDK) islemi, GDK ve GPK islemlerinin 6zelliklerini
kombine eden, kiiresel ve gozenekli formda mikro veya nano boyutta partikiillerin
olusumu ile sonuglanan oldukga yeni bir kurutma yontemidir (Ishwarya ve ark., 2015).
PDK isleminde besleme ilk asamada piiskiirtiilerek kiiciik damlaciklar haline getirilir.
Bu damlaciklar kriyojenik bir ortam ile temas ettirilerek dondurulur ve diisiik sicaklik
ve basing altinda siiblimasyon ile kurutulur. Piiskiirtme islemi ile materyalin boyutunun
kiigtiltiilmesi donma ve kurutma siiresini kisaltarak isletme maliyetini diisiiriir (Ishwarya
ve ark., 2015). Kurutulacak materyalin tiiriine gore, PDK isleminde kullanilan
puskiirtme, donma ve kurutma asamalart farkli sekillerde uygulanabilmektedir.
Ozellikle kiigiik boyutta partikiiller olusturabilen ve partikiil boyutu dagilimmin
kontroliinii  olduk¢a 1iyi saglayan ultrasonik nozullar, PDK isleminde
kullanilabilmektedir. PDK isleminin mikroenkapsiilasyon amaciyla kullanilmasi ise
olduk¢a yeni olmasina ragmen, mikroenkapsiilasyon etkinligi ve c¢ekirdek materyalin
korunmasi ag¢isindan son derece basarili oldugu belirtilmektedir (Parthasarathi ve
Anandharamakrishnan, 2016). PDK isleminin istenen partikiil boyutuna ulagilabilme
kolayligindan dolay1 c¢esitli gida ve eczacilik iriinlerinin enkapsiilasyonununda
basartyla kullanilabilecegi farkli ¢alismalarla ortaya konmustur (Wanning ve ark.,
2015).

Bu calismada, mTG enzimi melas ve peynir altt suyu gibi endiistriyel atiklar
kullanilarak {iretilmis ve kismi olarak saflastirilan enzim ultrasonik piiskiirtmeli

dondurarak kurutma (UPDK) islemi ile kurutulmustur. Enzim aktivitesinin UPDK islem



kosullarina karsi korunmast i¢in, mTG enzimi gam arabik, maltodekstrin ve iniilin
kullanilarak UPDK islemi ile mikroenkapsiile edilmis ve UPDK ile
mikroenkapsiilasyon islem kosullarimin (kaplama materyalleri orani, besleme debisi,
nozul frekansi) opitimizasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica, UPDK islemi ile maksimum
enzim aktivitesinin saglandigr optimum noktada elde edilen mikroenkapsiile 6rnekler
yalin enzim, GDK ve GPK yontemleri ile mikroenkapsiile edilen ornekler ile enzim
aktivitesi, aktivite tizerine farkli metal iyonlari, pH ve yiiksek sicakligin etkisi, fiziksel
ozellikleri (nem, su aktivitesi, renk, yigin ve sikistirtlmis yogunluk, partikiil yogunlugu,
partikiil boyutu ve morfolojisi, spesifik yiizey alani, porozite, keklesme, akabilirlik,
dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik, 1slanabilirlik), 1s1l stabiliteleri ve depolama stabiliteleri

acgisindan karsilagtirilmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Gidalarin ve Biyoteknolojik Materyallerin Kurutulmasi

Kurutma, gidalarin ve biyoteknolojik materyallerin muhafazasi i¢in kullanilan en eski
ve en etkili yontemlerden biridir. Kurutma islemi ile nem igerigi diisiiriilerek triinlerin
depolanmast ve tasinmasi daha kolay hale gelir. Bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarin  gelisimi ve kimyasal reaksiyonlarin durdurulmasi veya
yavaglatilmasi sonucunda raf émriintin artirilmasi saglanir (Mujumdar, 2014). Cesitli
kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip farkli gidalar ile enzimler ve mikroorganizmalar
gibi biyoteknolojik materyallerin kurutulmasinda yiiksek kaliteli {iriin elde edilebilmesi
i¢in dogru kurutma metodunun segilmesi gerekmektedir (Ratti, 2001; Jangam, 2011).

Biyoteknoloji, farkli endiistri alanlarinda kullanilmak {izere g¢esitli iriinlerin
mikroorganizmalar, viriisler, hayvansal ve bitkisel hiicreler vasitasi ile iiretilmesini veya
dokularda bulunan ekstraseliiler iiriinlerin elde edilmesini hedeflemektedir.
Biyoteknolojik tirtinler kompleks kimyasal yapiya sahip antibiyotikler, vitaminler ve
enzimler gibi yliksek molekiiler agirlikli polimerler veya organik asitler gibi organik
bilesenler de olabilmektedir. Ayrica, tiretilen {iriin direkt olarak bakteri veya maya gibi

hiicrenin kendisi de olabilir (Adamiec ve ark., 2006).

Bakteri, maya, kiif, enzim ve vitaminler gibi biyoteknolojik materyallerde kurutma
islemi sirasinda enzimatik, kimyasal ve fiziksel bozunmalar goriilmektedir. Enzimler ve
vitaminlerde aktivite kaybi, protein, karbonhidrat, yag, antibiyotik ve aminoasit gibi
bilesenlerde ise parcalanma gergeklesmektedir. Kurutma islemi sonrasinda ¢oziiniirliik
ve rehidrasyon gibi ozelliklerde degisme ve aroma kaybi gibi fiziksel 6zelliklerde
degisimler goriilebilmektedir. Bu gibi kayiplarin olusumunu en aza indirgemek, hiicre
canliligi ve materyalin aktivitesi gibi son lriin 6zelliklerini optimum diizeyde tutmak
icin Uygun kurutma isleminin se¢imi ve kurutma kosullarimin belirlenmesi oldukca

onemlidir (Ratti, 2001; Morgan ve ark., 2006).

Uriinlerde bulunan su, saflastirma, tasima ve depolama gibi asamalarda birtakim fiziksel
ve kimyasal degisimlerin ger¢eklesmesine neden olmaktadir. Bu nedenle, enzimler gibi

protein kokenli Uiriinlerin depolama stabilitesinin artirilmast amaciyla kuru kati formlar



gelistirilmistir. Kurutma isleminin enzim gibi {iriinlerde kendi basina stres olusturdugu
bilinse de, tasima ve depolama masraflarinin azaltilmasi ve {riinlerin biyolojik
aktivitesinin daha uzun siire korunmasi i¢in bu iriinler genellikle kuru forma
doniistiiriilmektedir (Namald1 ve ark., 2006). Laktik asit bakterileri ve mayalar gibi
gidalarda bulunan mikroorganizmalar, gida endiistrisinde hem isleme hem de
fonksiyonel ozellikler agisindan biiyilkk onem tasimaktadir. Bu tarz biyoteknolojik
tirtinlerin kurutulmasi sirasinda uygulanacak islem kosullarinin dogru sekilde optimize
edilmesi gerekmektedir. Diisiik sicaklikta uygulanan kurutma islemleri protein yapisinin
bozulmasina engel olurken dehidrasyon nedeniyle mikroorganizmalar inaktif hale
gecebilmektedir (Fujii ve ark., 2011).

Biyoteknolojik materyallerin {iretimi sonrasinda elde edilen sivi formlari uzun siireli
depolama i¢in uygun degildir. Yiiksek nem igerigi Ve su aktivitesine sahip materyallerin
diisiik sicakliklarda depolanmasi bile bozunmalarini engelleyememektedir. Ayrica sivi
formdaki tirtinlerin dondurularak depolanmasi oldukea yiiksek maliyetli bir islemdir. Bu
nedenle, biyoteknolojik materyallerin toz forma doniistiiriilerek depolanmasi hem
triinlin raf omrii hem de maliyet agisindan olduk¢a Onemlidir. Sivi formdaki
biyoteknolojik materyallerin farkli kurutma teknikleri kullanilarak toz formlara
dontstiirilmesi ile {riin 6zellikleri korunarak diisiik maliyetle uzun siireler ile

depolanmas1 saglanabilmektedir (Quintana ve ark., 2017).

Biyoteknolojik materyallerin  kurutulmasinda farkli yontemler kullanilmaktadir.
Uriinlerin 1s11 direnci ve yapisal ozellikleri kurutma islemini onemli derecede
etkilemektedir. Genel olarak diisiik sicaklik uygulamasi, vakum altinda kurutma ve ¢ok
asamali kurutma sistemleri son iiriin kalitesini artirmak icin kullanilan yontemlerdir
(Adamiec ve ark., 2006). Biyoteknolojik materyallerin kurutulmasinda endiistride en sik
kullanilan yontemler geleneksel piiskiirtmeli kurutma (GPK) ve geleneksel dondurarak
kurutma (GDK) igslemleridir.

2.2 Geleneksel Piiskiirtmeli Kurutma Islemi

Geleneksel piiskiirtmeli kurutma (GPK) islemi, gidalar, kimya endiistrisinde kullanilan
rtinler (nitratlar, titanyum dioksit, boya pigmentleri, amonyum tuzlar1 vb.), maya

ekstraktlar1, enzimler ve asilar gibi biyoteknolojik materyallerin kurutulmasi i¢in en sik



kullanilan yontemlerden biridir (Kog ve ark., 2010; Sadikoglu, 2010). GPK isleminde
coOzelti, karisim, emiilsiyon veya jel, iyi dagitilmis damlaciklarin elde edilmesi igin
genellikle kurutma bolgesinin iizerinde bulunan bir atomizere pompalanir. Atomizasyon
islemi ile iyi bir sekilde ayrilmig damlaciklar siklon tipi kurutma bolgesinde sicak hava
ile karsilasir (Filkova ve ark., 2006). Damlaciklar sicak hava ile temas ettiginde
irtindeki nem havaya geger ve kurutulan tirtiniin biiyiik bir kism1 kurutma haznesinin alt
kismina diiser. Ancak kurutma haznesinden ayrilan hava beraberinde bir miktar
kurutulmus iiriinti de gotiiriir. Bu nedenle ayrilan hava, kuru pargaciklarin tutulabilmesi

icin bir siklon seperatorden gegirilir (Estevinho ve ark., 2013).

2.3 Geleneksel Dondurarak Kurutma islemi

Geleneksel dondurarak kurutma (GDK), materyalin dondurulmasi ve donmus tirtindeki
buzun diisiikk basing altinda siiblimasyonla uzaklastirilmasi prensibine dayanan bir
islemdir (Sabarez, 2015). GDK islemi donma, birinci kurutma (ana kurutma) ve ikinci
kurutma (son kurutma) olmak lizere {i¢ ana basamaktan olusur. Donma asamasinda
dondurularak kurutulacak {iriin, i¢erdigi ¢oziicliniin (¢ogunlukla su) tamami donana
kadar sogutulmaktadir. Birinci kurutma asamasinda, donmus halde bulunan ¢oziicii
siiblimasyon ile uzaklastirilir. Bu noktada kurutma sisteminin basinct donmus
¢oziiciiniin (buz) buhar basincindan daha diisiik olmalidir. Saf suyun 0.01°C’deki
siiblimasyonu 0.006 atm basingta gerceklesir (Sekil 2.1) ancak gidalar veya
biyoteknolojik materyallerde bulunan su saf olmadigindan bu materyalleri kurutabilmek
icin sicakligin 0°C’den diisiik tutulmasi gerekmektedir. Birinci kurutma asamasinda
otektik sicaklik asilirsa, donmus tabaka erir ve son iiriiniin kalitesi olmusuz etkilenir.
Kurutulan {iriinde donmus haldeki su bittigi an, birinci kurutma periyodunun sonu
olarak kabul edilir. ikinci kurutma periyodunda ise bagli suyun genellike oda
sicakligindan daha yiiksek sicakliklarda desorpsiyon ile uzaklastirilmasi gerceklestirilir
(Ratti, 2001; Sadikoglu ve Ozdemir, 2003; Gieseler, 2004). Birinci kurutma asamasinda
serbest suyun tamami (toplam suyun ~%90-95’i) diisiik sicaklikta siiblimasyon ile
uzaklastirilirken, ikinci kurutma agamasinda bagl su (toplam suyun ~%5-10’u) sicaklik
artirilarak (genellikle 30-50°C) desorpsiyon ile uzaklastirilir. Bu nedenle ikinci kurutma
asamas1 birinci kurutma asamasina gore daha kisa siirede tamamlanir. Dondurarak

kurutma islemi mevcut tim serbest ve baglh su uzaklastigi zaman sonlandirilir.



Uygulanan isleme bagli olarak son friiniin nem igerigi genellikle 9%0.5-5.0
araligindadir. Ulasilan bu sonu¢ nem igerigi iiriiniin yapisal biitlinliigiine ve raf dmriine

etki etmeyecek miktardadir (Welti-Chanes ve ark., 2004).

Basing
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S |
(swi1 H,0) :
K |
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I
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|
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[ (gaz H,0) :
|
N N Sicaklik
273.15% 273.16°K 373.15°K
(0°C) (0.0098°C) (100°C)

Sekil 2.1. Saf suyun faz diyagrami (Brady ve ark., 1980)

GDK islemi sirasinda olusan kurutulmus tabakadaki gbdzenek boyutu ve godzenek
dagilimi, dondurma islemi sirasinda olusan buz kristalleri ile yakindan iliskilidir (King,
1971). Buz kristalleri kiiciik ve birbirleri ile olan etkilesimi diisiik ise, kurutulan
tabakadaki su buharinin tasinimi sinirli olacaktir. Buna karsin, biiyiikk ve homojen
dagilim gosteren buz kristalleri olustugunda kurutulmus tabakadaki su buharinin
tasinim1 daha hizli olacak ve iriin daha hizli kuruyacaktir. Dolayis1 ile dondurma
metodu, dondurma hizi, buz kristallerinin olusum sekli ve ¢ozelti igerisinde bulunan
materyallerin niteligi kurutma hizin1 ve toz iriin kalitesini direkt olarak etkilemektedir

(Sadikoglu ve Ozdemir, 2003).

GDK isleminin optimum sekilde dizayni, kurutulacak materyal formiilasyonunun kritik
ozelliklerinin bilinmesi ve bu bilgilerin proses dizaynina uygulanabilmesi ile
gerceklesebilir (Tang ve Pikal, 2004). Bu kritik dzelliklerden camsi gegis sicakligt (Tg)
ve ¢okme sicakligr (Tc), materyalin kurutularak toz iirlin haline getirilmesi sirasinda en
etkili faktorlerdir. Amorf kat1 iceren gidalarda camsiliga gegis karakteristik bir sicaklik

araliginda meydana gelir ve materyalin camsi yapisin1 kaybederek viskoz bir yapiya



donlismeye basladig: sicaklik camsi gegis sicakligi (Tg) olarak adlandirilir. Dondurarak
kurutma sirasinda materyalin cams1 gegis sicaklig1 asilarak kurutma yapildiginda, iiriin
kat1 ve por iceren yapisini kaybederek viskoz bir yapiya sahip olur ve ¢okmeye baslar
(Barresi ve ark., 2009). Ty’den yiiksek sicakliklarda, materyalin amorf matriksinin
viskozitesi oldukga hizli bir sekilde diiser (Levi ve Karel, 1995). Bunun nedeni, ¢6kme
sicaklig iizerinde kurutulan ornekteki amorf yapilarin, por yapisini devam ettirecek
kadar kuvvetli olmamasidir (Yang ve ark., 2010). Bu ¢6kmenin ilk olarak g6zlendigi
sicaklik ise ¢okme sicakligi (T¢) olarak adlandirilir. Cokme sicakligt camsi gegis
sicakligindan birkag derece fazladir. Cokme sicaklig, {iriiniin nem miktarina ve fiziksel
yapisina bagl olarak degisir. Ana kurutma siiresince iiriin sicakligi, ¢okme sicakligi ve
cams1 gecis sicakliginin 2-3°C altinda tutulmalidir. Cokme sicakligi veya camsi gegis
sicakligr iizerinde kurutma yapildig: takdirde son {iriin yapisim olumsuz etkileyen
¢okme olayl, genellikle disiik molekiiler agirlikli materyaller ile c¢alisildiginda
goriilmektedir (Tonnis ve ark., 2015). Kurutulacak iirtinlerin formiilasyonlarinda ytiksek
molekiiler agirlikli materyallerin bulunmast ile ¢dkme olayr Onlenebilmektedir
(Fernandes ve ark., 2016). Ayn1 zamanda iirlin sicakligi, sistem basinci ve {iriiniin nem
icerigi gibi parametreler g6z oniinde bulundurularak kurutma kosullar1 belinlenmelidir
(Adams, 2007).

GDK islemi elde edilen gidalarin tat ve aromatik bilesen kaybi1 en disiik diizeyde
olmaktadir. Sicakligin ¢ok diisiik olusu proteinlerin pargalanmasini ve enzimatik
reaksiyonlarin en aza indirgenmesini saglar. Diigiik sicaklik ve basing kombinasyonu;
irlinlin aroma, renk ve sekil 6zelliklerini korur, rehidrasyon esnasinda kuru {irliniin
stingerimsi yap1 kazanmasini saglayarak hizli bir sekilde su emilimini miimkiin kilar ve
tirliniin taze halde iken sahip oldugu ozellikleri geri kazanmasini saglar. (Ratti, 2001;
Sadikoglu ve Ozdemir, 2003; Fellows, 2009). Dondurarak kurutma gida ve eczacilik
endiistrilerinde 1s1l duyarlilig1 yiiksek olan biyoteknolojik materyaller i¢in kullanimi1 en
yaygin kurutma metodu olarak kabul edilmektedir (Lian ve ark., 2002; Capela ve ark.,
2006). Probiyotik hiicreler (Lactobacillus F19, Bifidobacterium Bb12), meyve
ekstraktlari, amilaz enzimi ve Bifidobacterium longum gibi biyoteknolojik
materyallerin dondurarak kurutulmas ile ilgili calismalar bulunmaktadir (Heidebach ve

ark., 2009; Ezhilarasi ve ark., 2013; Amid ve ark., 2014; Amine ve ark., 2014).



GDK islemi sahip oldugu tiim avantajlara ragmen, uzun iglem siiresi ve yiliksek maliyet
gerektirmektedir. GDK islemi sirasinda GPK islemine gore daha fazla enerji tiiketilir ve
yaklasik 4 kat daha fazla enerji maliyetine sahiptir (Fissore, 2014). Tim islemde
harcanan toplam enerjinin %45’lik kisminin kullanildigi birinci kurutma asamasi
maliyeti artiran en Onemli asamadir (Ratti, 2001). Gidalarin ve biyoteknolojik
materyallerin kurutulmasinda siklikla kullanilan GPK ve GDK islemlerinin iglem, iirlin

kalitesi ve isletme maliyeti acisindan karsilastirilmasi Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Piskiirtmeli kurutma ve dondurarak kurutma iglemleri arasindaki farkliliklar (Fellows, 2009)

GPK GDK
Sivi formda ve 1sil dayanum yiiksek Tdriinlerde Isil dayanimi  disiik  {rinlerin - kurutulmasinda
kullanilmaktadir. kullanilmaktadir.
Uriiniin kurutucuya giris sicaklign genellikle 100°C’nin~ Suyun donma noktasinin  altindaki ~ sicaklilarda
tizerindedir. gerceklestirilir.

Atmosferik basingta gergeklestirilir.

Uriinlerin yapisinda sicakliga baglh olarak fiziksel
bozunmalar meydana gelebilmektedir.

Tek bir agsamada gergeklestiginden iiriin elde etmek igin
gereken siire oldukea kisadir.

Tat ve kokuda yiiksek sicakliga bagl degisimler
meydana gelmektedir.

Uriindeki su yiiksek sicaklik vasitasi ile buharlagarak
uzaklagir

Kurutma maliyeti diistiktiir.

Gozenekli yap1 olusumu sinirhidir.

Diistik basing kullanilmaktadir.
Yapisal degisimler ve biiziigme en diisiik seviyededir.

Dondurma, birinci kurutma ve ikinci kurutma gibi
asamalar1 igerdiginden kurutma siiresi olduk¢a uzun
stirebilmektedir.

Tat ve koku bilesenlerinin korunumu en yiiksek
diizeydedir.

Suyun  uzaklagmast
gerceklesmektedir.
Maliyet yaklagik 4 kat daha fazladir.

Gozenekli yapilarin olusumu oldukga fazla oldugundan
son Uriiniin rehidrasyon 6zellikleri st diizeydedir.

buzun  siliblimasyonu ile

2.4 Piiskiirtmeli Dondurarak Kurutma Islemi

Piiskiirtmeli dondurarak kurutma (PDK) islemi, GPK ve GDK islemlerinin 6zelliklerini
kombine eden, kiiresel ve gozenekli formda mikro veya nano boyutta partikiillerin
bir kurutma

olusumu ile

Anandharamakrishnan, 2015).

sonuglanan oldukca yeni islemidir (Ishwarya ve

PDK islemi temel olarak ii¢ asamada gergeklesmektedir. Kurutulacak olan materyal ile
hazirlanan ¢ozelti bir nozul ile mikro veya nano boyutta damlaciklar haline getirilir.
Elde edilen bu damlaciklar sogutucu bir akigskan vasitasi ile dondurulur. Son agsamada,
puskiirtiilerek dondurulan damlaciklar diisiik basingta kurutulur ve toz formda iiriin
eldesi saglanir (Wanning ve ark, 2015). PDK isleminin temel basamaklar1 Sekil 2.2’de

sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.2. PDK isleminin sematik gosterimi

Cozeltinin  piiskiirtilmesi  sonucu elde edilen kiiciik ¢apli damlaciklar, donma
asamasinda daha homojen ve fazla ylizey alani saglayarak hem donma hem de kuruma
hizin1 artirir. Kiigtik ¢apli mikro-kiirelerin olugsmasi yiizey kiitle transfer katsayisinda
artis saglayarak toplam kuruma zamaninin GDK islemine gore diismesini saglar.
Piiskiirtme islemi ile elde edilen kiiciik boyutlu kiirelerin kurutulmasi sonucunda
diizgiin yapida ve serbest halde akabilen iriinler elde edilebilmektedir (MacLeod ve
ark., 2006; Her ve ark., 2010; Ishwarya ve Anandharamakrishnan, 2015). Ayrica PDK
islemi ile elde edilen partikiillerin diizgiin kiiresel ve gézenekli yapilari sonug iiriiniin

rehidrasyon ozelliklerini artirmaktadir (Her ve ark., 2010, Ishwarya ve ark., 2015).

PDK, genellikle eczacilik endiistrisinde kullanilan, ancak son yillarda gida
uygulamalarinda da kullanim alani bulan bir kurutma islemidir (Ishwarya ve ark.,
2015). Coziinebilir toz ilaglar, solunum yoluyla alinan ilaglar ve insiilin gibi eczacilik
endiistrisinde kullanilan {irinlerin yanisira, ¢oziinebilir kahve, peynir alti suyu (PAS)
proteinleri, yumurta albiimini, vitaminler, bovin serum alblimin, tripsinojen, lizozim ve
Lactobacillus paracasei gibi gida endiistrisinde kullanilan iriinler de PDK islemi ile
basariyla kurutulmuslardir (Sonner ve ark., 2002; Yu ve ark., 2006; Engstrom ve ark.,
2007, Semyonov ve ark., 2010; D’Addio ve ark.,, 2012; Parthasarathi ve
Anandharamakrishnan, 2016; Teixeira ve ark., 2017). Cizelge 2.2’de PDK islemi ile
yapilan bazi ¢aligmalar ve kurutulan materyaller derlenmistir. Farkli o6zelliklerdeki
bir¢ok iiriiniin PDK islemi ile kurutulabilmesi bu yontemin esnekligini ve uygulama

alaninin genisligini ortaya koymaktadir.
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Cizelge 2.2. PDK islemi ile kurutulan bazi materyaller

Materyal Kullanim Alam Kaynak
Kahve Tozu Gida Khwanpruk ve ark. (2008)
. Parthasarathi ve
E Vitamini Gida .
Anandharamakrishnan (2016)
Kanamisin Gida Her ve ark. (2010)
o Anandharamakrishnan ve ark.
PAS proteini Gida
(2010)
Maltodekstrin Gida Khwanpruk ve ark. (2008)
Dokosaheksoenoik Gida Karthik ve
asit Anandharamakrishnan (2013)
Lizozim Gida Engstrom ve ark. (2007)
Poli laktik koglikolik asit, Eczacilik Ali ve Lamprecht (2017)
etil seliiloz
Insiilin Eczacilik Schiffter ve ark. (2010)
Tripsinojen Eczacilik Sonner ve ark. (2002)
Bovin serum albiimin Eczacilik Costantino ve ark. (2002)
Albiiterol siilfat Eczacilik Barron ve ark. (2003)
Darbepoetin alfa Eczacilik Nguyen ve ark. (2004)
Fenitoin Eczacilik Niwa ve ark. (2010)

PDK isleminin islem basamaklari olan piiskiirtme, dondurma ve kurutma asamalari
farklh sekillerde gerceklestirilebilir. Kurutulacak {riiniin yapisina gore bu yontemlerin

secimi biiyiik 6nem tagimaktadir (Ishwarya ve ark., 2015).

2.4.1 Piiskiirtme yontemleri

PDK isleminde ilk asama sivinin piskiirtiilmesi ile ¢ok sayida damlacigin
olusturulmasidir (Wanning ve ark., 2015). Piskiirtme isleminde besleme; bir ¢ozelti,
stispansiyon ya da kompleks reolojiye sahip bir akiskan olabilir. Piiskiirtme asamasinda
kullanilacak nozulun se¢imi, yiiksek kaliteli iiriinlerin ekonomik olarak {iretilmesini
saglayan en onemli agsamadir (Niwa ve ark., 2010). Zira piiskiirtme yontemi damlacik
boyut dagilimini direkt olarak etkilemektedir. Donma ve dondurarak kurutma asamalari
damlacigin boyutunu belirgin bir sekilde degistirmedigi i¢in piiskiirtme islemi sirasinda

elde edilen damlacik boyut dagilimi son iiriiniin partikiil boyut dagilimini belirler. PDK
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isleminde hidrolik ve pndmatik nozullarin yan1 sira son yillarda {i¢ veya dort akiskanl
nozullar ile ultrasonik nozullar 6zellikle eczacilik iriinlerinin  kurutulmasinda

kullanilmustir (Ishwarya ve ark., 2015).

Hidrolik ve pnomatik nozullar

Hidrolik nozullar (tek akiskanli) genellikle disiikk viskoziteli akiskanlar igin
kullanilmaktadir. Basing arttikga damlacik ¢api1 azalmasina ragmen, nozul igerisinde
girdap (eddy) olusumu sebebiyle akiskan dinamigi tam gelismemis oldugundan elde
edilen damlacik boyutu uniform degildir. Damlaciklarin hizi atmosferik siirtiinme ve
carpisma sebebiyle azalir, hem ortalama hacim hem de dispers fazin ortalama hacim
dagilim1 koalesans sebebiyle artar (Wanning ve ark., 2015). Ayrica dondurma amaciyla
kullanilan kriyojenik sivinin ¢ok diisiik sicakligindan dolay1 besleme ¢ozeltisinin nozul

icerisinde donabilmesi hidrolik nozullarin kullanimini sinirlandirmaktadir (Ishwarya ve

ark., 2015).

Pnomatik (iki akigkanli) nozullar viskoz veya Newton tipi olmayan akiskanlarin
puskiirtiillmesinde hidrolik nozullara gore daha sik tercih edilirler. Besleme ¢ozeltisi
kargasali gaz (genellikle hava) akimi ile nozul i¢inde (orifis Oncesinde) veya disinda
carpistirilarak pliskiirtme iglemi gergeklestirilir. Pnomatik nozullar hidrolik nozullara
gore daha kiiclik damlacik olugsmasini saglar ancak sisteme sicak gaz girisi de
gergeklestirdiginden donma hizin1 olumsuz etkileyebilmektedir (Wanning ve ark.,
2015). Tek akigskanli ve iki akigkanli nozullarin dezavantajlarin1 giderebilmek i¢in dort
akigkanli nozullar baz1 PDK sistemlerinde kullanilmistir. Dort akiskanli nozullarda iki
farkli sivi besleme, farkli hava akimlari ile piiskiirtiilir ve damlaciklar nozulin ug
kisminda carpisirlar. Yapilan ¢alismalar bu sekilde piskiirtiilerek kurutulan {riinlerin
yiiksek spesifik yiizey alanma sahip gozenekli yapida olduklarmi gostermistir. Bu
sayede Ozellikle suda ¢oziiniirliigli diisiik eczacilik {iriinlerinde ¢oziinebilir 6zellikte
yeni formiilasyonlarin gelistirilmesinde dort akigskanli nozullarin kullanilabilecegi
belirtilmistir (Niwa ve ark., 2010). Sekil 2.3’te tek akigkanli, iki akiskanli ve dort

akiskanli nozullarin sematik gdsterimleri verilmistir.
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(@) (b) (©)

Sekil 2.3. PDK isleminde kullamlan farkli nozullarm sematik gsterimi a) Tek akiskanli, b) Iki akiskanli,
c¢) Dort akigkanli (Wanning ve ark., 2015)

Ultrasonik nozullar

Ultrasonik nozullar, insan kulagmin duyma esiginin iizerinde yiiksek frekansta ses
dalgalar1 tretirler. Disk seklindeki seramik piezoelektrik malzemeden iretilmis
transformatorler elektrik enerjisini mekanik enerjiye doniistiiriirler. Transformatorler,
bir giic kaynagindan aldiklar1 yiiksek frekansli sinyal seklindeki elektrigi, sivi
ierisinde kapiler dalgalar yaratan ayni frekansta titresim hareketine doniistiiriirler. Iki
adet titanyum silindir ise bu hareketi biiyiitiir ve atomizasyon yiizeyindeki titresim
genligini artirir. Boylece sivi, yiiksek frekansh ses titresimleri kullanilarak ince bir sis

seklinde puskiirtiiliir (Sekil 2.4) (Wanning ve ark., 2015).

Ultrasonik piiskiirtme teknolojisini bulan ve 1970’lerde patentini alan Harvey Berger’in
kurucusu oldugu Sono-Tek Inc. (ABD-Milton, NY) tarafindan {iretilen ultrasonik
nozullar giinlimiizde farkli endiistri alanlarinda kullanilmaktadir. Nozul govdeleri iyi
akustik ozellikleri, yiiksek gerilme mukavemetleri ve korozyona karsi direncli olmast
nedeniyle titanyumdan iiretilmistir. Bu nozullar farkli frekanslarda c¢alisabilmektedirler.
Kullanilan dalga boyu calisma frekansini belirledigi icin nozul boyutlari calisma
frekansina bagli olarak degisir. Genellikle yiiksek frekansta galisan nozullar daha kiigiik
boyutlardadir ve daha kiiciik damlacik olustururlar. Ayrica diisiik frekansta calisan
nozullara gore maksimum akis debileri daha diisiiktiir. Ultrasonik nozullar ile
puskiirtme islemi basinca bagli olmadigr i¢in birim zamanda piiskiirtiilecek olan sivi

miktar1 tamamen nozula baglanan pompalama sistemi tarafindan kontrol edilir.
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Ultrasonik piiskiirtme islemi igin gli¢ seviyesi ise genellikle 15W’in altindadir
(SonoTek, 2017).

Ultrasonik piiskiirtme islemi ile daha dar aralikta degisen damlacik boyut dagilimi elde
edilir. Ayrica soguk gaz igine piiskiirtme isleminde diisiik sedimantasyon hizi donma
islemini kolaylastirir. Ultrasonik nozullar ile elde edilen mikropartikiiller oldukca
gozenekli bir yapiya sahiptirler ve konvansiyonel nozullarla elde edilen mikro-kiirelere

gore spesifik ylizey alanlar1 daha biiyiiktiir (D’addio ve ark., 2012).

Besleme Sivis1

= |
o

Sekil 2.4. Ultrasonik nozul sematik gosterimi (Wanning ve ark., 2015)

Kullanilan nozul ¢esidinin partikiil boyutu tizerindeki etkisi olduk¢a 6nemlidir. Farkli
nozullarin  kullanildigr calismalarda elde edilen partikiil boyutlar1 da farklilik
gostermektedir. Yapilan calismalarda tek akiskanli nozullar ile elde edilen partikiil
boyutlarinin iki akiskanli, dort akigkanli ve ultrasonik nozullara kiyasla daha biiyiik
oldugu belirlenmistir. Ultrasonik nozul kullanildiginda ise partikiil boyutlarinin 6nemli

oranda kiiclildiigi ve partikiil boyut dagiliminin daha dar bir aralikta degistigi
bildirilmistir (Niwa ve ark., 2010).

D’addio ve ark. (2012) farkli yogunluklarda aerosol partikiilleri olusturmak igin
yaptiklar1 calismada 40 kHz ultrasonik nozul kullanarak genis gdzenekli ve suda
¢ozilinebilir partikiiller elde etmislerdir. Gao ve ark. (2011) PDK isleminde ultrasonik
nozul kullanarak elde ettikleri lipid bazli mikro-kiirelerin gerek yiizeyinde, gerekse i¢
kisimlarinda olduk¢a homojen bir yapi bulundugunu belirtmislerdir. Nguyen ve ark.
(2004) ile Burke ve ark. (2004), darbepoetin alfa’nin PDK isleminde farkli kriyojenik
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stvilar kullanmalarina karsin ultrasonik nozul kullanilarak kiiglik ¢apli ve iiniform
yapida mikro-partikiiller elde etmislerdir. Ancak Sonner ve ark. (2002), tripsinojen
enzimi i¢in PDK islemini ultrasonik nozul kullanilarak gergeklestirdikleri ¢alismada
kullandiklar1 yiiksek besleme debisi nedeniyle genis aralikta degisen (20-90 pm)
partikiil boyut dagilimi belirlemislerdir.

2.4.2 Dondurma yontemleri

PDK isleminde ikinci asama piiskiirtiilerek kiiclik damlaciklar haline getirilen besleme
cozeltisinin dondurulmasidir. Dondurma islemi i¢in genellikle sivi azot, argon,
hidrofloroeter veya pentan gibi bir kriyojenik sivi kullanilir. Alternatif olarak, ytliksek
basing altinda sivi karbondioksit, propan veya etan da kullanilabilir (Ishwarya ve ark.,

2015).

Elde edilen damlaciklarin dondurulmas: bes asamada gerceklesmektedir. Ik asama s1vi
damlacigin sicakliginin baslangic sicakligindan donma noktasinin altindaki bir
sicakliga diistiriilmesi ile gergeklesen asir1 soguma asamasidir. Yeterli oranda asiri
soguma gerceklestikten sonra niikleasyon islemi kendiliginden meydana gelir. Asir
soguma durumunda cekirdek olustuktan sonra kristal biiyiirken erime gizli 1s1nin agiga
cikmasi ani bir sicaklik artisina sebep olur. Bu sicaklik artis1 asir1 soguma durumu
bittiginde sonlanir ve damlacik denge donma sicakligina ulasir. Donma asamasinda,
damlaciktan ortama olan 1s1 transferi ile kat1 faz biiylir. Bu islem damlacik tamamen
donana kadar devam eder. Bu asamada donmamis sivi fazdaki ¢oziinen
konsantrasyonunun artigina bagli olarak donma noktas: siirekli olarak diisebilir. Son
asamada ise donmus damlaciklarin sicakligi ortam sicakligina yakin bir kararli hal

sicaklik degerine diistiriiliir.

Hem kriyojenik sivinin ¢ok diisiik sicakligi hem de piiskiirtme asamasinda olusturulan
kiiciik damlaciklarin artan yiizey alam1 sayesinde donma islemi ¢ok hizli gerceklesir.
Oldukgea kiigiik boyutlar1 ve yiiksek spesifik ylizey alanlar1 sayesinde damlacik ve ¢evre
arasindaki 1s1l denge hizlica kurulur. Bu kii¢lik damlaciklarda yeteri kadar soguk bir
ortamda niikleasyon ve donma islemi bir milisaniyeden daha kisa siirede
tamamlanabilir (Al-Hakim ve ark., 2006). Hizli donma buz ¢ekirdeklerinin olusumunu

ve suyun Kkristalizasyonunu minimize ederek daha homojen ve oldukca kiiciik
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kristallerin olugsmasini1 saglar. Bu sayede oOzellikle liposomal yapinin pargalanmasi
engellenerek protein ve peptitlerin denatiirasyonu Onlenebilir (Heller ve ark. 1999;
MacLeod ve ark., 2006).

PDK isleminde dondurma asamasi besleme soguk gaz igine, Kriyojenik sivi tizerinde
bulunan buhar igine ve Kkriyojenik sivi igine piskiirtillerek t¢ farkli sekilde

gerceklestirilebilmektedir (Ishwarya ve ark., 2015).

Soguk gaz icine piskiirterek dondurma

Gaz i¢ine piiskiirterek dondurma isleminde besleme ¢ozeltisi nemi alinmis soguk bir
gaz igerisine puskiirtiiliir (Sekil 2.5). Piiskiirtme ve dondurma isleminde donma ve
niikleasyon hizi, partikiillerin morfolojik yapisini etkileyen en onemli faktorlerdir
(Wanning ve ark., 2015). Damlacik yiizeyindeki konvektif 1s1 transfer katsayisi ve buna
bagli olarak niikleasyon ve donma zamani ise damlacigin kayma hizina baghdir
(Ishwarya ve ark., 2015). Ayrica gaz sicakligi ve olusturulan damlacik sicakligi da
donma hizin1 etkilemektedir. Kramer ve ark. (1999) su damlaciklar i¢in homojen
niikleasyon hizini belirlemisler ve saniyede birim hacim siv1 igerisinde olusan ¢ekirdek
sayisinin sicaklik diisiisii ile birlikte hizli bir sekilde arttigini gozlemleyerek sicakligin
1°C diistirtilmesinin niikleasyon hizini yaklasik 40 kat arttirdigini belirtmislerdir. Soguk
gaz icine plskiirtme yonteminde damlaciklar tamamen donmadan once silindirik
ve/veya konik haznenin duvarlarina yapisip burada bir buz tabakasi olusturabilirler.
Wang ve Finlay (2006) bu sorunu gidermek i¢in sogutucu bir gaz ya da kriyojenik bir
stviy1 dondurma haznesinin duvarlari boyunca gegirerek merkeze dogru bir sogutucu
akiskan hareketi saglamislar ve boylece damlaciklarin hazne duvarlarina yapismasini

onlemislerdir.
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Sekil 2.5. Gaz igine piiskiirterek dondurma islemi

Kriyojenik s1v1 lizerinde bulunan buhar icine piskiirterek dondurma

Kriyojenik siv1 iizerinde bulunan buhar i¢ine piiskiirterek dondurma isleminde besleme
cozeltisi kaynamakta olan kriyojenik siviya belirli bir mesafede bulunan nozul vasitasi
ile puskiirtiiliir (Sekil 2.6). Damlaciklar buhar igerisinden gecerken donmaya baslar ve
kriyojenik siv1 ile temas ettiklerinde tamamen donarlar. Bu islem bazi proteinler ve
aktif eczacilik trtinleri kullanilarak uygulanmistir (Gusman ve Johnson, 1990;
Constantino ve ark., 2000, 2002; Gombotz ve ark., 2003). Su-buz arayiizeyinde olusan
protein adsorpsiyona bagli olarak biyolojik {irlinlerde olusan instabilite sorunlar

yontemin en 6nemli dezavantaj1 olarak kabul edilmektedir (Webb ve ark., 2002).
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Sekil 2.6. Kriyojenik s1v1 {izerinde bulunan buhar iizerine piiskiirterek dondurma islemi
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Krivojenik sivi icine puskiirterek dondurma

Kriyojenik siv1 igine piiskiirterek dondurma isleminde nozul direkt olarak kriyojenik
stvinin igerisine yerlestirilmistir (Sekil 2.7). Bu yontemde damlaciklar olusur olusmaz
donmaya baslarlar. Kap icerisinde partikiillerin y1gilmasini engellemek i¢in kriyojenik
sivi bir karistirict vasitast ile karistirilabilir. Gaz ile kiyaslandiginda daha yiiksek
viskoziteye ve yogunluga sahip olan kriyojenik sivi sayesinde daha kii¢iik damlacik
boyutu elde edilebilmektedir (Hu ve ark., 2003). Boylece hem kriyojenik sivinin ¢ok
diisiik sicaklig1 ve hem de damlaciklarin ytliksek spesifik ylizey alanlarina bagli olarak
artan 1s1 transfer katsayilar1 sayesinde donma islemi ¢ok hizli gergeklesir. Bu yiiksek
hizda gergceklesen donma islemi sayesinde, besleme ¢ozeltisindeki ¢6ziiniir maddenin
faz ayrimi engellenir ve protein denatiirasyonunu azaltan amorf yapilarin hizli bir
sekilde olusumu saglanir (Ensgtrom ve ark., 2007). Bu islemde, kriyojenik sivinin ¢ok
diisiik sicakligi nedeniyle besleme ¢ozeltisinin nozul icerisinde donmasini engellemek
icin nozul 1sitilabilir. Fakat bu durumda sicak besleme sebebiyle kriyojenik sivida
kaynama hiz1 artarak buharlagsma kaybi goriilebilir. Kaynama hizinin artmasi ile birlikte
olusan buhar, bazi damlaciklarin etrafinda yalitim etkisi yaratarak diisiikk soguma ve
donma hizlarina neden olabilir (Leidenfrost etkisi). Engstrom ve ark. (2007) bu etkiyi
sivi azot kullanildiginda belirlemelerine ragmen iso-pentan kullanilmasi durumunda
gozlemlememislerdir. Bu durum daha yiiksek kaynama noktasma (27°C) sahip iso-

pentanin s1vi azota gore daha az buharlagsma egiliminde olmasi ile agiklanmastir.
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—
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Sekil 2.7. Kriyojenik s1v1 igine piiskiirterek dondurma islemi
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Cizelge 2.3’te PDK islemi sirasinda farkli dondurma yontemleri uygulanan bazi

materyaller derlenmistir.

Cizelge 2.3. Farkli dondurma yontemleri kullanilarak PDK iglemi ile kurutulan materyaller

Dondurma yontemi Materyal Kaynak
KS tizeri 1 h S
S uzem?d.e bulunan buhar Tripsinojen Sonner ve ark. (2002)
i¢cine PD
KS iizerinde bulunan buhar .
icine PD Darbepoetin alfa Nguyen ve ark. (2004)
KS iizerinde bulunan buhar Dokosaheksaenoik asit Karthik ve
icine PD Anandharamakrishnan (2013)
KS uzem?d,e bulunan buhar Vanilin Hundre ve ark. (2015)
icine PD
KS igine PD Bovin serum albiimin Yu ve ark. (2006)
KS i¢ine PD Tripsinojen Henczka ve Badylga (2006)
. . Parthasarathi ve
KS igine PD = ol Anandharamakrishnan (2016)
KS i¢ine PD Lactobacillus casei Her ve ark. (2015)
KS igine PD Kurkumin Yu ve ark. (2016)
Soguk gaz i¢ine PD PAS proteini Al-Hakim ve Stapley (2004)
Soguk gaz igine PD roli laki :23;;'52“'( . Ali ve Lamprecht (2017)

“KS: Kriyojenik s1v1, PD: Piiskiirterek dondurma

2.4.3 Kurutma yontemleri

PDK isleminde, piiskiirtme sonrasinda elde edilen donmus partikiiller geleneksel
dondurarak kurutma (GDK), atmosferik dondurarak kurutma veya akiskan yatakli

dondurarak kurutma yontemleri ile kurutulabilmektedir.

Piiskiirtme ve dondurma islemi tamamlandiginda, kriyojenik sivi uzaklastirildiktan
sonra donmus partikiiller liyofilizatoriin 6nceden sogutulmus (<-40°C) plakalar tizerine
yerlestirilir. Diisiik basing ve sicaklikta 6nce birinci kurutma asamasi gerceklestirilir.
Serbest su siiblimasyon yolu ile uzaklastirildiktan sonra ikinci kurutma asamasi
uygulanir. Bu asamada ise bagli su uzaklastirllarak GDK islemi tamamlanir (Ratti,
2001; Ishwarya ve ark., 2015). GDK islemi vakum altinda gerceklesir ve kurutma
isleminin maliyetini artiran en O6nemli etkenlerden biri budur. Kurutma igleminin
maliyetinin disiliriilmesi i¢in dondurarak kurutma asamasin1 atmosferik kosullarda
gergeklestirmek, suyun kismi basinct diisiik kaldig siirece prensip olarak termodinamik

acidan miimkiindiir. Atmosferik dondurarak kurutma islemi, donmus materyalden suyun
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atmosferik basingta, 1s1 transfer ortami olarak kullanilan kuru soguk bir gazin (hava,
helyum veya azot gibi) materyal iizerinden ge¢irilmesi ile uzaklastirilmasi islemidir
(Mumenthaler and Leuenberger, 1991). Meryman (1959) bu yOntemin
uygulanabilirligini ilk olarak ortaya koymus ve kuruma hizinin buz sicakligi ve
materyal ilizerinde su buhar1 olusan bolge ile kurutucu ortam (soguk gaz) arasindaki
buhar basinci (kabin ig¢indeki toplam basing arasindaki degil) gradyaninin bir
fonksiyonu oldugunu gostermistir. Claussen ve ark. (2007) atmosferik dondurarak
kurutma isleminin, kiitle transferine olan i¢ diren¢ nedeniyle olduk¢a uzun alikonma
zamanina sahip oldugunu vurgulamislar ve hizi kontrol eden parametrenin kuru poroz
iiriin yapisindan olan buharin molekiiler difiizyonu oldugunu belirtmiglerdir. Benzer
sekilde Wanning ve ark. (2015) da kurutma isleminin etkinliginin materyalin gézenek
yapisina, spesifik dis yiizey alanina ve soguk gazimnin akis hizina bagli olarak

degisebildigini bildirmislerdir.

GDK isleminde siiblimasyon gizli 1s1s1 iletim veya 1s1mim ile saglanmaktadir. Ancak, bu
sekilde toz iriine tniform olarak 1smin dagitilmast oldukca giictiir. Isinin {iniform
sekilde kurumakta olan liriine aktarilmasi erime ve ¢Okme riskini ortadan kaldirarak
daha kisa siirede kurumanin ger¢eklesmesini saglamaktadir. Bu nedenle kuru ve soguk
bir akigkan ile partikiillerin temasinin saglandigi ve 1si-kiitle transfer hizinin artirildigi
akiskan yatak sistemleri dondurarak kurutma amaciyla da kullanilmaktadir. Biiyiik
Olgekli tretimlerde iyi bir karigma saglayarak kurutma siiresini kisaltmasi ve yatirim
maliyetinin diisiik olmasi bu yontemin avantajlaridir (Leuenberger ve ark., 2006;
Anandharamakrishnan, 2008). Akiskan yatak dondurarak kurutma islemleri atmosferik
basing altinda gerceklestirilebilecegi gibi bir miktar vakumun uygulandig1 yari-
atmosferik kosullarda da gerceklestirilebilir. Atmosferik basing altinda dondurarak
kurutma iglemleri vakum uygulamas1 gerektirmegi i¢cin maliyeti diisiirse de ¢ok biiyiik
miktarda soguk ve kuru gazin materyal {izerinden sirkiile ettirilmesini gerektirmektedir.
Kullanilan gazin sicakligi ise materyalin ¢okme sicakliginin (genellikle <-30°C) altinda
olmalidir. Bu durum da islemin ekonomisini olumsuz etkilemektedir (Mumenthaler and

Leuenberger, 1991).
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2.4.4 PDK isleminin partikiil ve yigin 6zellikler iizerine etkisi

PDK islemi ile elde edilen partikiillerin morfolojileri piiskiirtme, donma ve kurutma
asamalar1 sirasinda uygulanan yontemlere baghdir. Ayrica besleme ¢ozeltisinin bilesimi
ile kuru madde orani da partikiiliin ylizey morfoljisini etkilemektedir. PDK iglemi ile
elde edilen partikiillerin porozitesinin, besleme ¢ozeltisinin kuru madde orani azaldikca

arttig1 belirlenmistir (Mueannoom ve ark., 2012).

Donma hiz1 damlacik morfolojisini 6nemli dlgiide etkilemektedir. Niikleasyon yiiksek
oranda sicakliga bagiml rastgele gerceklesen bir islemdir. Hizli soguma nedeniyle
damlacik igerisinde belirgin bir sicaklik gradienti olusmasi durumunda ilk g¢ekirdek
olusumu damlacig@in yiizeyinde baglar. Sicaklik dagiliminin sabit olmasi halinde
damlacigin i¢ kisimlarinda homojen niikleasyon da meydana gelebilir. Yiizey
niikleasyonu, Kurutulmus partikiillerdeki porlarda karakteristik desenlerin olugmasina
neden olur (Wanning ve ark., 2015). Donma asamasi diizgiin bir sekilde
gergeklestirilirse kurutma asamasinda suyun uzaklagsmasi disinda mikro yapida bir
degisiklik olmaz (Anandharamakrishnan, 2008). Al-Hakim ve Stapley (2004) GPK ve
PDK islemi ile elde edilen PAS tozlarinin morfolojilerini taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanarak karsilastirmislardir. GPK islemi ile elde edilen Orneklerde SEM
gorlntiileri, partikiilden olan nem kaybi sebebiyle ice dogru biiziilmiis, pliriizsiiz ve
kabuk olusmus bir morfoloji ortaya koymustur. PDK islemi ile elde edilen 6rneklerde
ise poroz bir mikro yap1 ve bu poroz mikro yapiy1 c¢evreleyen bir yiizey tabakasi
belirlenmigtir. Yapilan farkli ¢aligmalarda PDK islemi sonucu elde edilen bazi1 SEM

gorintiiler1 Sekil 2.8”de verilmistir.
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(c) (d)

Sekil 2.8. PDK ile elde edilmis bazi iiriinlerin SEM goriintiileri (a) PAS protein izolati ile kaplanmis
vanilin- 10000x biiylitme oran1 (Hundre ve ark., 2015), (b) PAS protein izolati (Anandharamakrishnan,
2008), (¢) Tam yagh siittozu (Rogers ve ark., 2008), (d) Dokosaheksaenoik asit (Karthik ve
Anandharamakrishnan, 2013)

Vanilin, PAS protein izolati, siit ve dokosaheksaenoik asit gibi farkli materyaller PDK
islemi ile kurutulmus ve yiizeylerinde ¢ok sayida gozenege sahip diizgiin kiiresel yapida
partikiiller elde edilmistir. Elde edilen gozenekli yapilarin, kuruma siiresinin GDK
islemine gore kisalmasini sagladig: belirtilmistir (Anandharamakrishnan, 2008; Rogers
ve ark., 2008; Karthik ve Anandharamakrishnan, 2013; Hundre ve ark., 2015). Ishwarya
ve Anandharamakrishnan (2015) PDK islemi ile elde ettikleri ¢6ziinebilir kahvenin
fiziksel ozelliklerini GDK ve GPK islemleri ile elde ettikleri 6rneklerle karsilastirdiklar:
calismada, PDK islemi ile elde edilen iirlinlerde ortalama partikiil boyutu degerlerinin
GDK ile elde edilenlere (636.8 um) gore yaklasik 6 kat daha kiiciik, GPK ile elde edilen
partikiillere (50.4 pum) gore yaklasik iki kat daha biliyiik oldugunu tespit etmislerdir.
PDK ve GPK iglemleri ile elde edilen 6rneklerde dar bir aralikta degisen partikiil boyut
dagilimi (mono-modal) gézlemlenirken, GDK iglemi ile kurutulmus 6rneklerde partikiil
boyut dagiliminin genis bir aralikta degistigi goriilmiistiir. Bu durum GDK isleminde

partikiil boyut dagiliminin kontroliiniin saglanamamasi ile agiklanmistir. Ayrica, PDK
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islemi ile elde edilen iiriinlerde ugucu aromatik bilesenlerin tutumunun (%93), GDK

(%77) ve GPK islemlerine gore (%57) oldukea iyi oldugu bildirilmistir.

Spesifik yiizey alan1 (SYA), kurutma sonrasi elde edilen tozlarin morfolojik 6zellikleri
acisindan en 6nemli kalite parametrelerinden biridir. SYA, toz partikiiliin yiizeyindeki
gozeneklilige bagh olarak, tek bir kiirenin yiizey alanindan daha yiiksek degerlere sahip
olabilmektedir. SYA’nin belirlenmesi, genel olarak toz partikiillerinin inert bir gazi
(azot gaz1 adsorpsiyonu) adsorbe etme kapasitesinin Olglilmesi prensibine dayanir.
Kurutma teknigine gore elde edilen tozlarin porozitesi ve gézenek caplart arttikca SYA
degerleri artar ve bu degerin yiiksek olusu ¢oziinebilirlik 6zelligi yiiksek, rekonstitlisyon
ozellikleri iyi tozlarin iretildiginin bir ifadesi olarak belirtilir. Kiiresel ve {iniform
yapida damlaciklar elde edilmesi, elde edilen damlaciklarin hizli bir sekilde donmasi ve
buzun siiblimasyon ile uzaklastirilmasi1 sayesinde PDK islemi ile elde edilen
partikiillerin sahip olduklari SYA’nin, genel olarak GDK ve GPK ile elde edilen
partikiillerden daha yiiksek oldugu bilinmektedir. (Hundre ve ark., 2015). PDK islemi
ile elde edilen farkli materyallerin partikiil boyutlar1 ve SYA degerleri Cizelge 2.4’te

verilmistir.

Y18in yogunluk ve sikistirilmis yogunluk, toz iiriinlerde paketleme, depolama ve tagima
gibi asamalarda Onemli kalite parametreleridir (Fernandes ve ark., 2014). Gida
tozlarmin y1gin 6zellikleri, sahip olduklar1 partikiil boyutu ve partikiil boyut dagilimlar
ile dogrudan iliskilidir (Kog¢ ve ark., 2011). Tekdiize partikiil boyut dagilimi ve kiigiik
partikiil boyutuna sahip tozlarin daha yiiksek yigin yogunluga sahip oldugu
bilinmektedir (Caparino ve ark., 2012). Toz iirlinlerin paketlenmesinde sikistirilmis
yogunluk degerleri paket tasarimi ve maliyeti i¢in olduk¢a dnemli bir parametredir ve
daha yiiksek yogunluklu tozlar daha kiigiik paketlerde tasinabilmektedir (Fernandes ve
ark., 2014). PDK islemi ile elde edilen toz iiriinlerin GDK ile elde edilen toz {irinlere
gore genel anlamda daha yiiksek y1gin yogunluk ve sikistirilmis yogunluk degerlerine
sahip oldugu bilinmektedir. Bu durum, PDK islemi ile elde edilen partikiillerin daha
kiicik boyutta olmasi ile agiklanmaktadir (Semyonov ve ark., 2010; Rajam ve

Aanandharamakrsihnan, 2015).
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Cizelge 2.4. PDK islemi ile kurutulan farkli materyallerin ortalama partikiil boyutlar1 ve SYA degerleri

Koruyucu/Kaplama Nozul Partikiil Boyutu SYA
Materyal Materyali Tipi (um) (m?/g) Kaynak
10-Hidroksi . . . .
. Gliserol tiirevleri Ultrasonik 29.8-42.17 - Gao ve ark. (2011)
Kamptotesin
Baccharis Mannitol, modifiye
dracunculifolia ' 4 Tek akiskanli 4.80-6.12 - Teixeira ve ark. (2017)
misir n1§asta51
ekstrakti
Bovin serum albumin Polilaktitglikolit Ultrasonik 10 - Blttngglggljlssel
Bovin serum albiimin - Tek akiskanl 100-300 19.2-97.7 Yu ve ark. (2006)
Ishwarya ve
Coziinebilir kahve - iki akiskanh 91.1 - Anandharamakrishnan
(2015)
Darbepoetin alfa Trehaloz Ultrasonik 3.2-5.2 24-29 Nguyen ve ark. (2004)
Diterpeonid lakton Hidroksipropilseliilloz iki akiskanh 0.6-2.5 - Wei ve ark. (2017)
Parthasarathi ve
E vitamini PAS protein izolati iki akiskanl 145.3 - Anandharamakrishnan
(2016)
Epitelyal bitylime Yumurta lesitini, . .
faktorii (thEGF) siikroz Ultrasonik 2.39-8.10 43.5-108.7 Yin ve ark. (2014)
Fenitoin - Dort akigkanh 25 36.5-58.5 Niwa ve ark., (2010)
Kanamisin - iki akigkanh 6.4-13.5 - Her ve ark. (2010)
Klaritomisin Mannitol, siikroz Ultrasonik 0.2-0.7 - Ye ve ark. (2017)
KO'ES;T;E;'IE""*” Mannitol Ultrasonik 21 - D’addio ve ark. (2013)
Kurkumin Kitosan iki akiskanh 30-120 - Yu ve ark. (2016)
Lactobacillus casei Mannoz, glukoz, ki akiskanl 248 . Her ve ark. (2015)
sakaroz, siikroz
Lactobacillus Trehaloz, Semyonov ve ark.
paracasei maltodekstrin Telk 2L 400-1400 (2010)
Lactobacillus PAS protein izolati, Rajam ve
lantarum frukto-oligosakkarit, iki akigkanh 54.0-104.1 - Anandharamakrishnan
P sodyum aljinat (2015)
Lizozim Trehaloz iki akiskanl 9-129 - Engsgg;;')e ark.
Ovalbiimin - iki akiskanh 11.8 - Yeom ve Song (2010)
PAS proteini - Tek akiskanli 393-480 - A”a”dhzzrgg;‘"sman
Poli laktik koglikolik Ali ve Lamprecht
asit, etil seliiloz i Tek akigkanh 166-415 ) (2017)
thDNase, anti IgE Ma””'stgll(’rgjha'oz' iki akiskanls 59-32.0 4411217 Maaveark. (1999)
Salmaterol ksinafoat Laktct)rzéhrzlz:) antOI’ Tek akiskanlt 10.9-34.9 - Rahmati ve ark. (2013)
. Mannitol, . Wanning ve ark.
Sodyum floresin maltodekstrin Dort akigkanh 50 - (017)
Sitake mantari .
aromatik ekstraktr Iki akigkanl 19.3 Her ve ark. (2015)
Tripsinojen Trehaloz Ultrasonik 20-80 - Sonner ve ark. (2002)
Vanilin PAS izolat, [- iki akaskanls 24-165 - Hundreve ark. (2015)
siklodekstrin
Yagh-Yagsiz siit tozu - - 415 - Rogers ve ark. (2008)

Ishwarya ve Anandharamakrishnan (2015) PDK, GDK ve GPK ile ¢oziinebilir kahve

iretimini gergeklestirdikleri ¢alismada, PDK islemi ile elde edilen toz {iriinlerin yi1gin

yogunluk ve sikistirilmis yogunluk degerlerinin GDK (350-360 kg/m®) ve GPK (330-
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390 kg/m?) ile elde edilen tozlara gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica,
PDK islemi ile elde edilen partikiillerin diizgiin kiiresel sekle sahip olmas1 ve partikiil
boyut dagilimlarinin daha dar bir aralikta degismesi bu yontem ile GDK ve GPK
islemlerine gore daha iyi akabilirlik o6zelliklerine sahip tozlar elde edilmesini
saglamaktadir (Parthasarathi ve Anandharamakrishnan, 2016). PDK islemi ile elde

edilen bazi tozlarin y1gin ve sikistirilmis yogunluk degerleri Cizelge 2.5°te verilmistir.

Cizelge 2.5. PDK islemi ile elde edilen bazi toz iiriinlerin yi18in ve sikistirilmig yogunluk degerleri

Y1gin Yogunluk Sikistirilmis

Materyal (kg/m?) Yogunluk (kg/m?) Kaynak
Baccharis .
dracunculifolia ekstrakt: 250-400 340-490 Teixeira ve ark. (2017)
= Ishwarya ve
CRC T R 610 680 Anandharamakrishnan (2015)
- . Parthasarathi ve
E Vg v 5 Anandharamakrishnan (2016)
Insiilin 3.2 4.6 Schiffter ve ark. (2010)
Kurkumin - 30 Yu ve ark. (2016)
. Rajam ve
Lactobacillus plantarum 170-370 180-400 Anandharamakrishnan (2015)
PAS proteini tozu 220 - Al-Hakim ve Stapley (2004)
Sodyum floresin 12 14 Wanning ve ark. (2017)
Toz grip asist 170 260 Garmise ve ark. (2007)

2.5 Mikroenkapsiilasyon

Enkapsiilasyon; bir maddenin veya karisimin baska bir madde veya sistem ile
kaplanmas1 veya hapsedilmesi olarak tanimlanmaktadir. Enkapstilasyonda temel amag,
hassas bilesenin c¢evresel faktorlerden korunmasi amaciyla katman olusturacak maddeyi
iceren soliisyon ile emiilsifiye edilmesi ve ardindan kurutulmasidir (Desobry ve ark.,
1997). Mikroenkapsulasyon ise aktif bir maddenin (¢ekirdek materyal) ¢evresinin bir
veya daha fazla kaplama materyali ile sarilip mikrometre ile milimetre araliginda
bliyiikliige sahip kapsiillerin (mikrokapsiil) elde edilmesinde kullanilan bir teknolojidir
(Kog ve ark., 2010). En temel tanimiyla bir mikrokapsiil, ¢evresinde diizenli yapida bir
katman bulunan kiigiik bir kiiredir (Poshadri ve Kuna, 2010). Mikroenkapsiilasyon
islemi ile temel bilesen ve iiriiniin diger bilesenleri arasinda fiziksel bir katman
olusturulur. Bu teknikle sivi damlaciklar, kati partikiiller veya gazlar, ince bir film
igerisine veya gidalarla kullanilabilen bir kaplama materyali igerisine hapsedilir.

Hapsedilmesi istenen bilesen tek veya birka¢ farkli madde olabilir ve tek veya cift
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katman ile sarilabilir. Bu bilesen veya bilesenlerin tutulmasi onlarin kimyasal
fonksiyonlarina, ¢oziiniirliikklerine, kutuplasma ve uguculuk derecelerine baghdir
(Sadikoglu, 2010). Enzimlerin ve diger biyoteknolojik materyallerin kati formlarimin
olusturulmasinda en Onemli konu, olusturulan kati formun sulu ¢ozelti haline
getirildiginde stabilitesini ve aktivitesini korumasi gerekliligidir (Namald:1 ve ark.,

2006).

Enkapstilasyon teknolojisi giiniimiizde eczacilik, kimya, kozmetik, gida ve boya gibi
farklt bir¢ok sektorde kullanilmaktadir (Augustin ve ark., 2001; Heinzen, 2002).
Mikroenkapsiilasyon teknigi, gida sektoriinde genellikle sivi damlaciklarin, kati
partikiillerin veya ugucu bilesenlerin gida safliginda kaplama materyalleri ile
kaplanmasi i¢in kullanilmaktadir (Gharsallaoui ve ark., 2007; Kaushik ve Roos, 2007;
Mahdavi ve ark., 2016). Gida iiriinleri icerisinde ¢cogunlukla kati ve siv1 yaglar, aroma
bilesenleri, vitaminler, mineraller, renk bilesenleri ve enzimler
mikroenkapsiillenmiglerdir (Estevinho ve ark.,, 2013; Mahdavi ve ark.,, 2016;
Parthasarathi ve Anandharamakrishnan, 2016).

Gida bilesenlerinin mikroenkapsiilasyonunda bir¢cok farkli yontem kullanilmaktadir.
Mikroenkapsiilasyon yonteminin se¢ilmesinde, c¢ekirdek materyalin ve kaplama
materyallerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile kaplanacak olan gida bileseninin
nerede kullanilacagi en 6nemli faktorlerdir. Farkli kaplama materyallerinin kullanilmasi
ve yeni kurutma tekniklerinin ortaya ¢ikmasi ile birlikte giinimiizde farkli 6zellikte
fonksiyonel gidalar elde edilebilmektedir. Enkapsiile edilmis bilesenlerin salinimi ortam
pH’sinin degistirilmesi, mekanik etki, sicaklik uygulamasi ve osmotik kuvvet gibi
faktorlerle degistirilebilmektedir. Gida endiistrisinde gergeklestirilen enkapsiilasyon
islemlerinde maliyet eczacilik veya kozmetik endiistrisine gore daha biiyiikk 6nem arz
etmektedir (Desai ve Park, 2005). Kaplama materyallerinin se¢imi ve kullanilacak olan
mikroenkapsiilasyon yontemi uygulanacak olan gidaya spesifik olmali ve gida
Ozelliklerini en 1iyi sekilde koruyabilmelidir. Dolayis1 ile bu iki unsur birlikte

diisiiniilerek mikroenkapsiilasyon islemi 6zenle tasarlanmalidir.
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2.5.1 Mikroenkapsiilasyon islemlerinde kullanilan kaplama materyalleri

Mikroenkapsiilasyon islemlerinde kullanilan kaplama materyalleri, son iiriiniin
fonksiyonel, fiziksel ve duyusal 6zelliklerine etki etmektedir. Dolayisi ile kullanilan
kaplama materyalleri belirli 6zellikleri tasima zorunlulugundadir. Buna gore kaplama
materyali;
e Kolay islenebilmeli ve yiiksek konsantrasyonlarda bile reolojik 6zelliklerini
koruyabilmelidir.
e Emiilsifikasyon yetenegi yiiksek olmali ve c¢ekirdek materyal ile stabil
emiilsiyonlar olusturmalidir.
e Mikroenkapsiilasyon islemi sirasinda ve daha sonraki asamalarda (depolama
vb.) ¢cekirdek materyal ile herhangi bir reaksiyona girmemelidir.
e Cekirdek materyalin biitiiniinii kaplayabilmeli ve dis etkenlere karsi koruma
saglayabilmelidir.
e Kaplama sonrasindaki kurutma islemlerinde siki bir yapi olusturarak stres
faktorlerine kars1 koruma saglamalidir.
e Kullanim kolayligi acisindan arzu edilen ¢6zgende c¢oziinlir Ozellige sahip
olmalidir.
e Salinim sirasinda ¢ekirdek materyalin tamamen agiga ¢cikmasini saglamalidir.

e Ucugz, inert ve kolay bulunabilir olmalidir (Giingér, 2013).

Enzimler gibi biyolojik degeri yiikksek maddelerin mikroenkapsiilasyonunda
kullanilacak kaplama materyallerinin suda ¢oziniirligii yiiksek, yiiksek kuru madde
iceriginde diisiik viskoziteli, film olusturucu oOzellikleri yiiksek, diisiik higroskopik

ozellikte ve kuruma 6zelligi yiiksek olmalidir (Gharsallaoui ve ark., 2007).

Karbonhidratlar

Karbonhidratlar, kiiresel ve piiriizsiiz mikro-kapsiil olusumu saglamalarinin yani sira
kaplama materyalleri ile g¢ekirdek materyalinin arasindaki yapisma kuvvetini artirir
(Bruschi ve ark.,, 2003). Mikroenkapsiilasyon isleminde genellikle nisasta,

maltodekstrin ve musir surubu gibi karbonhidratlar tercih edilmektedir (Dezarn, 1995;
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Kenyon, 1995). Yiiksek konsantrasyonlarda bile diisiik viskoziteye sahip olmalari ve
¢ozinirliklerinin iyi olmasi sayesinde bu materyaller kaplama materyalleri olarak
kullanilmaktadir. Ayrica ucuz olmalar1 ve gidalarda yaygin bir sekilde
kullanilmalarindan 6tiirti de tercih edilirler (Balasubramani ve ark., 2015; Mahdavi ve
ark., 2016; Kalusevi¢ ve ark., 2017). Fakat emiilsifiye edici Ozelliklerinin olmamasi
veya diisiik olmast sebebi ile mikroenkapsiilasyon isleminde tek baslarina

kullanilmalarindan ziyade proteinlerle birlikte kullanimlar1 daha yaygindir (Giingor,
2013).

Maltodekstrin, misir nigastasinin asidik veya enzimatik yontemlerle kismi hidrolizi
sonucunda elde edilen ve dekstroz esdegeri (DE) 20 veya 20°den kiigiik olan bir
maddedir (Madene ve ark., 2006). Yiksek sicakliklarda (90-100°C) ve pH 4.0-5.0
kosullarinda nisasta o-amilaz {nitelerine pargalanir ve bu islemin sonucunda
maltodekstrin ve misir surubu elde edilir (Kagar ve Sahan, 2004). Diisiik DE degerine
sahip maltodekstrinler dondurma gibi gidalarda yag ikamesi olarak kullanilmaktadir.
Maltodekstrinler yiizey aktif bilesikler olup c¢ozeltileri diisiik viskoziteye sahiptir.
Maltodekstrinler kati1 ve sivi yaglarin, vitaminlerin, minerallerin ve renk maddelerinin
mikroenkapsiilasyonu isleminde Maillard reaksiyonunun hizin1 distirmektedir.
Mikroenkapsiilasyon isleminde maltodekstrinler emiilsifiye edici ozelliklerinin az
olmas1 sebebiyle genellikle yardimci kaplama materyali olarak kullanilmaktadir
(Christensen ve ark., 2001; Fernandes ve ark., 2014; Medina-Torres ve ark., 2016;
Kalusevic ve ark., 2017; Yamashita ve ark., 2017). Literatiirde maltodekstrin, B-karoten,
balik yagi, Lactobacillus paracasei, meyve pulplar1 ve antosiyaninler gibi bir¢ok
materyalin  dondurarak kurutma ile mikroenkapsiilasyonunda farkli kaplama
materyalleri ile birlikte kullanilmistir (Desobry ve ark., 1997; Heinzelmann ve ark.,
1999; Semyonov ve ark., 2010; Fongin ve ark., 2017; Souza ve ark., 2017).

Nisasta, pullulan, sakaroz, laktoz, maltoz, glukoz ve iniilin gibi karbonhidratlar da
cesitli Ozellikleri nedeniyle farkli gidalarda kaplama materyali olarak kullanilabilir.
Iniilin, B-2-1 fruktoz iinitelerinin son kismina glukoz bagli olan zincir seklinde bir
karbonhidrattir. Iniilin, kalsiyum biyoyararlhiligini artirabilen ve prebiyotik etki
gosterebilen bir diyet lifidir. Saglik agisindan olumlu etkilere sahip olan iniilin, kaplama

materyali olarak da kullanilabilmektedir. Literatiirde iniilin, esansiyel yaglar, kus kirazi
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(Aronia melanocarpa L.) ekstrakti ve Lactobacillus plantarum gibi farkli bilesenlerin
dondurarak kurutma ile mikroenkapsiilasyon islemlerinde kaplama materyali olarak
kullanilmustir (Fernandes ve ark., 2014; Cuji¢ ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016).

Gamlar

Gam ve kivam artirict gibi maddeler, kendilerinin belirgin tatlar1 olmamasina ragmen
gidalar ile birlikte kullanildiklarinda duyusal 6zelliklere etki edebilmektedir. Yiiksek
viskoziteye sahip olduklarindan ve difiizyonu geciktirdiklerinden tatlilik unsurunun
azalmasina neden olmaktadirlar (Godshall, 1997). Mikroenkapsiilasyon islemlerinde
kullanilan gamlar arasinda akasya gami olarak da bilinen gam arabik, yiliksek emiilsifiye
etme giiciinden dolay: siklikla tercih edilmektedir. %2 protein, D-galaktoz, L-arabinoz
ve D-glukronik asit iceren polimer yapida bir madde olan gam arabigin, icerdigi
proteinler nedeniyle emiilsifikasyon kapasitesi oldukea iyidir (Dickinson, 2003). Diger
gamlara gore daha kolay ¢o6ziinebilmesi, ugucu bilesenlerin salinimini engellemesi ve
diistik  viskozitesi nedeniyle mikroenkapsiilasyon islemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Madene ve ark., 2006). Literatiirde gam arabik, ucucu yaglar, B-
karoten, polifenoller, kahveden elde edilen fenolik bilesikler ve kurkumin gibi bir¢ok
bilesenin dondurarak kurutma ile mikroenkapsiilasyonunda kaplama materyali olarak
kullanilmistir (Desobry ve ark., 1997; Kaushik ve Roos, 2007; Fang ve Bhandari, 2010;
Cano-Higuita ve ark., 2015; Ballesteros ve ark., 2017).

Proteinler

Proteinler, fonksiyonel oOzellikleri agisindan mikroenkapsiilasyon uygulamalart i¢in
uygun kaplama materyalleridir. Ozellikle aromatik bilesenler ve lezzet bilesenlerinin
tutulmasinda diger kaplama materyallerine gore daha basarihidirlar (Landy ve ark.,
1995). Molekiil agirliklarinin yiiksek olmasi, molekiil zincirlerinin esnek olusu, suda
¢Oziinen ve ¢dziinmeyen gruplart ayn1 anda icermesi gibi kimyasal ozelliklere sahip
olmasinin yaninda film olusturma ve c¢oziiniirliiklerinin iyi olmasi gibi teknolojik
Ozelliklere sahip olan proteinler mikroenkapsiilasyon islemlerinde yaygin bir sekilde
kullanilabilmektedir (Madene ve ark., 2006). Jelatin, PAS proteinleri ve kazein gibi
proteinler siklikla tercih edilen kaplama materyalidir (Giingér, 2013).
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2.5.2 Mikroenkapsiilasyon yontemleri

Gida bilesenlerinin enkapsiilasyonu amaciyla kullanilan ¢esitli yontemler mevcuttur.
Enkapsiilasyon bilesenlerinin ¢ogunlukla sivi formda olmasindan dolayr bir¢ok
teknoloji kurutma esasina dayanmaktadir (Nedovic ve ark., 2011). Mikroenkapsiilasyon
yonteminin se¢ilmesi esnasinda, ¢ekirdek materyal ve kaplama materyallerinin fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerinin ve kaplanacak olan gida bileseninin kullanilacagi yerin biiyiik
onemi vardir. Akiskan yatak kaplama, kokristalizasyon, koaservasyon, ekstriizyon, GPK
ve GDK islemleri endiistride kullanilan bagslica mikroenkapsiilasyon teknikleridir
(Glingor, 2013). Ayrica piuskiirtmeli kurutma ve dondurarak kurutma islemlerini
kombine eden PDK islemi, son yillarda enzimler ve mikroorganizmalar gibi degerli
biyoteknolojik materyallerin mikroenkapsiilasyonunda kullanilabilecek yenilik¢i bir

yontem olarak kullanilmaya baslanmistir (Ishwarya ve ark., 2015).

GPK islemi ile mikroenkapsiilasyon

Tripsin, amilaz, proteaz, glukoz oksidaz, pektinaz, laktaz ve pepsin gibi GPK ile elde
edilmis enzimler 6zellikle gida endiistrisinde yaygin kullanim alanina sahiptir (Bhandari
ve ark., 2008). Ticari enzimlerin iiretiminde, depolama boyunca aktivitenin korunmasi
onemli bir konudur. Dolayisiyla depolama stiresinin artirilmasi i¢in enzimlerin kaplama
materyalleri kullanilarak iretilen toz formlar1 gelistirilmistir (Namald1 ve ark., 2006).
Eger islem kosullar1 optimize edilmis ve ortama stabilizor maddeler eklenmisse, GPK
islemi 1s1l duyarliligi yliksek enzimler icin kullanilabilir bir yontem olabilmektedir

(Pilosof ve Sanchez, 2006).

Biyolojik materyallerin ve enzimlerin kati formlarmin olusturulmasinda en onemli
konu, iiretim asamasinda tirtiniin stabilitesini ve aktivitesini olabilecek en yiiksek oranda
korumasi gerekliligidir (Namald: ve ark., 2006). Enzimatik aktivitenin korunabilmesi
icin bu materyaller laktoz, siikroz, mannitol, gamlar, maltodekstrinler ve
siklodekstrinler gibi kaplama materyalleri varliginda kurutulmaktadir (Gilingor, 2013).
Samborska ve Witrowa-Rajchert (2005), maltodekstrin kullanilarak a-amilaz enziminin
GPK islemi ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirdikleri calismada, a-amilazin farkl

sicakliklarda ve farkli besleme hizlarinda degisik oranlarda enzim aktivitesine sahip
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oldugunu ve en yiiksek besleme hizi ile 220°C’de %90 oraninda enzim aktivitesinin

korundugunu belirlemislerdir.

GPK islemi, aroma maddeleri, lipidler ve pigmentlerin enkapsiilasyonunda siklikla
kullanilmasmma ragmen bu islemin mikroorganizma, esansiyel yaglar, enzimler ve
protein bazli bilesenler gibi 1s1l direnci diisiik olan materyaller i¢in kullanimi sinirlidir
(Gharsallaoui ve ark., 2007). Anekella ve Orsat (2013) GPK islemi ile ahududu
suyundaki probiyotiklerin 130°C giris sicakliginda canlilik oranmin %55’e kadar
geriledigini ancak giris sicakligi 100°C’ye diisiirtildiiglinde canlilik oranmin %81’e
yiikseldigini belirlemislerdir. Anjani ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada fungal proteaz-
peptidaz enzimini enkapsiile etmisler ve %70 oraninda mikroenkapsiilasyon etkinligine
ulagsmiglardir. Ancak Namaldi ve ark. (2006), proteaz enziminin mikroenkapsiilasyonu
sirasinda 130°C giris sicakligi kullanildiginda protein denatiirasyonuna bagli olarak
enzim aktivitesinde %32 kayip olustugunu belirtmislerdir. GPK islemi, GDK ile
kiyaslandiginda, enzim veya probiyotik bakteriler gibi sicakliga olduk¢a duyarh
bilesenler i¢in zararl olabilmektedir (Knorr, 1998).

GDK islemi ile mikroenkapsiilasyon

Gidalarin ve biyoteknolojik iriinlerin mikroenkapsiilasyonu amaciyla kullanilan en
onemli yontemlerden biri GDK islemidir. Bu yontem ile 1s1l duyarliligi yiiksek olan
materyaller kurutularak homojen yapida tozlar elde edilebilmektedir. Ancak bu kurutma
isleminde, biyolojik aktivitenin kaybina yol agabilecek buz kristali olusumu, diisiik
sicaklik ve dehidrasyon stresi gibi durumlar gbzlemlenebilir. Bu nedenle GDK islemi
ile elde edilen enzimlerin stabilizasyonunun saglanmasi amaciyla bir¢ok farkl: stabilizor

madde kullanilmaktadir (Capela ve ark., 2006).

Amid ve ark. (2014), pitaya meyvesinden saflagtirdiklart amilaz enziminin GDK islemi
ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirmislerdir. Kaplama materyali olarak gam arabik
ve kitozan karigiminin kullanildigi ¢alismada yiiksek enkapsiilasyon etkinligine (%96)
ulagilmis ve bu kaplama materyallerinin kombinasyonunun dondurarak kurutma
sirasinda enzim aktivitesi kaybin1 engelledigi sonucuna ulasilmistir. Heidebach ve ark.
(2009) probiyotik hiicrelerin modifiye nisasta kullanarak GDK islemi ile

mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirdikleri ve depolama stabilitesini inceledikleri
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calismada, mikroenkapsiile Bifidobacterium susunun kaplama yapilmamis Orneklere
gore 4°C’de depolama stabilitesinin 90 giine kadar arttigin1 belirlemislerdir. Yapilan bir
baska calismada Bifidobacterium longum’un GDK islemi sirasinda aljinat ile
mikroenkapsiilasyonun canlilik oran1 {izerine etkisi arastirilmis ve ortamda %3 aljinat
cozeltisi bulundugunda %67’lik bir enkapsiilasyon etkinligine ulasildigi belirlenmistir

(Amine ve ark., 2014).

PDK islemi ile mikroenkapsiilasyon

PDK isleminin mikroenkapsiilasyon amaciyla kullanilmasi olduk¢a yeni bir yontem
olmasina ragmen mikroenkapsiilasyon etkinligi ve g¢ekirdek materyalin korunmasi
acisindan en basarili yontemlerden biridir (Ishwarya ve Anandharamakrishnan, 2015).
PDK islemi dondurarak kurutma asamasini da icerdiginden nispeten uzun zaman
gerektiren bir metot olmasina karsin, bu islem ile istenen partikiil boyutuna
ulagilabilme  kolayligindan dolayr ¢esitli gida ve eczacilik {irlinlerinin
enkapsiilasyonununda basariyla kullanilabilecegi literatiirde farkli ¢aligmalarda

belirtilmistir.

Kumar ve Kar (2014), PDK ile mikroenkapsiilasyon isleminin 1s1l duyarlilig1 ytliksek
bilesenler i¢in basarili bir sekilde uygulanabilecegini ve diger enkapsiilasyon
tekniklerinden daha kullanigh olabilecegini bildirmislerdir. Drooge ve ark. (2005),
inulin  kullanarak tetrahidrokannabinol (THC-a) enziminin enkapsiilasyonunu
gergeklestirdikleri ¢alismada, PDK islemi ile elde edilen iiriinlerde havayla temas
sonucunda oksidasyonun neredeyse hi¢ ger¢eklesmedigini, 20°C’de %45 bagil nemde
3.5 ay sonunda kalan aktivitenin %85 oldugunu, GDK islemi ile elde edilen {iriinlerde
ise 1.5 aylik depolama sonunda kalan aktivitenin ancak %20 oldugunu belirlemislerdir.
Karthik ve Anandharamakrishnan (2013), dokosaheksaenoik asidin (DHA) PDK islemi
ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirmis ve drneklerin oksidatif stabilitesini GDK ve
GPK islemleri ile karsilastirmislardir. PDK islemi ile diisiik islem sicakliklari nedeniyle
GPK ve GDK islemlerine gore oksidasyonun daha iyi onlendigi goriilmiistiir.
Oksidasyon oran1t PDK isleminde %13, GPK isleminde %33, GDK isleminde ise %31
olarak belirlenmistir. Ayrica, oda sicakliginda ve buzdolabi kosullarinda depolama

stiresince PDK  islemi ile elde edilen orneklerin oksidasyon stabilitesinin diger
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orneklere gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Ancak, enkapsiilasyon etkinliginin
(yag tutumu) PDK islemi ile elde edilen 6rneklerde (%71), GPK (%83) ve GDK (%73)

ile elde edilmis orneklere gore biraz daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Maa ve ark. (1999), kaplama materyali olarak mannitol, trehaloz ve siikroz
kullandiklar1 ¢alismada rhDNase ve anti-IgE aerosol tozlar1 elde etmek i¢in PDK ve
GPK islemlerini karsilagtirmistir. PDK islemi ile elde edilen partikiillerin yiizeyindeki
gozenekliligin GPK ile elde edilen partikiillere gére daha fazla oldugu belirtilmistir.
Arastirmacilar GPK isleminde PDK islemine gore maliyetin daha diisiik olmasina ve
daha kisa siirede sonu¢ alinmasina ragmen, PDK isleminde %95 oraninda
mikroenkapsiilasyon verimine ulasildigr i¢in, bu isleminin tiim kosullar géz Oniinde
bulunduruldugunda yiiksek kapasiteli iiretimlerde daha ekonomik bir yontem
olabilecegini bildirmislerdir. Rahmati ve ark. (2013), eczacilik iirlinlerinde aktif bir
bilesen olan salmaterol ksinafoati laktoz, mannitol, trehaloz ve siklodekstrin
kullanilarak PDK islemi ile kurutmuslardir. PDK isleminin kristalizasyonu minimize
ettigini ve faz ayrimimi onledigini, bu durumun elde edilen tozlarin fizikokimyasal
ozelliklerini olumlu yonde etkiledigini belirtmislerdir. Formiilasyonlarda siklodekstrin
bulundugunda, gozenekli kiiresel yapilarin olusumunun arttigi ve partikiil boyutu
dagiliminin 10-30 pm araliginda oldugunu belirlemislerdir. Ayrica saf haldeki
salmaterol ksinafoat tozunun c¢Ozinirlik degeri %22 iken PDK islemi ile

mikroenkapsiile edilen iirlinlin ¢6ziiniirliik degerinin %90’a ¢iktig1 tespit edilmistir.

Rajam ve Anandharamakrishnan (2015), PDK islemi ile Lactobacillus plantarum’un
mikroenkapsiilasyonunu farkli kaplama materyalleri kullanarak gerceklestirmisler ve
farkli kaplama materyallerinin depolama siiresince mikro-kapsiillerin fiziksel
ozellikleri, mikroenkapsiilasyon verimi ve hiicre canliligi {izerine etkisini
arastirmiglardir. Calismada GDK islemi, PDK isleminin etkinligini ortaya koymak i¢in
kontrol yontem olarak kullanilmistir. PDK islemi ile mikroenkapsiilasyon veriminin
%88-95 araliginda oldugu belirlenmis ve islemin hiicre canliligini etkilemedigi
vurgulanmistir. PDK islemi ile kiiresel sekle sahip mikro-kapsiiller elde edilmis,
orneklerin akabilirliklerinin 1yi, higroskopisitelerinin ise diisiik oldugu bulgulanmistir.
PDK islemi ile elde edilen mikro-kapsiillerin y1gin yogunluk degerlerinin GDK ile elde
edilen mikro-kapsiillere (150-300 kg/m®) gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu
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durum GDK ile elde edilen mikro-kapsiillerin PDK islemi ile elde edilenlere gore
partikiil boyut dagilimmin daha genis bir aralikta degismesi ve partikiil sekillerinin
tekdiize  olmamasma  baglanmistir.  Partikiil boyutu  agisindan  Ornekler
karsilastirildiginda, PDK ile elde edilen partikiillerin GDK islemi ile elde edilen
partikiillere (344-380 pm) gore oldukea kiigiik oldugu tespit edilmistir.

Her ve ark. (2015) ise glukoz, siikroz ve mannoz gibi farkli kaplama materyalleri ile
probiyotik tozu elde etmek i¢in PDK islemini kullanmiglar ve kurutma sonrasinda
probiyotiklerin %98 oraninda canliliklarini devam ettirebildiklerini belirlemislerdir.
Arastirmacilar, PDK isleminin probiyotik hiicrelerin kuru mikro-kapsiillerinin elde
edilmesinde uygun bir yontem oldugunu belirtmislerdir. Buna karsin, Semyonov ve
ark. (2010) yaptig1 ¢alismada Lactobacillus paracasei hiicrelerinin PDK islemi ile

mikroenkapsiilasyonunu gerceklestirdiklerinde %60 canlilik oranina ulasmislardir.

Parthasarathi ve Anandharamakrishnan (2016), E vitamininin PAS protein izolati
kullanarak PDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirdikleri
calismada mikroenkapsiilasyon verimlerini sirasiyla %89.3, 86.1ve 89.6, suda ¢6ziinme
hizlarm ise sirastyla 0.364, 0.392 ve 0.287 dak™ olarak belirlemislerdir. Calismada
elde edilen sonuglara gore, hem yliksek mikroenkapsiilasyon verimi hem de yiiksek
cozlnlirliiklii  bir {riin istendiginde en uygun yontemin PDK islemi oldugu
belirtilmistir. Ayn1 ¢calismada GPK ile elde edilen tozlarin nem igerigi %7.16 ve GDK
ile elde edilen tozlarin nem igerigi %6.99 iken, PDK islemi ile elde edilen tozlarin nem
igerigi %5.41 olarak belirlenmistir. PDK islemi ile elde edilen daha diisiik nem igerigi,
olusturulan damlaciklarin sivi azot ile hizli bir sekilde dondurulmasi sonucunda elde
edilen diizglin kiiresel buz kristallerinin kuruma sirasinda 1s1 ve kiitle transferini
artirmast ile aciklanmistir. PDK islemi ile elde edilen toz iirlinlerin y1gin yogunluk ve
sikistirilmis yogunluk degerleri GDK ile elde edilen tozlara (230-280 kg/m®) benzer,
GPK ile elde edilen tozlara (350-510 kg/m®) gore ise daha diisiik oldugu belirlenmistir.
PDK ve GDK ile elde edilen Orneklerin yigmm yogunluklarmin diisiik olmasi,
partikiillerin yiizeyinde ¢ok fazla bosluk olmasi ile agiklanmistir. Ayrica, GPK islemi
ile elde edilen E vitamini Orneklerinin akabilirlik 6zellikleri “cok zayif” olarak
nitelendirilirken PDK ve GDK islemleri ile elde edilen 6rneklerin akabilirlikleri “iyi”

olarak bulgulanmistir. Yapilan partikiil boyutu analizlerine gore, PDK islemi ile elde
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edilen partikiillerin GDK (279 pm) ve GPK (195.8 um) ile elde edilen partikiillere gore
daha kii¢iik boyutta oldugu belirlenmistir.

Hundre ve ark. (2015), kaplama materyali olarak PAS proteinleri veya siklodekstrin
kullanmis ve PDK islemi ile vanilinin mikroenkapstilasyonunu gergeklestirmislerdir.
Ayrica PDK islemi morfoloji, partikiill boyutu, nem igerigi, 1sil stabilite ve
mikroenkapsiilasyon verimi gibi parametreler acisindan GDK ve GPK islemleri ile
karsilastirilmistir. PDK, GDK ve GPK i¢in mikroenkapsiilasyon verimleri sirasiyla
%72, 86.2 ve 76.8 olarak belirlenmistir. PDK islemi ile elde edilen partikiillerin
gozenekli yapisi sebebiyle ylizeye yakin olan vanilinin mikroenkapsiilasyon verimini
azalttig1 belirtilmistir. PDK ve GPK islemi kullanilarak elde edilen tozlarin partikiil
boyut dagilimmin GDK ile elde edilen tozlara gore daha dar bir aralikta degisim
gosterdigi tespit edilmistir. PDK isleminde GDK islemine gore (36.91 um) daha kiiciik
partikiil boyutu elde edilmesinin kurutma siiresini kisalttigi bildirilmistir. Ayrica, PDK
islemi ile mikroenkapsiilasyonu gerceklestirilen 6rneklerin 1s1l stabilitesinin ise GDK

ve GPK islemleri ile elde edilen 6rneklerden daha iyi oldugu tespit edilmistir.

2.6 Transglutaminaz Enzimi

Gida proteinleri triinlerin, doku, stabilite, viskozite, jellesme, emiilsifikasyon ve su
tutma gibi 6zelliklerini etkileyen fonksiyonel bilesenlerdir (Feergemand ve ark., 1998).
Gidalarin  bu ozelliklerinin gelistirilmesi, proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinin
modifikasyonuna baghdir. Proteinlerin modifikasyonu kimyasal, fiziksel ve enzimatik
yontemlerle gerceklestirilebilmektedir ve bu yontemlerden en yaygin olarak kullanilani
enzimatik modifikasyonlardir (Imm ve Lee, 2000). Enzimlerin substrata spesifik
olmalari, az miktarda kullanilmalar1 ve istenmeyen yan iriinlerin olusumunun daha az
goriilmesi nedeniyle, enzimatik modifikasyonlar kimyasal modifikasyonlara gore daha
stk tercih edilirler (Gerrard ve ark., 2002). Gidalarin dokusal 06zelliklerinin
gelistirilmesinde kullanilabilecek olan en uygun enzimler proteinler arast kovalent
capraz baglanma gerceklestirebilen enzimlerdir (Serdaroglu ve Turp, 2003). Proteinlerin
modifikasyonunu gerceklestirerek gidalarda arzu edilen ozellikleri saglayabilen en

onemli enzimler transglutaminazlardir (Zhang ve ark., 2009).
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Transglutaminazlar bir serbest amin grubu ile (proteine bagl lisin veya peptite bagl
lisin gibi) protein ya da peptite bagli glutamin y-karboksiamid grubu arasinda proteolitik
parcalanmaya direngli ¢capraz baglarin olusumunu katalizleyen bir enzim ailesidir (EC
2.3.2.13) (Griffin ve ark., 2002). Transglutaminaz, lisin ve glutamin kalintilar1 arasinda
capraz baglar olusturarak protein molekiilii i¢inde veya molekiiller arasi baglarin
olusmasini1 saglayan bir transferazdir. Proteinlerin ¢apraz baglanmasi yiliksek molekiil
agirlikli polimerlerin olusmasina sebep olur. Olusan izopeptit baglar e-(y-glutamin) lisin
olarak adlandirilmakta ve polimerizasyonun olusumunu saglamaktadirlar. Protein i¢eren
gidalarda bu baglar, hizli bir sekilde ve diger reaksiyonlardan daha Once
gerceklesmektedir. Ortamda enzim tarafindan kullanilabilecek glutamin veya lisin

tiikenene kadar bu reaksiyon devam etmektedir (Kuraishi ve ark., 2001).

Transglutaminazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar sonucu olusan kovalent baglar,
hidrojen baglar1 ve hidrofobik baglardan yaklasik 20 kat daha giicliidiir. Kovalent
baglarin kas proteinlerinin ¢apraz baglanmasini saglama becerileri sayesinde,
transglutaminazlar gida islemede 6nemli bir yer edinmistir (Akamittath ve Ball, 1992;
Stangierski ve Baranowska, 2008). Transglutaminazlarn c¢apraz bag olusturma
yetenegi, substrat olarak kullanilacak proteinin yapisina baghdir. En etkili capraz
baglar, esnek bolgesinde glutamin kalintist bulunan proteinlerde meydana gelmektedir

(Dickinson, 1997).

Transglutaminazlarin endiistriyel olarak elde edilmesi konusunda ii¢ temel yaklasim
bulunmaktadir. Ilk yaklasim domuz, sigir ve balik gibi hayvanlarin viicut sivilarindan
ekstrakte edip saflastirmaktir. Transglutaminazlarin bir tipi olan faktér XIII, kesim
sirasinda domuz ve sigir kanindan ticari olarak ekstrakte edilebilmektedir (Zhang ve
ark., 2009). Ancak kandan elde edilen bu enzimin aktif hale gelebilmesi i¢in trombine
ihtiya¢ duymasi ve ayrica iiriiniin rengi agisindan olumsuzluklar yaratacagi i¢in gida
endiistrisinde ¢ok fazla kullanilmamaktadir. ikinci yaklagim, enzimin E.coli, Bacillus ve
Aspergillus ile baz1 mayalarin genetik modifikasyonu ile elde edilmesidir (Seguro ve
ark., 1995). Bir¢ok arastirmaci bu konu iizerine ¢alismaktadir ancak heniiz gida
standartlarina uygun transglutaminaz elde edilememistir. Ugiincii yaklasim ise
transglutaminaz tireten mikroorganizmalardir (Zhu ve ark., 1998). Bunlar arasinda en

uygun olan Streptoverticillium mobaraense nin bir varyanti olarak siniflandirilmistir.
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Enzimin ticarilestirilmesi son zamanlarda artmis ve molekiil agirligi, sekonder yapisi,
enzimatik Ozellikleri gibi fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir (Romeih ve Walker,
2017).

Yapilan tiim ¢alismalarda transglutaminazlarin gida matrikslerinde proteinlerin ¢apraz
baglanmasina dayali olarak 1siya dayaniklilik, su tutma kapasitesi, elastikiyet, sikilik,
emiilsifikasyon, ¢oziiniirliik ve jellesme Gzelliklerini gelistirdigi bildirilmistir (Motoki
ve Kumazawa, 2000; Kuraishi ve ark., 2001). Ayrica transglutaminazlarn bazi
proteinlerin allerjen 6zelliklerini azaltma potansiyellerinin bulundugu da bilinmektedir
(Watanabe ve ark., 1994; Gerrard, 2002). Transglutaminaz enzimi proteinleri gesitli
yollarla modifiye edebilme ozelliginden dolay1 gida endiistrisinde et iirtinleri, deniz
tirtinleri, PAS proteinleri ve unlu mamuller gibi farkli alanlarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica yenilebilir protein filmleri {iretiminde de kullanilabilmektedir
(Di Pierro ve ark., 2011; Porta ve ark., 2011). Firincilik {irtinlerinde transglutaminaz un
kalitesinin, ekmegin dokusal o6zelliklerinin ve makarna gibi {rlinlerin pisme
sonrasindaki dokusal 6zelliklerinin iyilestirilmesinde kullanilmaktadir (Kuraishi ve ark.,
2001; Moore ve ark., 2006). Islenmemis et iiriinlerinde kullanildiginda ise dokusal
ozellikleri iyilestirerek herhangi bir 1s1l islem veya tuz ilavesi olmaksizin tek basina et
parcalarini bir biitin haline getirebilmektedir. Ayrica, diisiik kaliteli etlerde aminoasit
icerigini artirarak kaliteyi artirabilmektedir (Motoki ve Seguro, 1998). Sodyum kazein-
transglutaminaz kompleksi etten uzaklastirilan yaga ikame olarak kullanilir ve bu
sekilde tiretilen iirlinler yag iceren iiriinlere gore gorsel ve duyusal olarak farklilik
gostermez (Nielsen, 1995). Siit {irlinlerinde ise, transglutaminaz ilavesinin yogurtta
sineresisi Onledigi, transglutaminaz-kazein kompleksinin ise yogurtta homojen bir yap1
sagladigi, ayrica transglutaminaz ilavesi ile peynir iiretiminde piht1 veriminin arttigi

cesitli calismalar ile ortaya konulmustur (Kuraishi ve ark., 2001; Ozer ve ark., 2007).
2.7 Mikrobiyal Transglutaminaz Enzimi

Mikrobiyal Transglutaminaz (mTG) lisin igeren proteinlerin glutamin kalintilarinin y-
karboksiamid gruplari ile birincil aminler arasinda agil transfer reaksiyonu katalizleyen
Ca*?den bagimsiz bir enzimdir. mTG Streptoverticillium tiirleri tarafindan

iiretilmektedir. MTG’mn Ca*?’den bagimsiz bir enzim olmasi, kazein ve miyosin gibi
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gida proteinlerinin fonksiyonlarinin modifiye edilmesine olanak saglamaktadir. Ayrica
MTG iki farkli gida proteini arasinda ¢apraz baglar olusturabilmekte, boylelikle daha
yiikksek molekiil agirlikli proteinlerin olusumunu saglayabilmektedirler (Motoki ve
Seguro, 1998).

MTG’n ¢alisma pH aralig1 5.0-8.0 arasindadir, bununla beraber pH 4.0 ve 9.0’da az da
olsa enzimatik aktiviteye sahiptir. Enzimatik aktivite agisindan en yiiksek sicaklik
50°C’dir ve aktivitesini 50°C’de 10 dakika boyunca siirdiirebilir. Diger taraftan
sicakligin 70°C’ye yiikselmesi ile aktivitesini birka¢ dakika i¢inde kaybedebilmektedir.
MTG, 10°C ve donma noktasinda da bir miktar aktiviteye sahiptir (Motoki ve Seguro,
1998). mTG’in izoelektrik noktasi yaklasik pH 8.9’dur. Molekiil agirlig1 ise 38.000
Dalton olarak bulunmustur. Ayrica yaklasik olarak 331 aminoasitten olusmaktadir
(Yiiksel ve Erdem, 2007).

mTG, tipik memeli transglutaminazindan farklidir. Deneysel olarak kobay
karacigerinden elde edilen transglutaminazlar enzimatik aktivitesi acisindan Ca*2
iyonuna gerek duymaktadir. mTG enzimin karakteristik 6zelligi Ca*?’den bagimsiz
katalizor olmasidir. Bu 6zellik gida proteinlerine uyarlanmast acisindan ¢ok 6nemlidir.
Ciinkii, cogu gida proteini, kazeinlerde oldugu gibi, diisiik kalsiyum iyon derisiminde

¢okme egilimi gostermektedir (Zhang ve ark., 2009).

mTG’in aktif merkezi, SH— grubu Katalitik reaksiyona katilan bir sistin kalintisidir.
Proteinlerin mTG ile reaksiyona sokulmasinin jelatin, kazeinat, serum proteini, soya
proteini, yumurta sarisi, yumurta beyazi ve gluten gibi genis bir alanda gida proteini i¢in
kovalent olarak ¢apraz baglanmis jel/kolloitlerin {iretilmesini sagladigi bilinmektedir.
Ancak c¢apraz baglanma orani her bir proteinin makromolekiiler yapisiyla yakindan
alakali oldugu i¢in, bu proteinlerin hepsi ideal substratlar degildir. Capraz baglama
benzer tiirde protein yapilari arasinda gerceklesip benzer olmayan protein yapilari

arasinda ger¢eklesmemektedir (Schorsch ve ark., 2000; Yiiksel ve Erdem, 2007).

Cu*?, Zn*2, Pb*? ve Li*, mTG’1 6nemli olgiide inhibe etmektedir ¢iinkii agir metaller
MTG 1 aktif bolgelerinin bir pargasi olan sistein uglarindaki tiyol gruplarimi baglarlar
(Yiiksel ve Erdem, 2007). mTG’1n aktif bdlgesinde bulunan bu grup nedeniyle belirli

sartlar altinda enzim okside olabilmektedir. Bu nedenle 6zel paketlerde ve genel olarak
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maltodekstrin veya bir diger inert tasiyici ilizerinde standardize edilmis olarak

satilmaktadir (Payne, 2009).

2.8 Yamt Yiizey Yontemi ve Optimizasyon

Yanit yilizey yontemi (RSM), deneme setlerinden tiiretilen basit empirik modellerin
kullanildig1 bir optimizasyon teknigidir ve gida miihendisligi arastirmalarinda siklikla
tercih edilmektedir (Ko¢ ve ark., 2010). RSM, “Denemelerin Optimum Kosullara
Ulagmas1” ismi ile 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan gelistirilmis ve
tanimlanmistir. Myers ve Montgomery (1995)’e gore, RSM proseslerin gelistirilmesi ve
optimizasyonu i¢in gerekli istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birlikte kullanildig:

bir yontemdir.

RSM, proses degiskenlerinin deneysel uzayini arastirmak i¢in deneysel stratejileri,
sistemin yanitt ve {lizerinde etkili olan bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi
belirlemek i¢in kullanilan empirik modelleme tekniklerini ve proses degiskenlerinin
sistemin yanitinda arzu edilen etkiyi gosterdigi seviyelerinin bulunmas i¢in kullanilan
optimizasyon tekniklerini kapsamaktadir (Eren, 2004). RSM, eleme denemeleri, bolge
arastirmasi Ve optimizasyon asamalarin1 igermektedir. Eleme denemelerinde esas
denemelerinin daha verimli uygulanmasma olanak saglayacak ©n denemeler
gerceklestirilir. Tkinci asama olan bolge arastirmasinda amag, eleme denemeleri ile
belirlenen bagimsiz degiskenlerin sistemin yanitinda olusturduklari degerlerin, optimum
noktaya yakin sonuglar verip vermedigini belirlemektir. Optimum noktaya yaklastikca
yanit yiizeydeki egrilik daha belirgin hale gelmektedir. RSM’in bu asamasinda birinci
dereceden modeller kullanilir. Birinci dereceden modeller sistemin yanitin1 belirlemede
yeterli ise secilen deneme bolgesinin optimum noktadan uzakta oldugu anlasilir ve yeni
bir deneme bolgesi secilir. Bu islem, olusturulan yanit yiizeydeki egriligin 6nemli
oldugu bolgeler bulununcaya kadar devam eder. RSM’in ii¢lincli asamasi, islem
optimum noktaya yaklasildiginda baslar. Gergek yanit fonksiyonu optimum nokta
etrafinda Onemli bir egrilik gostermektedir. Bu egriligin tahminlenmesinde lineer
olmayan modeller, genellikle ikinci dereceden polinomiyal modeller, iissel modeller
veya eksponansiyel modeller kullanilir. Uygun bir model elde edildikten sonra, bu

model optimum noktanin arastiritlmasinda kullanilir (Kog¢ ve ark., 2010). Denemelerin
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dizayn edilmesi, modelin se¢cimi ve gelistirilmesi, modelin istatistiksel olarak

dogrulanmasi ve optimizasyon, RSM’in baslica kisimlarini olusturmaktadir.

Optimizasyon islemi, ulasilmasi istenen hedeflere bagimsiz degiskenlerin birbiri ile
etkilesimlerinin etkisinin incelenmesi sonucunda bir araya getirilerek uygulanmasidir.
Giliniimiiz kosullarinda, piyasalarda rekabet edilebilmesi i¢in {iretim sistemlerinin
mutlaka optimize edilmesi gerekmektedir (Banga ve ark., 2003). Optimizasyon
islemlerinde proses tasarimlarinin verimini artirmak amaciyla matematiksel veriler ve
bilgisayar yazilimlar1 kullanilmaktadir. Ancak gidalarin yapisal 6zelliklerinin kompleks
yaptya sahip olmast nedeniyle modellemeler zorlagsmakta, dolayis1 ile gida
mithendisliginde  yapilan  optimizasyon c¢aligmalarmmin  sayisinin  artirilmasi

gerekmektedir (Kog ve ark., 2010).

2.8.1 D-optimal dizayn

Deney bolgesi diizensiz oldugunda, nitel faktorler iki seviyeden daha fazlasina sahip ise,
deneme sayilarinin azaltilmasi isteniyorsa, 6zel regresyon modellerinin fit edilmesi
gerekiyorsa ve proses ile karisim faktorleri ayni dizayn igerisinde kullanilacaksa D-

optimal dizaynin kullanilmas: tercih edilir.

Deneme bolgesi arastirilan faktorler tarafindan tanimlanir. Her bir faktoriin tek tipi,
onlarin bolgeleri ve toplam faktdr miktar1 bolgenin alani etkiler. Bolgede gostermek
icin, basit bir plan kullanim1 ¢ok etkili bir aractir. Kiibik ve kuadratik dizaynlarin aksine

diger deneme boélgeleri hiperkiiplere benzemektedir (Eriksson ve ark. 2008).

Diizensiz deneysel alanda veriyi islemek igin iki yol vardir (Sekil 2.9). 1lki, tekrar bir
kuadratik forma sahip olana kadar alani kii¢iiltmektir. Ancak, bu tiim deneme desenini
bozacagl i¢in tavsiye edilmez. Daha etkin bir ¢oziim bilgisayar kaynakli D-optimal
dizayn kullanimidir. Sekil 2.9°da sol kisimda verilen diyagram 2 proses faktorli
denemeyi temsil etmektedir. ilk parca faktdriyal dizayn ile birlikte diizenli deneme
bolgesini gostermektedir. Ikinci parga ise iist sag kosesi kisitlanmis bir bolgedir ve
sonu¢ olarak D-optimal dizayn kullanilmaktadir. Burada 4 karenin sag altinda, D-
optimal algoritmasi hari¢ koseler yerine kisitlanmis ¢ergcevenin iizerinde 2 nokta seger.

Bu durum deneme sayilarini artirmaktadir ancak kisith deneme bolgesinin karmagikligi
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ile basa ¢ikmak igin gereklidir. Ayrica, merkez noktasi manipiile edilmektedir (Eriksson
ve ark. 2008). Karisim dizayni diizensiz deneme bdlgelerini de igerebilmektedir. Sekil
2.9’da verilen {iggen ise ti¢ faktorlii bir karisim dizaynini gostermektedir ve deneme
bolgesi diizensizdir. Normal olarak, tiggenin tiim koseleri ulasilabilir ancak bu 6rnekte
faktorler kisitlanmigtir. Karisim dizayni i¢in kisitlamanin anlami alt ve st sinirlarinin 0

ve 1’den farkli olmasidir (Eriksson ve ark. 2008).

N
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Sekil 2.9. Diizensiz deneme bolgelerinin sematik gosterimi (Eriksson ve ark. 2008)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Mikroenkapsiilasyon c¢alismalarinda kullanilan mikrobiyal transglutaminaz (mTG)
enziminin iretimi Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA), Tarimsal
Arastirma Merkezi’'nden (ARS) liyofilize toz formda temin edilen Streptomyces
mobaraensis (NRRL B-3729) susu kullanilarak gergeklestirilmistir. S. mobaraensis
liyofilize bakteri kiiltiiriiniin aktiflestirme ve canlandirma islemleri Alman Hiicre
Kiiltiirii ve Mikroorganizma Koleksiyonu (DSMZ) katalogunda belirtilen prosediire
gore hazirlanan “GYM Streptomyces sivi besiyeri” ve “GYM Streptomyces kati

besiyeri” kullanilarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. GYM Streptomyces sivi ve kati besiyeri bilesimi (pH 7.2)

Miktar (g/l)
Bilesen Sivi Kat
Glukoz 4 4
Yeast ekstrakt 4 4
Malt ekstrakt 10 10
CaCO3 - 2
Agar - 12

S.mobaraensis’in aktiflestirilmesi saglandiktan sonra mTG enziminin iiretimi, Tokat
Organize Sanayi Bolgesi’nde beyaz peynir iiretimi yapan bir fabrikadan ticari atik
olarak temin edilen PAS ve Turhal Seker Fabrikasi’ndan temin edilen melas (suda
¢Oziiniir kuru madde orani:  %79) kullanilarak  hazirlanan  besiyerinde
gerceklestirilmistir. Mikroenkapsiilasyon islemi i¢in gam arabik, maltodekstrin (DE: 20)
ve iniilinin ticari formlar1 kaplama materyali olarak kullanilmistir. Mikroorganizmanin
aktiflestirilmesi, enzim iretimi, enzimin kismi saflastirilmasi, mikroenkapsiilasyon ve
depolama calismalar1 Gaziosmanpasa Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii

Laboratuvarlari’nda gerceklestirilmistir.
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3.2 Yontem
3.2.1 mTG enziminin iiretimi ve kismi saflastirilmasi

mTG enziminin tiretimi amactyla melas ve PAS’ndan olusan bir besiyeri hazirlanmustir.
30g melas/1000g PAS konsantrasyonunda hazirlanan besiyeri (pH 6.0) sterilize
edildikten sonra (121°C, 15 dak) %1 oraninda aktiflestirilmis S. mobaraensis kiiltiirii ile
astlanarak 30°C’de 150 rpm ¢alkalama hizinda 4 giin siire ile inkiibe edilmistir. Her
inkiibasyon isleminin sonunda enzim aktivitesi belirlenerek enzimin {iretilip

tiretilmedigi kontrol edilmistir.

Uretilen mTG enziminin kismi saflastirilmasi amonyum siilfat tuzu kullamlarak
¢coktirme islemi ile gergeklestirilmistir. Enzim iretiminin gergeklestirildigi sivi
besiyeri, Tween 80 (%0.1 v/v) ilave edilerek 2 saat siire ile karigtirilmis ve ardindan
biyo-kiitlenin uzaklastirilmast amaciyla 6000 rpm’de 15 dakika santriflij islemi
uygulanmistir. Elde edilen sivi faz icerisine %80 doygunlukta amonyum siilfat
eklenerek iki saat inkiibasyonun ardindan 6000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi
uygulanmis ve ¢okelti saf su yardimi ile toplanmistir (Estevinho ve ark., 2013). Elde
edilen ¢okelti diyaliz torbasi (Sigma, seliiloz membran 49 mm c¢ap, 14 kDa cut off)
kullanilarak 4°C’de diyaliz islemine tabi tutulmustur. Diyaliz islemi enzim ¢dzeltisinin
% kuru madde icerigi takip edilerek sonlandirilmis ve calismada kullanilacak enzimin

kismi saflastirma islemi tamamlanmaistir.
3.2.2 Enzim aktivitesinin belirlenmesi

mTG enziminin aktivitesi, enzimin spesifik bir substrati olan Z-GIn-Gly peptidi ve
hidroksilamin  arasindaki reaksiyon sunucu olusan hidroksimat miktarinin
spektrofotometrik olarak 6lglilmesi prensibine dayanan hidroksimat metodu kullanilarak
belirlenmistir (Folk ve Cole, 1965). Bu amagcla, 100 pul enzim ¢ozeltisi iizerine 200 pl
200 mM pH 6.0 Tris-HCI, 25 pl 12.5 mM glutation, 25 pl 125 mM hidroksilamin ve 75
ul 37.5 mM Z-GIn-Gly ¢ozeltileri sirasiyla eklenmis ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda enzimatik reaksiyonun durdurulmasi ve renk

olusumu i¢in reaksiyon ortamina 425 pl TCA-FeCls ¢ozeltisi eklenmis ve 11000 rpm’de
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5 dakika santrifiij (Hettich Micro 200, Almanya) islemi uygulanan oOrneklerin iist
fazlarinin spektrofotometrede (Perkin-Elmer Lambda EZ 201, ABD) 525 nm’deki
absorbanslar1 belirlenmistir. Standart kurvenin olusturulmasi1 amaciyla hazirlanan
standart ¢ozelti (0—1.20 umol L-glutamik asit y-monohidroksimat) diliisyonlarina enzim
aktivitesi belirleme prosediirii uygulanarak spektrofotometrede 525 nm’de absorbans
degerleri  okunmustur.  Hazirlanan  r-glutamik  asit  y-monohidroksimat
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans grafiginden elde edilen dogrunun
denklemi ile analize alinan Orneklerdeki r-glutamik asit y-monohidroksimat (pumol)
miktart belirlenmistir. mTG enziminin aktivitesi (iinite, U/ml); reaksiyon ortaminda (pH
6.0) 37°C’de 1 dakikada 1.0 pmol hidroksimat agiga ¢ikaran enzimin miktar1 olarak

tamimlanmustir (Bourneow ve ark., 2012; Estevinho ve ark., 2013).

3.2.3 Yalin enzimin ultrasonik piiskiirtmeli dondurarak kurutulmasi (UPDK)

islemi

Tuz ile ¢oktiirme ve diyaliz islemlerinin ardindan belirli bir kuru madde igerigine (%4.5
KM) sahip ¢ozelti “yalin enzim” olarak adlandirilmistir. Yalin enzimin piiskiirtme
islemlerinde iki farkli frekansta ¢alisan ultrasonik nozul (48 ve 120 kHz, SonoTek Inc.,
ABD), bir gii¢c kaynagi (ECHO Ultrasonic Generator, SonoTek Inc., ABD) ve sivi
ornegin nozula beslenmesinde siringa pompa (Syringe Pump TI, SonoTek Inc., ABD)
kullanilmistir (Sekil 3.1). Piskiirtme islemleri, iginde yaklasik 500 ml s1v1 azot bulunan
paslanmaz ¢elik kap (¢ap: 10 cm, yiikseklik: 12 cm) kullanilarak sivi azot seviyesinden
7 cm uzakliktan, Kriyojenik sivi iizerinde bulunan buhar igine piiskirterek
gergeklestirilmistir. Yalin enzimin UPDK isleminin optimizasyonu i¢in besleme debisi
(X1) ve nozul frekansi (X2) bagimsiz islem degiskenleri olarak se¢ilmis ve Cizelge
3.2’de verilen tek faktorlii deneme desenine gore ultrasonik piiskiirtme islemleri
gerceklestirilmigtir. Ultrasonik piiskiirtme islemi tamamlandiktan sonra donmus
damlaciklar bir miktar sivi azot ile birlikte paslanmaz gelik bir tepsiye aktarilmis ve
dondurarak kurutma isleminin gergeklestirilecegi dondurarak kurutucuya (CHRIST,
Alpha 1-4 LSC, Almanya) transfer edilmistir. Dondurarak kurutma islemi, 6 saat birinci
kurutma (1 mbar) ve 2 saat ikinci kurutma (0.01 mbar) olacak sekilde toplam 8 saatte
tamamlanmustir. ikinci kurutma asamasinda plaka sicaklig1 tiim denemelerde 30°C’de

sabit tutulmustur.
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Sekil 3.1. Ultrasonik piiskiirtmeli dondurarak kurutma (UPDK) sistemi

Cizelge 3.2. Yalin enzimin UPDK ile kurutulmasi i¢in olusturulan deneme deseni

Deneme No Besleme debisi (ml/dak)  Nozul frekans: (kHz)

(X1) (X2)
1 3.5 120
2 2 48
3 6.5 48
4 8 48
5 35 48
6 5 120
7 6.5 120
8 120
9 5 48
10 8 120

UPDK islemi ile yalin enzimin kurutulmasi asamasinda maksimum enzim aktivitesini
saglayan, optimum ultrasonik piskiirtme islem kosulu ‘desirability’ yaklasimi ile
belirlenmistir. Calisma boyunca baslangic enzim ¢o6zeltisi aktivitesinde olabilecek
farkliliklar1 ortadan kaldirmak i¢in, kurutma sonrasi elde edilen toz {iriiniin aktivitesi
baslangic aktivitesine oranlanmig (Esitlik 3.1) ve hesaplanan “kalan aktivite (%)”
degerleri optimizasyon isleminin yanit1 olarak kullanilmistir. Ayrica, sadece ultrasonik
pliskiirtme ve donma isleminin enzim aktivitesi lizerine etkisinin goriilebilmesi ve

yorumlanabilmesi i¢in piiskiirtme ve donma isleminden sonra elde edilen aktivite
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baslangi¢ aktivitesine oranlanarak “donma Sonrasi kalan aktivite (%)” degerleri
hesaplanmistir. Sadece kurutma asamasinin etkisinin goriilebilmesi i¢in ise kurutma
sonrasinda elde edilen toz iiriiniin aktivitesi, piiskiirtme ve donma isleminden sonra elde
edilen aktiviteye oranlanarak “kurutma sonrasi kalan aktivite (%)” degerleri elde
edilmistir.

Kurutma sonrasi aktivite (U/ml)

Kalan Aktivite (%) = 1 1
alan Aktivite (%) Baslangi¢ aktivitesi (U/ml) <100 3-1)

3.2.4 mTG enziminin UPDK ile mikroenkapsiilasyonu

D-optimal birlesik dizayn deneme desenine gore (Cizelge 3.3) kismi saflastirma ve
diyaliz yoluyla elde edilen enzim ¢dzeltisinin, UPDK ile mikroenkapsiilasyonunda etkili
bagimsiz karisim degiskenleri olan kaplama materyallerinin oran1 [gam arabik (Ci),
maltodekstrin (C>), iniilin (C3)] ve proses degiskenlerinin [besleme debisi (X1) ve nozul
frekans1 (X2)] etkisi incelenmis, mikroenkapsiilasyon verimi (kalan aktivite) yanit
olarak secilerek islem optimize edilmistir. Burada C1, C, ve Cz karisim oranlarini, X1 ve
Xz ise proses degiskenlerini simgelemektedir. Yalin enzimde oldugu gibi, piiskiirtme
islemleri 48 ve 120 kHz ultrasonik nozullar kullanilarak gerceklestirilmis ve Sekil

3.1’de goriilen sistem kullanilmistir.

Mikroenkapsiilasyon ¢alismasinda yapilacak olan tiim analizler i¢in (fiziksel analizler,
aktivite hesaplamalari) gerekli olan 6rnek miktar1 g6z 6niinde bulundurularak besleme
¢ozeltisi kuru madde oran1 %10’a yiikseltilmistir. Kuru maddenin yaklasik iki katina
cikarilmasi nedeniyle kurutma stiresi 12 saat birinci kurutma (1 mbar) ve 4 saat ikinci
kurutma (0.01 mbar) olmak iizere toplam 16 saat olarak degistirilmistir. Yapilan 6n
denemelerde kaplama materyali olarak sadece iniilin kullanildiginda kurutma sirasinda
¢okme gozlenmis ve bu sebeple iniilin oraninin karisimda en fazla %60 olmasina karar

verilmistir.

Mikroenkapsiilasyon isleminde kaplama materyallerinin karisim oranlart bagimsiz
degisken olarak secilmis ve bu oranlar deneme deseni kullanilarak belirlenmistir. Tiim
denemelerde toplam kuru madde sabit olacak sekilde (%10 KM), enzim ¢ozeltisi KM:

kaplama materyali KM oran1 1:2 olarak belirlenmistir. Gam arabik, maltodekstrin ve
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iniilinin - %10’luk stok ¢ozeltileri hazirlanarak denemelerde bu stok c¢ozeltiler
kullanilmistir. Kaplama materyalleri i¢in, deneme deseninden belirlenen miktarlar
hesaplanarak stok ¢ozeltiden gerektigi kadar alinmis ve kaplama materyalleri karisimi 5
dakika boyunca 11200 rpm hizinda homojenize edilmistir (Ultra-Turrax IKA T-18
Basic, ABD). Daha sonra bu karigima her bir deneme i¢in ayr1 ayr1 hesaplanan miktar
kadar enzim c¢ozeltisi ilave edilip (toplam KM %10 olacak sekilde) 11200 rpm hizinda 5
dakika siire ile homojenizasyon islemi gerceklestirilmistir. Hazirlanan karisimlar her iki
ultrasonik nozul (48 ve 120 kHz) ile 2-8 ml/dak besleme debisi araliginda deneme
desenine gore piiskiirtiilmiis ve donmus damlaciklar bir miktar sivi azot ile birlikte
paslanmaz c¢elik tepsiye alinarak birinci ve ikinci dondurarak kurutmanin

gerceklestirilecegi dondurarak kurutucuya transfer edilmistir.

Mikroenkapsiilasyon veriminin maksimum olmasini saglayan optimum islem kosullar
desirability fonksiyonu yaklasimi uygulanarak belirlenmistir. Kurutma sonrasi elde
edilen driiniin aktivitesi baglangic aktivitesine oranlanmis (Esitlik 3.1) ve hesaplanan
“kalan aktivite (%)” degerleri optimizasyon isleminin yaniti olarak kullanilmustir.
Sadece ultrasonik piiskiirtme ve donma isleminin etkisinin belirlenmesi igin piiskiirtme
ve donma isleminden sonra elde edilen aktivite baslangi¢ aktivitesine oranlanarak
“donma sonrasi kalan aktivite (%)” degerleri hesaplanmistir. Sadece kurutma
asamasinin etkisinin belirlenmesi i¢in ise kurutma sonrasinda elde edilen {iriiniin
aktivitesi, pliskiirtme isleminden sonra elde edilen aktiviteye oranlanarak ‘“kurutma
sonrast kalan aktivite (%)” degerleri hesaplanmistir. Belirlenen optimum kosulda
kurutma islemleri iki tekerriilii olarak gergeklestirilmis, optimum nokta deneysel olarak
dogrulanmistir. Mikroenkapsiilasyon isleminin enzim aktivitesi {izerine olan koruyucu
etkisinin ortaya konmasi amaciyla yalin enzim, bu asamada belirlenen optimum
kosulda, kaplama materyalleri olmaksizin ayrica kurutulmus ve UPDK islemi ile elde

edilen yalin enzim (UPDK-YE) olarak adlandirilmistir.
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Cizelge 3.3. UPDK ile mikroenkapsiilasyon iglemi i¢in olusturulan deneme deseni

Deneme Gam arabik Maltodekstrin Iniilin Besleme debisi Nozul frekansi
No (%) (C1) (%) (C2) (%)(C3) (ml/dak) (X1) (kHz) (X)
1 35 35 30 2.0 48
2 100 0 0 8.0 48
3 40 0 60 2.0 120
4 50 50 0 8.0 120
5 100 0 0 5.0 48
6 50 50 0 8.0 48
7 40 0 60 2.0 48
8 0 100 0 8.0 120
9 70 0 30 6.5 48
10 40 0 60 8.0 120
11 0 100 0 5.0 120
12 100 0 0 5.0 120
13 35 35 30 5.0 48
14 0 100 0 2.0 120
15 40 0 60 8.0 48
16 35 35 30 8.0 120
17 0 40 60 5.0 120
18 35 35 30 8.0 48
19 40 0 60 8.0 48
20 0 40 60 2.0 48
21 50 50 0 8.0 120
22 35 35 30 2.0 120
23 100 0 0 2.0 120
24 50 50 0 5.0 120
25 0 100 0 2.0 48
26 0 100 0 8.0 48
27 100 0 0 8.0 120
28 0 40 60 8.0 48
29 40 0 60 2.0 48
30 70 0 30 35 120
31 50 50 0 2.0 48
32 70 0 30 35 48
33 40 0 60 8.0 120
34 50 50 0 2.0 120
35 0 100 0 5.0 48
36 100 0 0 2.0 48
37 40 0 60 5.0 48
38 0 40 60 2.0 120
39 0 40 60 8.0 120
40 0 40 60 8.0 120

3.25mTG enziminin  geleneksel dondurarak  kurutma (GDK) ile

mikroenkapsiilasyonu

Kismi saflastirilmis mTG enziminin UPDK ile mikroenkapsiilasyonu asamasinda
maksimum kalan aktivite degerinin saglandigi optimum karisim orani kosulu ile
hazirlanan besleme c¢ozeltisi GDK islemi ile kurutulmustur. Hazirlanan karisim

puskiirtiilmeksizin -80°C’de 4 saat siire ile dondurulmus, dondurulan O&rnekler
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dondurarak kurutucuya aktarilmis ve UPDK isleminin dondurarak kurutma asamasi ile

ayni olacak sekilde (12 saat birinci kurutma + 4 saat ikinci kurutma) kurutulmustur.

3.26 MTG  enziminin  geleneksel piiskiirtmeli kurutma (GPK) ile

mikroenkapsiilasyonu

Kismi saflagtirilmis mTG enziminin UPDK islemi ile mikroenkapsiilasyonu agamasinda
maksimum kalan aktivite degerinin saglandigi optimum karistm orami kosulu ile
hazirlanan besleme ¢ozeltisi GPK islemi ile kurutulmustur. GPK isleminde islem
kosullarinin belirlenebilmesi i¢in, UPDK islemi ile ulasilan sonug {iriin nem icerigine
sahip iriin eldesi hedeflenmis ve yapilan 6n denemeler sonucunda hava giris sicakligi
150°C ve cikis sicakligi 79°C olacak sekilde ¢alisilmistir. Ayrica, UPDK igleminde
belirlenen optimum besleme debisinin (6.83 ml/dak) saglanabilmesi i¢in pompa giicii
%29 olarak ayarlanmistir. GPK ile mikroenkapsiilasyon islemi Gaziantep Universitesi,
Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii’nde bulunan piiskiirtmeli kurutucu

(Biichi Mini Spray Dryer B-290, Isvicre) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.7 Isil stabilitenin belirlenmesi

UPDK-YE ile optimum kosulda UPDK, GDK ve GPK islemleri ile elde edilen
mikroenkapsiile enzim Orneklerinin 1s1l stabiliteleri 5 farkli sicaklik (40, 45, 50, 55 ve
60°C) ve 3 farkli pH (pH 5.0, 6.0 ve 7.0) kosulunda belirlenmistir. Bu amagla dort farkl
ornek kullanilarak ayni kuru madde oraninda enzim c¢dézeltileri hazirlanmis, her bir
enzim ¢dzeltisinin, her bir pH i¢in ayr1 ayri olacak sekilde farkli sicakliklarda ve farkli
siirelerde su banyosunda inkiibasyonun ardindan enzim aktivitesi belirlenmistir.
Inkiibasyon siireleri her bir kosul i¢in 5 adet olacak sekilde &n denemeler ile
belirlenmis, aktivite diisiislinlin diizglin olarak takip edilebilecegi siire araliklar tespit
edilmistir. Farkli pH’larda enzim aktivitesinin sicaklik ile degisimine ait elde edilen
veriler kinetik modellemeye tabi tutulmustur. Enzim aktivitesindeki degisim (enzim
inaktivasyonu) birinci derece reaksiyon kinetigi ile aciklanmistir (Esitlik 3.2). Tim
orneklerin yar1 omiir siireleri (t;,,, dak) ise hesaplanan hiz sabiti (K, dak™) degerleri

kullanilarak Esitlik 3.3 ile belirlenmistir.
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In (U/Uy) = k.t (3.2)

. _In2 .
127 (3.3)
Enzim aktivitesindeki degisimlerin sicakliga bagimlilik diizeyi Arrhenius esitligi ile
aciklanmis (Esitlik 3.4) ve her bir Ornek igin aktivasyon enerjisi (Ea, kJ/mol)

hesaplanmustir.
k= ko E/RT) (3.4)

Ayrica, aktivasyon entalpisi (AH, kJ/mol), Gibss serbest enerjisi (AG, kJ/mol) ve
aktivasyon entropisi (AS, J/mol.K) sirasi ile Esitlik 3.5, Esitlik 3.6 ve Esitlik 3.7

kullanilarak tiim sicaklik ve kosullar i¢in belirlenmistir.

AH=E,-RT (3.5)

AG=-R.T.1 (k'h) 3.6

=RTIn| 7 (3.6)
AH-AG

S= T (3.7)

Burada;

t: siire (dak),

Uo: baslangi¢ enzim aktivitesi (U/ml),

Ut: t siiresi sonunda enzim aktivitesi (U/ml),
R: Evrensel gaz sabiti (8.3145 J/mol.K),

h: Planck sabiti (6.6262x10734 J.s),

K: Boltzmann sabiti (1.3806x102 J.K%) dir.

3.2.8 Depolama stabilitesinin belirlenmesi

UPDK-YE ile optimum kosulda UPDK, GDK ve GPK islemleri ile elde edilen
mikroenkapsiile enzim ornekleri aliiminyum kapli polietilen (ALPE) (12 um PET + 8
um AL + 50 pm LDPE) ambalaj materyali icerisinde iki farkli kosulda depolanmis ve
depolama stabiliteleri belirlenmistir. Ornekler, oda sicakligi ve yiiksek sicaklik olmak

tizere; 25°C’de %50 RH kosulunda 6 ay, 38°C’de %90 RH kosulunda ise 3 ay siire ile
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depolanmistir. Depolama denemeleri 2 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Analiz
yontemleri baslig1 altinda verilen kalan aktivite, enzimin yiiksek sicaklik, farkli pH ve
metal iyonlar1 varliginda stabilitesindeki degisim 25°C ve %50 RH’da 30 giinliik, 38°C
ve %90 RH’da ise 15 giinliik periyotlar araliginda belirlenmistir.

3.3 Analiz Yontemleri

3.3.1 Metal iyonlari, pH ve yiiksek sicakhigin enzim aktivitesine etkisinin

belirlenmesi

Enzim aktivitesi tizerine farkli metal iyonlar1 (ZnSOa4.7H20, FeCls.6H->0, CaCl2.XH-0,
Cl,C0.6H20) ve EDTA’nin (EDTA.2H20) etkisini belirlemek i¢in Cizelge 3.4’te
belirtilen sekilde reaksiyon ortammma 1 mM konsantrasyonda metal iyonlar1 ve EDTA
ilave edilmistir (Nagy ve Szakacs, 2008; Ekren, 2013). Hig¢bir metal icermeyen deney
ortami, kontrol grubu olarak kabul edilerek standart analiz kosullarinda 525 nm’de
Olciimler  gergeklestirilmistir.  Sonuglarin  degerlendirilmesinde  kontrol  grubu
orneklerinin aktivitesi 100 kabul edilerek, deneme gruplarmin kontrole gore kalan
aktivite degisimleri belirlenmigtir. Yiiksek sicakligin enzim aktivitesine etkisinin
belirlenmesi amaci ile standart prosediirdeki inkiibasyon sicakligi artirilarak 80°C
olarak uygulanmis, elde edilen aktivite degeri standart analiz kosullarinda (37°C) elde
edilen aktivite degeri ile oranlanarak kalan aktivite (%) degerleri belirlenmistir. Benzer
sekilde, farkli pH degerlerinin aktiviteye etkisi, standart prosediirde kullanilan pH 6.0
Tris-HCI tamponu yerine pH 3.0 ve 8.0 tampon ¢ozeltileri kullanilarak aktivite
Ol¢timiiniin  gergeklestirilmesi ve elde edilen aktivite degerlerinin standart analiz
kosullarinda (pH 6.0) elde edilen aktivite degeri ile oranlanmasiyla kalan aktivite (%)

degerleri hesaplanmistir.
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Cizelge 3.4. Metal iyonu ve EDTA igeren deney ortaminin hazirlanisi

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek Kontrol
Enzim ¢ozeltisi 100 ul 100 ul 100 ul
200 mM Tris-HCI (pH 6.0) tamponu 180 pl 180 pl 200 pl
Metal iyonlari 20 pl* 20 pl* -
12.5 mM Glutation 25 ul 25 ul 25 ul
125 mM Hidroksilamin 25 ul 25 ul 25 ul
37.5 mM Z-GIn-Gly - 75 ul 75 pl
Saf su 75 ul - -
37 °C’de 1 saat inkiibasyon
%15 TCA - %5 FeCls ¢ozeltisi 425 ul 425 ul 425 ul

11000 rpm’de 5 dak santrifiij

525 nm’de spektrofotometrede okuma

*1 mM metal i¢eren deney ortamu igin 21.25 mM stok metal ¢ozeltisi kullanilmistir.

3.3.2 Partikiil 6zelliklerinin belirlenmesi

Partikiil boyutu analizi

UPDK-YE ve GDK iglemi ile elde edilen yalin enzim (GDK-YE) 6rnekleri ile optimum
kosulda UPDK, GDK ve GPK islemleri ile elde edilen mikroenkapsiile enzim tozlarinin
partikiil boyutu ve partikiil boyut dagilimlari, Akdeniz Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii laboratuvarinda bulunan LLD (Laser Light
Diffraction) cihazi (Masterseizer-2000 Malvern Instruments Ltd., UK) kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Tiim 6rnekler igin iki tekerriirlii olacak sekilde Drya,3), d1o, dso, oo Ve

aciklik degerleri belirlenmis, ayrica partikiil boyutu dagilimi grafikleri ¢ikartilmistir.

Dis,3) degeri Esitlik 3.8, agiklik degerleri ise Esitlik 3.9 kullanilarak hesaplanmuistir.

¥ n;d;
Y nd;

Dpy 3=

dgg-d
Aciklik= =010
50
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Burada;

Dra,31: hacim agirlikli ortalama partikiil boyutu degeri (um),

ni: partikiil sayisi,

di: partikiil ¢cap1 (um),

d10: %10 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel ¢ap (um),
dso: %50 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel ¢ap (um),
doo: %90 kiimiilatif hacme sahip esdeger hacimsel ¢ap (um)’tir.

Spesifik viizey alam (SYA) ve gozeneklilik analizi

UPDK-YE ve GDK-YE ile optimum kosulda UPDK, GDK ve GPK islemleri ile elde
edilen mikroenkapsiile enzim orneklerinin SYA ve gdzenek boyutu analizleri ODTU
Merkez Laboratuvari-Yiizey ve Gozenek Karakterizasyon Laboratuvari’ndan hizmet
alimi yapilarak gergeklestirilmistir. Orneklerin SYA degerleri tek noktali BET
(Brauner-Emmett Teller) yontemi ile AUTOSORB 6-B yiizey karakterizasyon cihazi
kullanilarak belirlenmistir. Degaz islemi tiim Ornekler i¢in 40°C’de 16 saat siire ile

gerceklestirilmistir.

Partikiil morfolojisinin belirlenmesi

UPDK-YE ve GDK-YE ile optimum kosulda UPDK, GDK ve GPK islemleri ile elde
edilen mikroenkapsiile enzim Orneklerinin partikiil morfolojileri taramali elektron
mikroskop (SEM) goriintiileri  kullanilarak  belirlenmistir. SEM  calismalari
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Universite-Sanayi-Kamu Isbirligi Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi (USKIM) Mikroskobik Analiz Laboratuvari’ndan
hizmet alim1 yapilarak gergeklestirilmistir. Ornekler 0.05 mbar vakum ve 40 mA akim
kosullarinda 200 saniye boyunca altin ile kaplanmistir (Cressington Sputter Coater 108
Auto, UK). Gériintiiler 20 kV hizlandirma geriliminde ve 9.75x107 torr basingta, Zeiss
Evo LS 10 marka SEM cihazi kullanilarak alinmistir.
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Partikiil yogunlugu

Toz orneklerin partikiil yogunlugu (pp) Barbosa-Canovas ve ark. (2005)’e gore, sivi

piknometresi yontemi ile toluen kullanilarak gergeklestirilmis ve Esitlik 3.10°a gore
orneklerin partikiil yogunluklar1 hesaplanmustir.
(ms'mO)p

R wr— (3.10)

Burada;

mMs: toz iirlin ile dolu piknometre agirligi (g),
Mo: bos piknometre agirligi (g),

p: toluenin yogunlugu (0.865 g/ml),

m;: toluen dolu piknometre agirligi (g),

Msi: toz lirlin ve toluen dolu piknometre agirlig: (g)’ dir.

3.3.3 Yigin ozelliklerinin belirlenmesi

Nem tayini

Tiim orneklerde nem tayini 400 W halojen lambaya sahip kizil6tesi nem tayin cihazi

(Shimadzu MOC-63U) kullanilarak 90°C’de gergeklestirilmistir.

Su aktivitesi tayini

Tiim toz 6rneklerde su aktivitesi (a,,), su aktivitesi 6l¢iim cihazi (AquaLab Model Series
3TE, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
Renk

Toz orneklerin rengi, Hunter L*, a” ve b” degerleri &lgiilerek (Minolta, CR-300)

belirlenmistir.
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Y181n ve sikistirilmis yogunluk

Toz orneklerin yigin yogunlugu (p,, kg/m3), 10 ml hacme sahip silindirik bir kap
icerisine hava boslugu kalmayacak sekilde ancak herhangi bir basing uygulamaksizin
doldurulmasiyla, kiitle/hacim oranindan hesaplanmigtir. Sikigtirtlmis yogunluk (p,,

kg/m?) ise, 2 g toz 6rnegin 10 ml hacme sahip silindirik kabin igerisine doldurulup

sikistirilmasi ile kiitle/hacim oranindan belirlenmistir (Bhandari ve ark., 1999).
Porozite

Orneklerin porozitesi (g) partikiil yogunlugu ve sikistirilmis yogunluk arasindaki iligki

kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik 3.11).

PPy

&=

x100 (3.11)
pp

Akabilirlik

Carr indeks (CI) degerleri ve Hausner oran1 (HR) yigm yogunluk ve sikigtirilmig
yogunluk degerleri kullanilarak sirasiyla Esitlik 3.12 ve Esitlik 3.13 kullanilarak
hesaplanmistir (Carr, 1965; Hausner, 1967).

cr=P t'pb)/pt X100 (3.12)

p
HR= t/pb %100 (3.13)

Carr indeks (CI) degerlerine gore; CI degerinin 15’ten kiiciik olmasi durumunda
akabilirlik ¢ok iyi, 15-20 arasinda iyi, 20-35 arasinda zayif, 35-45 arasinda kotii, 45’ten
biiylik ise cok kotii olarak tanimlamistir (Carr, 1965). HR degerinin 1.2°den kiiciik
oldugu durumlarda akabilirlik yiiksek; 1.2 ile 1.4 arasinda orta; 1.4’ten biiyiik

oldugunda ise diisiik olarak tanimlanmistir (Hausner, 1967).
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Keklesme

Etiivde 1 saat boyunca 105°C’de bekletilen 6rnekler daha sonra sogumasi i¢in 30 dakika
siire ile desikatore yerlestirilmistir. Kuru 6rnek tartilarak 500 um’lik elege aktarilip 5
dakika boyunca elenmistir. Elek iizerinde kalan Ornek miktar1 tartilarak keklesme

derecesi (KD) Esitlik 3.14’e gore hesaplanmustir (Jaya ve Das, 2004).

(100xb)

KD (%)= (3.14)
Burada,
a: kullanilan toz miktari (g),

b: elek tizerinde kalan toz miktari (g)’dir.

3.3.4 Yeniden yapilandirma (rekonstitiisyon) 6zelliklerinin belirlenmesi

Islanabilirlik

Toz 6rnegin 1slanabilirlik analizi i¢in 250 ml’lik bir behere, 25°C’de 100 ml saf su
hazirlanmistir. Beher ve cam huniden olusan bir diizenek olusturulup, beherdeki sivi
yiizeyi ile huninin alt kismi arasindaki mesafe 10 cm olacak sekilde ayarlanmistir.
Huninin igerisine bir cam test tilipli yerlestirilip, toz 6rnek (0.1 g) test tiipiiniin ¢evresine
konulmustur. Son olarak toz Ornegin tamamiyla islanma siiresi (S) Olgllmiistiir

(Jinapong ve ark., 2008).

Dagilabilirlik

Dagilabilirlik analizi i¢in 50 ml’lik behere 25°C’de 10 ml saf su konulup, {izerine toz
ornek (1 g) eklenmistir. Bir kasik yardimiyla, 15 s igerisinde saat yoniinde ve aksi
yonde 25 dairesel hareket yapildiktan sonra karistirmaya son verilmistir. Rekonstitiite
ornek 212 pum’lik elekten siiziiliip ve siiziintiiden 1 ml 6rnek alinip, darasi alinmis
aliminyum kaba aktarilmistir. Etlivde 105°C’de 4 saat siireyle bekletilmis ve
dagilabilirlik degeri Esitlik 3.15’e gore hesaplanmistir (Jinapong ve ark., 2008).
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e (10+a)x%TS
Dagilabilirlik (%)=———7—~— x100 (3.15)

ax (100-b)
100

Burada;

a: kullanilan toz miktari (g),

b: kullanilan tozun nem igerigi (%),

%TS: elekten gecen rekonstitiite ornegin kuru madde miktar (%),

olarak alinmustir.
Coziinebilirlik

Coziinebilirlik analizi i¢in 1 g toz 6rnek 25 ml saf su ile seyreltildikten sonra 3000
rpm’de 5 dakika siire boyunca mekanik bir karistirict ile karistirilmistir. Elde edilen
karisimlar  ependorf tiiplerine aktarilip, 5 dakika boyunca 3000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Santriflij sonrasinda Ustte kalan sivi, metal petri kaplarina aktarilmig
ve etiivde 105°C’de 4 saat siireyle kurutulmustur. Coziinebilirlik (%) degeri kiitle

farkindan hesaplanmistir (Cano-Chauca ve ark., 2005).
3.3.5 istatistiksel analiz

[statistiksel analizler SPSS 22.0 ve Design Expert 7.0 paket programlari kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tahminlenen degerler ile deneysel veriler arasinda fark olup
olmadigini belirlemeye yonelik tek 6rnek t-testi ile optimum noktada farkli yontemler
ile elde edilen 6rneklerin karsilastirilmasinda kullanilan “‘Univariate Varyans Analizi,
Duncan post hoc’’ testi SPSS 22.0 paket programi kullanilarak, kaplama materyallerinin
ve islem degiskenlerinin kalan aktivite ve fiziksel 6zellikler {izerine etkisini belirlemede
uygulanan regresyon analizi, istatistiksel analizler, izohips grafikleri, yanit yiizey
grafikleri ve optimizasyon islemleri Design Expert 7.0 (StatEaselnc., USA) paket

programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Uygun kaplama materyallerinin oranlarinin ve islem kosullarimin belirlenmesinde D-

optimal birlesik dizaynmi kullanilarak desirability fonksiyonu yaklagimi yontemine gore
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optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Olusturulan matematiksel modellere gore her bir
yanit i¢in ¢oklu lineer regresyon analizi uygulanmistir. Modeldeki onemli terimler
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak tespit edilmis ve optimizasyon i¢in desirability
fonksiyonu yaklagimi kullanilmistir (Kog¢ ve ark., 2010). Elde edilen modele gore
optimum islem kosullarinda en az ii¢ deneme yapilarak optimum noktanin deneysel
olarak dogrulanmasi islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen yanita gbére optimum
noktanin dogrulanmasi sonucunda elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel olarak fark
olup olmadigi tek Ornek t-testi kullanilarak belirlenmistir (p<0.05). Yalin enzimin
UPDK ile kurutulmasi sonucunda elde edilen yanitlarin regresyon analizi i¢in Esitlik
3.16’da, enzimin UPDK ile mikroenkapsiilasyonu sonucunda elde edilen yanitlarin

regresyon analizi igin ise Esitlik 3.17°de verilen modeller olusturulmustur.

ok
Kalan Aktivite (%)= B+ Z B.X;+ Z BXi+ Z Z BXi k=1 (3.16)
i= i=1 j=1+1
k k Kk
Kalan Aktivite (%)= B+ z B.Ci +Z B“C2+2 ale-i-z ;X +z Z 05 C; X (3.17)
i=1 i=1 i=1 j=1+1
=123

Isil stabilite icin regresyon katsayisi (R?) ve kinetik katsayilar dogrusal regresyon
analizi ile Microsoft Office Excel 2016 programi kullanilarak hesaplanmistir.
Olusturulan modellerinin tahminlenmesinde, incelenen esitligin amaca uygunlugunun
saptanabilmesi i¢in bagil yiizde sapma (%P) degerleri kullanilmistir (Esitlik 3.18).

100 Ci-Cal

o =
%oP=— o (3.18)

Burada;

Cui: deneysel kalan aktivite degerleri (%),

Cii: modelden tahminlenen kalan aktivite degerleri (%),
N: veri sayisi

olarak alinmistir.
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4.  BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Yahn Enzimin Ultrasonik Piiskiirtmeli Dondurarak Kurutulmasi (UPDK)

Islemi

Uretimi ve kismi saflastirilmasi gerceklestirilen yalin enzim ¢dzeltisinin (%4.5 KM)
UPDK islemi sonrasinda elde edilen “kalan aktivite (%)” degerleri ile, sadece ultrasonik
puskiirtme ve donma isleminin enzim aktivitesi tlizerine etkisini ifade eden ‘‘donma
sonrast kalan aktivite (%)” ve sadece kurutma asamasinin etkisinin goriilebilmesi i¢in
belirlenen “kurutma sonrasi kalan aktivite (%)” degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, ultrasonik piiskiirtme ve kriyojenik sivinin ¢ok diisiik
sicakligr (~-196°C) sayesinde gergeklesen hizli donma asamasinda enzim aktivitesinde
diisiis goriilmedigi, aksine tiim kosullarda aktivitenin arttigi gdzlenmistir. Ozbek ve
Ulgen (2000), ultrasonikasyon isleminin enzimleri alt birimlerine ayirabildigini
belirtmigler, Arzeni ve ark. (2012) protein izolatina ultrasonikasyon uygulanmasi
sonucunda proteinler ile ortamda bulunan safsizliklarin olusturduklar agregat
boyutunun azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica, proteinlere ultrasonik islem uygulamasi
sonucunda hidrofobisite, emiilsiyon stabilitesi ve biyolojik aktivite gibi fiziko-kimyasal
veya fonksiyonel 6zelliklerinde degisiklikler meydana gelebildigi de bildirilmektedir
(O'Sullivan ve ark., 2016). Ultrasonik piiskiirtme ve donma sonrasi kalan aktivitedeki
artiy, puskiirtme asamasinda uygulanan ultrasonikasyon isleminin kismi olarak
saflastirilmis besleme c¢ozeltisi icinde bulunan ve enzime baglanmis haldeki farkli
proteinler gibi safsizliklar1 enzim molekiiliinden ayirmasi sonucu ortamda bulunan
serbest mTG miktarinin artmasi ile agiklanabilir. Ayrica, piiskiirtme islemi ile damlacik
boyutunun kiiciilmesi sonucunda artan ylizey alani ile birlikte enzimin substratla olan
baglantisinin artmig olmasi da aktivitedeki artis1 agiklayabilir. Ultrasonik piiskiirtme
sonrasinda olusan damlaciklarin hizli bir sekilde donmasi da aktivite iizerinde olumsuz
bir ekti yaratmamugstir. Nitekim, Cao ve ark. (2003) enzimlerin aktivitesini korumak i¢in
stvi azot ile hizli bir sekilde dondurulmasini 6nermektedirler. Ayrica, olusan kiigiik
boyutlu damlaciklarin ¢ok diisiik sicaklikta hizli bir sekilde donmasi sonucu olusan
kiigiik buz kristallerinin enzimlerin ii¢ boyutlu yapisinda meydana getirdikleri
degisiklikler, enzim aktivitesini artirict yonde etki yapabilmektedir (Breda ve ark.,

1992).
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Cizelge 4.1. UPDK isleminin farkli asamalarinda elde edilen kalan aktivite (%) degerleri

Besleme Debisi

Nozul Frekansi

Donma Sonrasi

Kurutma Sonrasi

Kalan Aktivite

No (ml/dak) (kHz2) Kalan(;;;l)(tivite Kalan(ézl)divite %)

1 35 120 103.10 (£0.65) 69.94 (£1.04) 72.12 (£1.34)
2 2.0 48 114.71 (£1.08) 60.99 (£0.57) 69.96 (+£0.37)
3 6.5 48 122.31 (£0.92) 67.27 (£0.22) 82.33 (£0.13)
4 8.0 48 108.40 (+£0.37) 73.51 (£0.37) 79.68 (£0.76)
5 35 48 131.02 (£1.57) 59.05 (£0.25) 77.36 (£0.58)
6 5.0 120 111.88 (£2.64) 64.77 (£0.31) 72.42 (£0.52)
7 6.5 120 118.94 (£0.17) 65.86 (+0.27) 78.33 (+£0.04)
8 2.0 120 102.46 (£1.04) 64.90 (+0.02) 66.49 (+£0.06)
9 5.0 48 131.93 (£0.31) 62.40 (£0.09) 82.33 (£0.11)
10 8.0 120 119.62 (£0.98) 62.67 (£0.43) 74.95 (£0.28)

Piiskiirtme islemini etkileyen en énemli parametrelerin nozul frekansi, besleme debisi,
besleme ¢ozeltisinin viskozitesi ve yiizey gerilimi oldugu bilinmektedir (Masters, 1991).
Ayni1 nozul tipi ve besleme materyali i¢in, damlacik boyutu uygulanan nozul frekansi ile
ters orantili olarak degismektedir. Diisiik nozul frekanslarinda biiylik damlacik boyutu
elde edilirken, yiiksek frekans uygulamalarinda daha kiiclik damlacik boyutu
saglanmaktadir (Wanning ve ark., 2015). Gergeklestirilen c¢alismada, yiiksek nozul
frekans1 (120 kHz) kullanildiginda kalan aktivite degerlerinin tim besleme debisi
kosullarinda daha diisiik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Yiiksek frekans
kullanilarak elde edilen daha kiiciik boyutlu damlaciklar, diisiik frekansta elde edilen
damlaciklara gére daha kisa siirede donarak daha iyi bir mikro-yap1 olusturmasina
ragmen, elde edilen bu kii¢iik boyutlu yap1 protein agregasyonunu artirarak kismi
saflagtirilmis enzim c¢ozeltisinde bulunan diger proteinlerin (safsizliklarin) enzim
molekiiliinden ayrilmasini engellemis olabilir. Ayrica, ultrasonik piiskiirtme agamasinda
ultrases dalgalar1 tarafindan nozul igerisinde olusturulan mekanik stres enzim
aktivitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Feng ve ark., 2011). Yiiksek frekansl
nozul (120 kHz) daha yiiksek ultrasonik titresim enerjisi olusturdugundan, diisiik
frekansli nozula gore (48 kHz) daha fazla mekanik strese sebebiyet vermis ve
dolayisiyla enzimin maruz kaldigi bu yiiksek mekanik stres aktiviteye olumsuz

yanstyarak daha diisiik kalan aktivite degerlerinin elde edilmesine neden olmustur.
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Her iki nozul frekansi icin diisiik besleme debilerinde, enzimin ultrasonik titresim
enerjisine maruz kalma siiresinin artmasina bagli olarak kalan aktivite degerlerinin
azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 4.1). 120 kHz nozul kullanildiginda artan besleme
debilerinde kalan aktivite degerleri artarken, 48 kHz nozul kullanildiginda yiiksek
besleme debisi degerlerinde (5-8 ml/dak) kalan aktivite degerinin azaldigi tespit
edilmistir. Distik frekansta (48 kHz) yiliksek besleme debilerinde kalan aktivite
degerlerindeki bu diisiis, diisiik frekans ve yliksek debi etkisi ile yeterli pliskiirtme

etkinliginin saglanamamis olmasi ile agiklanabilir.

Ultrasonik piliskiirtme ve donma sonrasinda kalan aktivite degerlerinde diisiis
olmamasma ragmen, kurutma sonrasinda tiim kosullarda kalan aktivitede belirgin
oranda diislis gergeklestigi gozlenmistir (Cizelge 4.1). Dondurarak kurutma isleminde
diisiik sicaklik, buz kristallerinin olusumu ve dehidrasyon gibi stres faktorleri enzimleri
inaktif hale getirebilmektedir (Amid ve ark., 2014). Yapilan bir ¢calismada, tripsinojen
enziminde PDK islemi sirasinda piiskiirtme ve donma asamalarinda aktivite kaybi
goriilmemesine ragmen aktivitenin kurutma asamasinda biiyiik oranda kayba ugradig:
belirlenmistir (Sonner ve ark. 2002). Gergeklestirilen ¢alismada, 48 kHz nozul frekansi
kullanildiginda kurutma sonrasi kalan aktivite degerlerinde artan besleme debisi ile
birlikte artis gozlenmistir. Bu durum, diisiik frekansta yiiksek besleme debisi
kullanildiginda ultrasonik piiskiirtme isleminin etkin bir sekilde gerceklestirilememesi
sebebiyle enzim molekiiliinden safizliklarin yeterince ayrilamamasi ve bu safsizliklarin
dondurarak kurutma asamasinda koruyucu ajan gibi davranarak enzim molekiiliinii

kurutma streslerine kars1 korumas ile iliskilendirilmistir.

Yalin enzimin UPDK isleminin optimizasyonunda hem ultrasonik piiskiirtme-donma
hem de kurutma isleminin etkilerini bir arada gosteren kalan aktivite degerleri
kullanilmistir. En yliksek kalan aktivite degerini saglayan nozul frekansi ve besleme
debisi degerleri “desirability” fonksiyonu yaklasimi ile belirlenmistir. Islem
degiskenlerinin kalan aktivite lizerindeki etkisi ve regresyon esitligi katsayilar1 Cizelge
4.2’de verilmistir. Kalan aktivite i¢in olusturulan kuadratik model %99 giiven
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica modelin deneysel verileri
ne olgiide karsiladigi R? diizeltilmis R? (diiz-R?) ve varyasyon katsayis1 (%C.V.)

hesaplanarak belirlenmistir. R?, deneysel verideki model tarafindan agiklanabilen
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varyasyonun toplam varyasyona orani olarak tanimlanmistir (Myers ve Montgomery,
1995; Khuri ve Cornell, 1996). Elde edilen modellerin tiimiinde varyasyonun biiyiik bir
kism1 (R%> 0.93) model tarafindan agiklanabilmistir (Cizelge 4.2). Ancak modele yeni
terimlerin eklenmesi, bu terimler istatistiksel olarak dnemsiz olsa da R?’yi her zaman
artirmaktadir.  Bu  nedenle  diiz-R?  degerlerinin  modelin  uygunlugunun

degerlendirilmesinde kullanilmasi 6nerilmektedir (Myers ve Montgomery, 1995).

Cizelge 4.2. Islem degiskenlerinin kalan aktivite iizerine etkisini gosteren ANOVA ¢izelgesi

Varyasyon Kaynagi SD Katsay1 Kareler Toplami1 F Degeri ~ p-Degeri
Model 4 238.083 17.330 0.004
X1 1 4.76 113.064 32.919 0.002
Xz 1 -2.73 74.784 21.774 0.006
X1 Xz 1 -0.13 0.079 0.023 0.886
X4 1 -5.35 50.156 14.603 0.012
Kalmt1 5 17.173
Toplam 9 255.256
Saf Hata 0
R? 0.9327
Diiz- R? 0.8789
Yeterli tahminleme 12.633
PRESS 68.82
C.V. (%) 2.45

Xa: Besleme Debisi (ml/dak), X2: Nozul Frekansi (kHz)

Belirlenen R? ve diiz-R? degerlerinin birbirine yakin olmasi (%5.48), modelin
istatistiksel olarak dnemsiz terimleri igermedigini ifade etmektedir. Varyasyon katsayisi
degeri, deneysel verilerin ortalamaya yakiliginin bir ifadesidir ve kiiciik degerlerde
olmast istenmektedir (Lazi¢, 2004). Varyasyon katsayis1 degeri elde edilen model i¢in
%?2.45 olarak hesaplanmistir. Bir regresyon modelinin daha sonra yapilacak
gozlemlerde bir tahminleme modeli olarak kullanilabilmesi igin yeterli tahminleme
(adequate precision) ve tahminlenmis kalint1 hata kareler toplami (PRESS) istatistikleri
kullanilabilir. Yeterli tahminleme degerinin 4’ten biiyiik olmas1 gerekmektedir (Myers
ve Montgomery, 1995). Elde edilen model igin yeterli tahminleme degeri 4’ten biiyiik

olarak bulunmustur.

Kalan aktivite degerini etkileyen en Onemli parametrenin besleme debisi oldugu
belirlenmigtir (Cizelge 4.2). Ayrica, nozul frekansinin lineer etkisi ve besleme debisinin

kuadratik etkisi kalan aktivite degerini etkileyen diger 6nemli parametrelerdir. Buna
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karsin besleme debisi ve nozul frekansi interaksiyonunun model iizerinde istatistiksel
olarak onemli bir etkisi olmadig1 tespit edilmistir (p>0.05). Optimizasyon c¢alismasinda
kullanilan, kalan aktivite i¢in regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci dereceden

polinomiyal model, kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.1°de verilmistir.
Kalan Aktivite= +4.76X,-2.73X,-5.35X3 4.1)

Elde edilen deneysel verilerin iglenmesi sonucunda tespit edilen {i¢ farkli ¢6ziim Cizelge
4.3’te verilmistir. Optimum nokta olarak, programin belirlemis oldugu ¢6ziimlerden

birinci kosulda elde edilen besleme debisi ve nozul frekansi se¢ilmistir.

Cizelge 4.3. Desirability fonksiyonu yaklagimina gore elde edilen ve optimum noktayi veren ¢dziimler

Besleme Debisi Nozul Frekansi Kalan Aktivite o
No Desirability
(ml/dak) (kHz) (%)
1 6.37 48 82.1205 0.987
2 6.33 48 82.1197 0.987
3 6.30 120 76.5396 0.635

Optimum noktada (6.37 ml/dak besleme debisi, 48 kHz nozul frekansi) tahminlenen
kalan aktivite degeri %82.12 olarak belirlenmis, ayn1 noktada iki kez tiretim yapilarak
tahminlenen degerin deneysel olarak dogrulamasi gerceklestirilmistir. Optimum kosulda
elde edilen deneysel kalan aktivite degeri %82.43 (+1.55) olarak tespit edilmistir. Yanit
icin, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama sonuglar ile
modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark olup
olmadig1 tek ornek t—testi uygulanarak belirlenmis, deneysel ve tahminlenen kalan
aktivite degerleri arasinda istatistiksel olarak onemli bir farkin olmadigi saptanmistir

(p>0.05).

4.2 mTG Enziminin UPDK ile Mikroenkapsiilasyon Islemi

UPDK islemi ile elde edilen mikroenkapsiile mTG enzimi i¢in optimum islem kosullari
D-optimal birlesik dizayn yontemi kullanilarak belirlenmistir. Yapilan 6n denemeler ile
bagimsiz degisken olarak secilen kaplama materyalleri orant (gam arabik,
maltodekstrin, iniilin), besleme debileri (2-8 ml/dak) ve nozul frekanslar1 (48 ve 120

kHz) belirlenmistir. Kurutma sonrast aktivite baglangi¢ aktiviteye oranlanarak
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ultrasonik piiskiirtme, donma ve kurutma asamalarinin tiimiinii kapsayan “kalan aktivite
(%)” degerleri hesaplanmistir. Ayrica UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminde, sadece
ultrasonik piiskiirtme ve donma asamasinin enzim aktivitesine etkisinin belirlenebilmesi
icin “donma sonrasi kalan aktivite (%)” ve sadece kurutma agsamasinin etkisinin
belirlenmesi i¢in de “kurutma sonrasi kalan aktivite (%)” degerleri belirlenmistir.
Kurutma islemi sonrasinda maksimum aktivitenin (kalan aktivite degerinin en yiiksek
oldugu) saglandig1 kosul ise optimum nokta olarak saptanmistir. Model esitligindeki
katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi i¢in tasarlanan deneme plani ve elde
edilen sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir. Ayrica, her bir deneme sonrasi aktivite
tizerine farkli metal iyonlari, pH ve yiiksek sicakligin etkisi belirlenmis ve tim
kosullarda fiziksel analizler (nem, su aktivitesi, renk, yigin ve sikistirtlmis yogunluk,
partikiil yogunlugu, porozite, keklesme, akabilirlik, dagilabilirlik, ¢6ziinebilirlik,
1slanabilirlik) gerceklestirilmistir.

Donma sonrasi kalan aktivite degerleri incelendiginde, ultrasonik piiskiirtme ve olusan
damlaciklarin hizli bir sekilde donmasinin, enzim aktivitesini olumsuz etkilemedigi,
aksine hangi kaplama materyali kullanilmis olursa olsun enzim aktivitesinin arttigi
goriilmistiir (Cizelge 4.4). Bu durum, ultrasonik piiskiirtme ve donma asamasinin
enzimin yapisina zarar vermedigini, aksine aktiviteyi olumlu yonde etkiledigini
gostermistir. Yalin enzimin UPDK islemi ile kurutulmasinda oldugu gibi, besleme
¢ozeltisinde mTG enzimi ile birlikte bulunan safsizliklarin ultrasonik piiskiirtme iglemi
ile enzim molekiiliinden ayrilmasi sonucu serbest halde bulunan enzim miktarindaki
artigin aktiviteyi artict yonde etkiledigi diigiiniilmektedir. Ancak, yalin enzimin UPDK
isleminde donma sonrasinda en yiiksek ~%32’lik bir aktivite artis1 tespit edilmesine
ragmen (Cizelge 4.1), kaplama materyalleri varliginda ultrasonik piiskiirtme ve donma

asamasinda en fazla ~%38’lik bir aktivite artis1 saglanabilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. UPDK ile mikroenkapsiilasyon iglemininin farkli agamalarinda elde edilen kalan aktivite (%)

degerleri
Donma Sonras1  Kurutma Sonrasi ..
BD NF GA MD IN . . Kalan Aktivite
(ml/dak) (kHz2) %) %) (%) Kalan(ézl)dlwte Kalan(ézl)dlvne (%)
2.0 48 35 35 30  102.54 (£0.30) 89.07 (+0.02) 91.60 (+0.02)
8.0 48 100 0 0 104.01 (£0.27) 86.62 (£0.50) 90.09 (£0.52)
2.0 120 40 0 60  102.22 (=1.11) 91.97 (£0.37) 94.01 (£0.38)
8.0 120 50 50 0 107.57 (£0.75) 82.32 (£0.70) 88.55 (+0.75)
5.0 48 100 0 0 105.03 (£0.27) 84.54 (£0.02) 88.79 (£0.02)
8.0 48 50 50 0 106.47 (+£0.40) 84.28 (£0.08) 89.74 (£0.08)
2.0 48 40 0 60  102.81 (+0.28) 93.11 (+0.41) 95.73 (+0.42)
8.0 120 0 100 0 101.98 (£0.40) 86.86 (+0.33) 88.58 (+0.34)
6.5 48 70 0 30  102.61 (+0.28) 90.42 (+0.04) 92.78 (+£0.04)
8.0 120 40 0 60  102.70 (=0.32) 94.01 (+0.14) 96.55 (+0.14)
5.0 120 0 100 0 103.88 (£0.20) 85.54 (+0.10) 88.86 (+0.10)
5.0 120 100 0 0 105.16 (+0.40) 86.08 (+0.06) 90.53 (+0.06)
5.0 48 35 35 30 103.21 (+0.40) 89.67 (£0.23) 92.55 (£0.24)
2.0 120 0 100 0 105.66 (+£0.20) 83.09 (£0.40) 87.80 (£0.43)
8.0 48 40 0 60  103.13 (=0.16) 93.12 (£0.02) 96.04 (£0.02)
8.0 120 35 35 30 103.82 (+0.40) 88.11 (£0.27) 91.48 (£0.28)
5.0 120 0 40 60  103.58 (+0.16) 90.52 (£0.12) 93.76 (x0.12)
8.0 48 35 35 30 103.57 (=0.16) 89.58 (£0.27) 92.78 (£0.27)
8.0 48 40 0 60  104.13 (=0.45) 93.25 (+£0.16) 97.10 (£0.16)
2.0 48 0 40 60  103.75 (+0.39) 90.24 (+0.25) 93.63 (+0.26)
8.0 120 50 50 0 105.01 (£0.24) 84.00 (£0.13) 88.64 (+0.14)
2.0 120 35 35 30  105.92 (+£0.59) 85.53 (+0.36) 90.60 (+0.38)
2.0 120 100 0 0 104.62 (+£0.40) 85.55 (+0.29) 89.51 (+0.30)
5.0 120 50 50 0 104.63 (+£0.32) 84.34 (+0.23) 88.25 (+0.24)
2.0 48 0 100 0 103.73 (£0.16) 83.28 (£0.14) 86.39 (£0.14)
8.0 48 0 100 0 103.52 (£0.24) 84.45 (£0.14) 87.42 (x0.14)
8.0 120 100 0 0 104.78 (£0.44) 87.35 (£0.13) 91.53 (x0.14)
8.0 48 0 40 60  103.69 (£0.12) 90.76 (£0.10) 94.11 (x0.10)
2.0 48 40 0 60  103.26 (=0.36) 91.97 (£0.27) 94.97 (£0.28)
35 120 70 0 30  102.31 (+0.23) 90.41 (+0.25) 92.50 (+0.25)
2.0 48 50 50 0 103.00 (+0.08) 86.32 (+0.14) 88.91 (+0.14)
35 48 70 0 30  102.92 (+0.24) 89.26 (+0.08) 91.86 (+0.08)
8.0 120 40 0 60  103.77 (=0.76) 93.11 (£0.00) 96.63 (+0.00)
2.0 120 50 50 0 103.39 (+0.16) 85.15 (+0.08) 88.04 (+0.08)
5.0 48 0 100 0 103.81 (+0.04) 83.34 (£0.11) 86.51 (+0.11)
2.0 48 100 0 0 104.54 (£0.43) 83.05 (£0.34) 86.82 (+0.36)
5.0 48 40 0 60  101.96 (+0.44) 94.70 (£0.12) 96.56 (+0.12)
2.0 120 0 40 60  103.34 (=0.56) 89.56 (£0.10) 92.55 (x0.10)
8.0 120 0 40 60  103.57 (=0.16) 91.17 (x0.10) 94.43 (x0.10)
8.0 120 0 40 60  103.69 (+0.24) 90.98 (+0.06) 94.34 (+0.06)

BD: Besleme Debisi, NF: Nozul Frekansi, GA: Gam Arabik, MD: Maltodekstrin, IN: Iniilin

UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminin tiim kosullarinda, sadece kurutma asamasinin

etkisinin goriilebilmesi amaciyla kurutma sonrasinda elde edilen toz iirliniin aktivitesi,

piiskiirtme ve donma isleminden sonra elde edilen aktiviteye oranlanarak kurutma

sonras1 kalan aktivite degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.4’te verilmistir. Elde edilen

sonuclardan, enzim aktivitesindeki diislistin kurutma asamasindan kaynaklandigi
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goriilmistiir. Piiskiirtme ve donma asamalarina gore olduk¢a uzun siiren kurutma iglemi
sirasinda enzimin maruz kaldig1 diisiik sicaklik, buz kristali ve dehidrasyon stresi gibi
faktorler bu agsamada aktivite diisilistine sebep olmustur. En diisiik kurutma sonrasi kalan
aktivite degeri (%82.3); 8 ml/dak besleme debisinde, 120 kHz nozul frekansinda, iniilin
konsantrasyonunun %0, maltodekstrin ve gam arabik konsantrasyonlarinin %50 oldugu
durumda hesaplanmistir. Ayrica, maltodekstrin konsantrasyonunun %100 oldugu tiim
kosullarda kurutma sonrasi kalan aktivite degerinin diisiik oldugu belirlenmistir. En
yiiksek kurutma sonrasi kalan aktivite degeri (%94.7) ise; 5 ml/dak besleme debisinde,
48 kHz nozul frekansinda, iniilin ve gam arabik konsantrasyonlarinin sirastyla %60 ve
%40 oldugu kosulda belirlenmistir. Kaplama materyali olarak iniilin kullanilmasiyla
birlikte kurutma asamasinin aktiviteyi diisiiriicli etkisine kars1 gosterilen direng artmus,
iniilin konsantrasyonunun %60 oldugu tiim kosullarda kurutma sonras: kalan aktivite

degerleri %90’ tizerinde bulunmustur (Cizelge 4.4).

Farkli yapidaki karbonhidratlar, protein iceren c¢ozeltiler ile karistirilarak
kurutulduklarinda protein stabilitesini farkli oranda etkiler (Desai ve Park, 2005).
Yapilan ¢alismada kurutma sonrasi kalan aktivite degerlerinin kaplama materyallerine
gore farklilik gdstermesinin nedenlerinden biri farkli yapidaki karbonhidratlarin protein
(enzim) molekiilleri ile bag yapma 6zellikleri olabilir. Protein molekiillerinin donma ve
dondurarak kurutma asamalarinda g¢evrelerinde bulunan su kabugunu (hydration shell)
kaybetmeleri sonucunda, intramolekiiler hidrojen baglarinin olusmasi ile {i¢ boyutlu
yapilarinda degisiklikler meydana gelebilir. Kurutma oOncesinde ortama kaplama
materyalleri (karbonhidratlar) eklendiginde su ve protein molekiilleri arasinda bulunan
hidrojen baglari, dondurarak kurutma sirasinda protein ve karbonhidratlarm hidroksil
gruplar1 arasindaki hidrojen baglari ile yer degistirir. Boylelikle proteinin ii¢ boyutlu
yapist korunmus olur (Carpenter ve ark., 1989; Allison ve ark., 1999; Anchordoquy ve
ark., 2001). Maltodekstrin gibi rijid yapida polisakkaritler, proteinler ile interaksiyona
girebilmesine ragmen bazi acik bolgeler birakirlar. (Tonnis ve ark., 2015). Iniilin
yapisinda herhangi bir seker halkasi icermeyen 6zgiin bir oligo- ya da polisakkarittir.
Temel yapisinin polietilen oksit olmasi, molekiile esneklik saglayarak hareket etmesini
kolaylagtirir. Ayrica iniilin ¢ogunlukla, piranoz halkalarindan daha esnek olan furanoz
gruplarindan olusur (French, 1988; Livingston ve ark., 2007; Barclay ve ark., 2010).

Maltodekstrine gore daha esnek bir yapiya sahip olan iniilinin, mTG molekiillerini daha
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iyi sararak enkapsiilasyon etkinliginin artmasin1 ve mTG nin kurutma sirasinda maruz

kaldig: stresin azalmasini sagladigi diisiiniilmektedir.

Maltodekstrin ve iniilinin kurutma sirasinda protein stabilizasyonunu farkli oranda
saglamasi, partikiillerin kristal veya camsi Ozellik gostermesi ile aciklanabilir.
Camsilagma teorisine gore, proteinler karbonhidratlar ile matriks olusturdugunda,
proteinlerin molekiiler hareketi azalir ve bdylece bozunma hizlar1 diiser. Kaplama
materyali olarak iniilin kullanildiginda olusan ve kristal 6zellik gdstermeyen amorf
yapinin kurutma sirasinda enzim molekiiliinii buz ve dehidrasyon stresi gibi mekanik

streslerden korudugu diisiiniilmektedir.

Iniilinin 6zellikle dondurarak kurutma islemlerinde proteinleri korumadaki basarisini
gosteren calismalar mevcuttur. Tonnis ve ark. (2014), hepatit B asisinin toz forma
getirilmesi i¢in PDK islemini kullanmislar ve iniilinin protein stabilizasyonunda
kullanilmasimin en 6nemli nedeninin donma sirasinda kristallesmeye kars1 gosterdigi
diren¢ oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica iniilinin hidrofilik yapisi, {istiin hidrojen
baglama kapasitesi ve toksik olmayisi protein stabilizasyonunda kullanilmasini
saglamaktadir (Grasmeijer ve ark., 2013). Furlan ve ark. (2012), plazma proteinlerini
dondurarak kurutma ile toz forma getirdikleri ¢calismada, iniilinin dondurarak kurutma
sirasinda proteinlerin yapisim1 koruyarak denatiire olan protein yiizdesini azalttigini
bildirmislerdir. Iniilinin uygulanan farkli islemlerde protein stabilizasyonunu artirdigina
iliskin farkli ¢alismalar da mevcuttur (Hinrichs ve ark., 2001; Eriksson ve ark., 2002;
Eriksson ve ark., 2003; Amorij ve ark., 2007; Saluja ve ark., 2010).

Mikroenkapstilasyon verimini ifade eden piiskiirtme, donma ve kurutma asamalarinin
timiiniin enzim aktivitesi lizerine etkisini gosteren kalan aktivite degerleri Cizelge
4.4°te verilmistir. En diislik kalan aktivite degeri (%87.8); 2.0 ml/dak besleme debisi,
120 kHz nozul frekansi1 ve maltodekstrin konsantrasyonunun %100 oldugu durumda
elde edilmis, en yiiksek kalan aktivite degeri (%97.1) ise; 8.0 ml/dak besleme debisi, 48
kHz nozul frekansi, gam arabik konsantrasyonunun %40 ve iniilin konsantrasyonunun

%60 oldugu durumda belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Kaplama materyallerinin etkisinin disinda, islem parametrelerinin (nozul frekansi ve
besleme debisi) de kalan aktivite degerleri lizerine etkisi oldugu bulgulanmistir (Cizelge

4.4). Artan besleme debilerinde kalan aktivite degerlerinin arttig1 gézlenmistir. Diisiik
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besleme debilerinde her iki nozul frekansinda da daha diisiik kalan aktivite degerlerinin
elde edilmesi, besleme ¢dzeltisinin maruz kaldig ultrasonik titresim enerjisinin artmasi
ile agiklanmistir. Gam arabik konsantrasyonunun %100 oldugu kosullarda kalan aktivite
degerlerinde, besleme debisi 2 ml/dak’dan 8 ml/dak’ya c¢ikarildiginda 48 kHz nozul
frekansinda %4, 120 kHz nozul frekansinda ise %2 artis goriilmiistiir. Benzer durumlar
gam arabik (%40)— iniilin (%60) ve maltodekstrin (%40)— iniilin (%60) karigimlarinda
da tespit edilmistir.

Kalan aktivite degerlerinin 120 kHz nozul frekansi kullanildiginda genel olarak daha
diisiik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4). Ayni besleme c¢ozeltisi kullanildiginda,
damlacik boyutunu etkileyen en onemli parametre piiskiirtme frekansidir ve yiiksek
frekanslarda daha kii¢iik damlacik boyutu elde edilir (Wanning ve ark., 2015). Ancak,
yiiksek frekansta piiskiirtme sirasinda nozul igerisinde iiretilen ultrasonik dalgalar,
olusan girdap (eddy) nedeniyle enzim tizerinde mekanik bir stres yaratarak aktivitesini
olumsuz yonde etkileyebilir (Feng ve ark., 2011). Gergeklestirilen ¢alismada, yiiksek
frekansli nozul igerisinde meydana gelen daha yiiksek ultrasonik titresim enerjisi, kalan
aktivite degerlerinin diisiik frekansli nozula gore daha diisiik olarak belirlenmesine

neden olmustur.

4.2.1 Modelin olusturulmas1 ve kalan aktivite degerinin model yanit1 olarak

incelenmesi

Gergeklestirilen optimizasyon isleminde bagimsiz degiskenler ile deneysel yanit (kalan
aktivite) arasindaki iligskiyi ifade eden matematiksel modeller, ¢oklu lineer regresyon
analizi ile belirlenmistir. Bu amagla modellere tiim degiskenlerin ilk olarak lineer etki
terimleri, sonrasinda kuadratik etki terimleri ve interaksiyon etki terimleri toplu olarak
eklenerek kareler toplamindaki degisimler ve model uygunsuzlugu (lack of fit) degerleri
tespit edilmistir. Kaplama materyallerinin karistm oranlari, besleme debisi ve nozul
frekans1 kullanilarak elde edilen ikinci dereceden polinomiyal modellerin kalan aktivite
degerini tahminlemek i¢in en uygun modeller oldugu saptanmistir. Bagimsiz
degiskenlerin kalan aktivite {izerindeki lineer, interaksiyon ve kuadratik etkilerinin
istatistiksel analizi Cizelge 4.5’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, regresyon

modelinin %99 giiven seviyesinde istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Kalan aktivite iizerine lineer, kuadratik ve interaksiyon terimlerinin etkisini gosteren
ANOVA gizelgesi

Varyasyon Kaynagi SD Katsay1 Kareler Toplam1 F Degeri p-degeri
Model 29 - 386.8003 83.588 <0.0001
Lineer Karigim 2 - 349.2797 1094.453 < 0.0001
CiC 1 1.32 0.0879 0.551 0.475
CiCs 1 -1.11 0.0133 0.083 0.7788
C1X1 1 1.31 6.9782 43.732 < 0.0001
C1X; 1 1.01 6.3209 39.612 < 0.0001
C.Cs 1 -6.07 0.2624 1.644 0.2287
CoX1 1 0.45 0.8141 5.102 0.0475
CoXs 1 0.82 4.0754 25.540 0.0005
CsXy 1 1.14 0.2002 1.255 0.2888
CsXs 1 -0.58 0.0673 0.422 0.5308
Ci1C2Xy 1 -2.03 0.7818 4.900 0.0513
CiCoXs 1 -5.98 8.5537 53.605 < 0.0001
Ci1CsXy 1 -1.09 0.0328 0.205 0.6602
CiC3X2 1 -1.58 0.0959 0.601 0.4561
C1 X1 X2 1 -0.30 0.3675 2.303 0.1601
CoCsXy 1 -1.09 0.0321 0.201 0.6632
C.C3X2 1 -1.05 0.0373 0.234 0.6391
CoX1 X2 1 -0.06 0.0143 0.090 0.7706
CsX1 X2 1 1.47 0.3350 2.099 0.178
C1Xy? 1 -0.12 0.0198 0.124 0.7321
C2X4? 1 -0.13 0.0216 0.135 0.7205
C3Xy? 1 -1.47 0.0678 0.425 0.5291
C1CaX1 X2 1 0.42 0.0343 0.215 0.6528
Ci1CsX1 X2 1 -1.74 0.0829 0.519 0.4876
C2CsX1 X2 1 -2.19 0.1302 0.816 0.3876
C1C2X4? 1 0.00 2.33x10°8 1.46x107 0.9997
C1C3Xy? 1 1.84 0.0224 0.140 0.7159
C2C3Xy? 1 1.94 0.0199 0.124 0.7316
Kalint1 10 1.5957
Model Uygunsuzlugu 5 0.7396 0.5618
Saf Hata 5 0.8560
Toplam 39 388.3960
R? 0.9959
Diiz- R? 0.9840
Yeterli tahminleme 30.006
PRESS 57.28
C.V. (%) 0.44

C1: Gam arabik (%), C2: Maltodekstrin (%), Cs: Iniilin (%), X1: Besleme debisi (ml/dak), X2: Nozul frekans1 (kHz),

Cizelge 4.5’te ayrica model uygunsuzlugu ve saf hata olarak ayrilan kalinti hata
gosterilmektedir. Olugsturulan modelin, model uygunsuzlugu degerinin istatistiksel

acidan Onemsiz, regresyon modeli ic¢in ise istatistiksel olarak Onemli olmasi
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gerekmektedir (Myers ve Montgomery, 1995). Kalan aktivite yanitt igin olusturulan
ikinci dereceden polinomiyal model istatistiksel olarak 6nemli (p<0.01), model

uygunsuzlugu ise istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur (p>0.05) (Cizelge 4.5).

Modelin elde edilen deneysel verileri hangi oranda karsiladigini ortaya koyan
istatistiksel veriler (R?, diiz-R?, varyasyon katsayisi1) Cizelge 4.5’te verilmistir. Deneysel
veriler ile elde edilen model tarafindan agiklanabilen varyasyonun toplam varyasyona
orani olarak tanimlanan R? degeri 0.9959 olarak hesaplanmis ve varyasyonun oldukga
bliyiik bir kismmin model tarafindan acgiklanabildigi bulgulanmistir. Elde edilen
sonuglara gore, diiz-R? degeri 0.9840 olarak belirlenmis, bu degerin kabul edilebilir
smirlar igerisinde oldugu tespit edilmistir. Ayrica, R? ve diiz-R? degerlerinin birbirine
yakin olusu (%1.19) istatistiksel olarak Onemsiz terimlerin model igerisinde yer
almadigin1 géstermistir. Modelden elde edilen varyasyon katsayist degeri %0.44 olarak
belirlenmis, bu degerin kiiciik olmas1 deneysel verilerin ortalama degerlerle yakin
olmasi ile agiklanmistir. 4’ten biiylik yeterli tahminleme degeri (30.006) ve diisiik
PRESS degeri, modelin tahminleme yapilabilmesi agisindan uygun bir model oldugunu

gostermistir.

UPDK ile mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda elde edilen kalan aktivite
(mikroenkapsiilasyon verimi) degeri, tim islemin enzim aktivitesi iizerine etkisini
gostermesi nedeniyle mikroenkapsiilasyon isleminin basarisin1 ifade eden en 6nemli
parametredir. Optimizasyon amactyla kalan aktivitenin belirlenebilmesi i¢in elde edilen
ikinci dereceden polinomiyal model, kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 4.2°de
verilmistir. Deneysel kalan aktivite verileri ile modelden tahminlenen degerler ise Sekil
4.1’de karsilagtirilmigtir. Tahminlenen degerler ile deneysel olarak belirlenen kalan

aktivite degerlerinin oldukca uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1).

Kalan Aktivite (%)= +89.60C;+87.67C,+100.90C5+1.31C; X;+1.01C, X,+0.82C,X,-5.98C,C,X,  (4.2)
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Deneysel Kalan Aktivite (%)

Sekil 4.1. Deneysel ve tahminlenen kalan aktivite (%) degerlerinin karsilagtiriimasi

Bagimsiz islem degiskenlerinin kalan aktivite {lizerindeki etkilerinin gorsel olarak
kolayca belirlenebilmesi i¢in, elde edilen modeller kullanilarak yanit ylizey grafikleri ve
izohips egrileri olusturulmustur. Bu grafikler, islem degiskenlerinden herhangi birinin
deneysel dizaynin merkez noktasinda sabit tutulup, diger iki degiskenin sonsuz sayidaki
kombinasyonlarim1 vermektedir. 48 kHz ve 120 kHz nozul frekansi i¢in merkez
noktasindaki iniilin konsantrasyonunun fonksiyonu olarak kalan aktivite degisimini
veren yanit yiizey grafigi ve izohips egrileri Sekil 4.2°de gosterilmistir. 48 kHz nozul
frekansi i¢in; kalan aktivitenin en diisiik degeri maltodekstrin oraninin %100 ve besleme
debisinin 2 ml/dak oldugu durumda elde edilmistir. En yiiksek kalan aktivite degeri ise

gam arabik oran1 %40, iniilin oran1 %60 ve besleme debisi 8§ ml/dak’da saptanmustir.
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Kalan Aktivite (%)
Kalan Aktivite (%)

% 115 35 : 17.5 35 _
Besleme Debisi 2 o 525  Gamarabik (%) Besleme Debisi 27 s25  Gamarabik (%)
(ml/dak) 70 Maltodekstrin (%) (ml/dak) 70 Maltodekstrin (%)

@) (b)
Sekil 4.2. Kalan aktivite (%) i¢in yanit yiizey grafigi ve izohips egrisi (a) 48 kHz (b) 120 kHz (%30 iniilin

konsantrasyonu igin)
4.2.2 pH ve yiiksek sicakhigin enzim aktivitesine etkisinin model yamti olarak

incelenmesi

UPDK ile farkli kosullarda elde edilen mikroenkapsiile toz iiriinlerin aktivitesi, standart
enzim aktivitesi belirleme prosediiriindeki ortam pH degeri ve ortam sicakligi
degistirilerek (pH 3.0, pH 8.0 ve 80°C) belirlenmis ve islem degiskenlerinin farkli pH
ve sicaklik kullanildiginda kalan aktivite iizerine etkileri arastirilmistir. Farkli pH ve
yiiksek sicaklik kosullarinda elde edilen deneysel kalan aktivite degerleri Cizelge 4.6’ da
verilmistir. pH 3.0 kosulunda kalan aktivite degerlerinin ~%87-91 araliginda degistigi

gozlenmistir.

Literatlirde yer alan ¢alismalarda mTG enziminin optimum ¢aligma pH araliginin pH
5.0-7.0 oldugu belirlenmistir (Ando ve ark., 1989; Cui ve ark., 2007; Zhang ve ark.,
2009). pH 3.0 gibi asidik ortamlar mTG enziminin ¢aligabilmesi i¢in uygun olmamasina
ragmen, tiim kosullarda oldukca yiiksek kalan aktivite degerleri elde edilmistir. Buna
karsin Cui ve ark. (2007) mTG enziminin asidik pH degerlerinde aktivitesinin 6nemli
bir kismin1 kaybettigini belirtmislerdir. Farkli kaplama materyalleri kullanilarak UPDK
islemi ile mikroenkapsiilasyonun enzimin asidik pH degerlerine karsi stabilitesini
artirdigi  goriilmiistiir. pH 8.0 kosulunda ise, kalan aktivite degerlerinin ~%45-52
araliginda degistigi belirlenmistir. Alkali pH kosulunda (pH 8.0) mTG enziminin

izoelektrik noktasma (pH 8.9) yaklagilmasina bagli olarak meydana gelen aktivite
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diisiisiiniin, asidik pH degerlerinde meydana gelen diislise oranla daha fazla oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.6). Yapilan bir ¢calismada, mTG enziminin pH 3.0’te kalan
aktivite degeri %65, pH 8.0°de ise %45 olarak belirlenmistir (El-Hofi ve ark. 2014).

Ayrica, izoelektrik noktaya yaklasilmasi ile birlikte mikroenkapsiilasyon islem

kosullarinin etkisi azalmis, yiiksek pH’larda kalan aktivite degerleri islem kosullarindan

daha az etkilenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Farkli pH ve yiiksek sicaklik kosullarinda elde edilen deneysel kalan aktivite (%) degerleri

PEEME pH30  pHBO soc  PTE™ pH30  pHBO 80°C
1 87.02 49.22 13.93 21 89.49 49.58 16.32
(£0.17) (£0.89) (£1.06) (£1.03) (£1.86) (£0.65)

2 88.61 49.99 13.49 22 88.07 47.39 16.08
(£0.13) (£0.59) (£0.03) (£0.11) (£1.33) (£1.37)

3 89.92 50.79 17.96 23 87.72 47.72 18.90
(£0.32) (£0.18) (£0.26) (£0.36) (£0.35) (£0.09)

4 88.28 47.52 14.47 24 89.53 48.51 17.46
(£0.97) (£0.34) (£0.12) (#1.13) (£3.01) (£0.44)

5 88.23 52.01 12.11 25 89.36 46.31 15.97
(£0.14) (£0.14) (£0.15) (£0.46) (£0.30) (£0.91)

6 89.28 50.18 16.41 26 86.89 45.35 16.12
(£0.03) (£0.56) (£0.36) (£0.46) (£0.26) (£1.03)

7 88.49 48.13 17.19 27 88.20 48.32 17.67
(£0.57) (£0.67) (£0.03) (£0.50) (£0.94) (£0.48)

8 90.81 48.05 16.88 28 87.50 46.27 17.71
(£0.82) (£0.67) (£0.41) (£0.13) (£1.21) (£0.02)

9 90.53 48.86 19.84 29 88.01 47.65 17.02
(£0.70) (£0.36) (£0.50) (£0.50) (£0.52) (£0.62)

10 87.86 48.20 18.14 30 89.12 48.49 18.58
(£0.50) (£0.16) (£0.07) (£0.39) (£0.01) (£0.41)

11 89.41 47.85 16.67 31 88.76 49.59 15.64
(£0.96) (£0.60) (£0.43) (£0.29) (£0.06) (£0.00)

12 88.44 47.93 17.04 32 88.80 48.01 18.26
(£0.10) (£0.10) (£0.32) (£0.36) (£0.28) (£0.30)

13 87.96 49.91 14.38 33 87.27 48.43 18.37
(£0.31) (£1.97) (£0.07) (£0.02) (£0.48) (£0.21)

14 89.96 47.97 16.20 34 89.13 50.65 18.68
(£0.72) (£0.30) (£1.03) (£1.15) (£2.08) (£0.27)

15 87.79 48.26 18.12 35 87.83 46.55 17.34
(£0.58) (x0.78) (£0.87) (£0.41) (£0.38) (£0.44)

16 88.59 48.63 14.81 36 88.62 51.41 15.37
(£0.47) (£1.68) (£0.30) (£0.48) (£0.21) (£0.15)

17 87.96 47.08 18.30 37 87.51 48.55 17.32
(£0.71) (x£0.04) (£0.29) (£0.17) (£0.06) (£0.10)

18 88.41 48.87 15.70 38 88.02 46.69 17.84
(£0.13) (£1.75) (£0.00) (£0.24) (£0.74) (£0.17)

19 87.40 48.30 17.93 39 87.44 47.41 18.37
(£0.67) (£0.33) (£0.85) (£0.31) (£0.43) (£0.27)

20 87.21 46.47 17.90 40 88.36 47.51 18.43
(£0.22) (x1.50) (x0.06) (x0.41) (x£1.00) (£0.24)
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Farkli mikroenkapsiilasyon kosullarinda, kalan aktivite iizerine yiliksek sicakligin
(80°C’de 1 saat) etkisi incelenmis ve elde edilen kalan aktivite degerlerinin %12-19
arasinda degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Ozellikle gam arabik ve iniilinin
birlikte kullanildigi kosullarda, kalan aktivite degerlerinin %18’in iizerinde oldugu
goriilmiistiir. Kaplama materyallerinden iniilinin esnek oligosakkarit yapisina bagh
olarak enzim molekiillerini ¢6zelti ortaminda yliksek sicakliga karsi daha iyi korudugu
diistiniilmektedir. Yapilan farkli ¢alismalarda mTG enziminin yiiksek sicakliklardaki
stabilitesi belirlenmistir. Ho ve ark. (2000) 60°C’de 5 dakika kosullarinda mTG
enziminin aktivitesini 6nemli oranda kaybettigini belirtmislerdir. Cui ve ark. (2007),
70°C’de mTG aktivitesinin tamamen kayboldugunu, 60°C’de 30 dakika inkiibasyon
sonucunda ise kalan aktivite degerinin %7 oldugunu belirlemislerdir. Benzer sekilde
Nagy ve Szakacs (2008) 70°C’de aktivite kayiplarinin %90-100 araliginda degistigini
tespit etmislerdir. Literatiirde mTG enziminin yiiksek sicaklik stabilitesi ile ilgili yapilan
bu ¢aligmalar, kismi ya da tam olarak saflastirilmis enzim ile gergeklestirilmis, ancak
tez kapsamindakine benzer sekilde mikroenkapsiile mTG enziminin yiliksek sicaklik
stabilitesinin  belirlenmesine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir.  Yapilan
mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda ulasilan kalan aktivite degerleri literatiir ile
karsilastirildiginda, UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminin enzimin yiiksek

sicakliklara dayanimini artirdigi gortilmiistiir.

Farkli pH ve yiiksek sicaklik kosullarinda kalan aktivite lizerine lineer ve interaksiyon
terimlerinin bireysel olarak etkileri ise Cizelge 4.7°de verilmistir. Yiiksek sicaklik ve
farkli pH degerlerinde elde edilen deneysel veriler ile olusturulan modellerin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulgulanmistir (p<0.05). pH 3.0, pH 8.0 ve 80°C
kosullarinda kalan aktivite degerleri iizerine karigimin lineer etkisinin istatistiksel olarak
onemli oldugu belirlenmistir. Hem farkli pH degerlerinde, hem de yiiksek sicaklikta
model uygunsuzlugu degerleri ise istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur (p>0.05).
Islem degiskenleri ile kalan aktivite arasindaki iliskiyi ifade eden ve farkli pH ile
yiiksek sicaklik igin regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci dereceden
polinomiyal modeller pH 3.0 i¢in Esitlik 4.3, pH 8.0 i¢in Esitlik 4.4 ve 80°C i¢in Esitlik

4.5 ile verilmistir.
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Kalan Aktivite (%)= +88.30C;+89.05C,+81.16C;5+17.46C, C5+13.90C,C5+1.01C,X,-49.98C,C,C;  (4.3)
Kalan Aktivite (%)= +49.45C,+46.99C,+48.95C;+6.03C, C,-1.44C; X,+0.97C,X, 4.9

Kalan Aktivite (%)= +15.76C;+16.53C,+8.31C5+27.05C,C5+2.11C;X,+26.71C,C5-123.66C,C,C;  (4.5)

Farkli pH ve yiiksek sicaklik kosullarinda elde edilen yanit ylizey grafikleri 48 kHz
nozul i¢in Sekil 4.3 ve 120 kHz nozul i¢in Sekil 4.4’te gosterilmistir. pH 3.0 kosulu
icin, kalan aktivite {izerine besleme debisi dogrudan etkiye sahip olmamasina ragmen,
kalan aktivite degerinin yliksek besleme debilerinde en yiiksek degerlerde oldugu
bulgulanmistir (Sekil 4.3a, Sekil 4.4a). pH 8.0 kosulunda, 48 kHz nozul frekansinda en
yiiksek kalan aktivite degerleri gam arabik oraninin maksimum oldugu kosulda elde
edilmistir. 120 kHz nozul frekansinda ise gam arabik ve iniilin konsantrasyonunun
kalan aktivite iizerine 6nemli bir etkisi olmadigi belirlenmistir. Gam arabik-nozul
frekans1 interaksiyonunun model iizerine etkisi, ANOVA c¢izelgesinden belirlendigi
gibi, yanit yiizey grafiklerinde de ortaya konulmustur (Sekil 4.3b, Sekil 4.4b). 80°C
kosulunda, besleme debisi kalan aktivite lizerine dogrudan etkiye sahip olmamasina
ragmen, yiiksek besleme debilerinde kalan aktivite degerinin yiliksek degerlerde oldugu

goriilmiistiir (Sekil 4.3c¢, Sekil 4.4c¢).
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9.

Cizelge 4.7. Farkli pH ve yiiksek sicaklik kosullarinda kalan aktivite {izerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA ¢izelgesi

pH 3.0 pH 8.0 80°C
Varyasyon Kaynagi  Kareler Toplami SD p-degeri Kareler Toplami SD p-degeri  Kareler Toplami SD p-degeri
Model 27.1287 20 0.004 64.4217 17 0.0002 91.2429 20 0.0002
Lineer Karigim 6.3618 2 0.0026 30.5913 2 < 0.0001 20.4905 2 0.0004
CiC 0.5463 1 0.247 9.3168 1 0.0018 0.4037 1 0.4922
C.Cs 4.2886 1 0.0034 0.1923 1 0.6146 10.2883 1 0.0022
CiX1 0.0544 1 0.7105 0.1318 1 0.6764 2.4043 1 0.1037
CiXz 0.2034 1 0.475 13.0667 1 0.0004 26.5966 1 < 0.0001
CCs 2.3834 1 0.022 1.0504 1 0.2453 8.8043 1 0.004
CoX1 0.6508 1 0.2079 0.1868 1 0.6197 0.1677 1 0.6568
C2Xz 6.1770 1 0.0007 5.6100 1 0.0115 0.0170 1 0.8871
CsX1 24114 1 0.0213 1.0197 1 0.2521 1.1324 1 0.2553
CsXz2 0.0152 1 0.8442 0.9590 1 0.2663 1.0452 1 0.2738
C1C2Cs 3.9820 1 0.0045 - - - 24.3779 1 < 0.0001
C1C2Xy 0.0720 1 0.6694 0.1975 1 0.6099 0.8267 1 0.3288
C1C2Xz 0.5019 1 0.2665 0.4471 1 0.4444 1.4113 1 0.206
Ci1CsXy 1.9176 1 0.0374 0.7388 1 0.3276 1.5427 1 0.1869
CiC3X 0.0079 1 0.8872 0.0001 1 0.9906 1.8250 1 0.1529
CoCsXy 2.5204 1 0.0189 1.4997 1 0.1678 1.1306 1 0.2557
CaCsX 0.0301 1 0.7823 1.3618 1 0.1878 0.8366 1 0.326
Ci1C2CsXs 0.9825 1 0.1257 - - - 0.6689 1 0.3786
Ci1C2CsX; 0.0151 1 0.8446 - - - 0.9971 1 0.2848
Kalmtt 7.2757 19 - 16.2150 22 - 15.6369 19 -
Model Uygunsuzlugu 5.7521 14 0.3949 13.9481 17 0.2655 13.8529 14 0.133
Saf Hata 1.5235 5 - 2.2669 5 - 1.7839 5 -
Toplam 34.4044 39 - 80.6368 39 - 106.8798 39 -

C1: Gam arabik (%), C2: Maltodekstrin (%), Cs: Iniilin (%), X1: Besleme debisi (ml/dak), X2: Nozul frekansi (kHz)
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4.2.3 Farkh metal iyonlar1 ve EDTA’nin enzim aktivitesi iizerine etkisinin model

yaniti olarak incelenmesi

UPDK ile farkli kosullarda elde edilen mikroenkapsiile toz liriinlerin aktivitesi, standart
enzim aktivitesi belirleme prosediiriindeki ortama farkli metal iyonlar1 (Zn*?, Fe*2, Ca*
ve Co0*?) ve EDTA eklenerek belirlenmis ve deneme desenine gére deneysel kalan
aktivite degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir. Ortamda bulunan EDTA’nin enzim
aktivitesini artirici etki gosterdigi belirlenmis ve kalan aktivite degerleri tiim kosullarda
%100’1lin iizerinde bulunmustur. EDTA’nin enzim molekiillerine baglanmis olan metal
iyonlar ile selat olusturmasi sayesinde, enzim molekiilleri daha fazla substrat ile
calisma olanagi bulmus ve buna bagli olarak kalan aktivite degerleri artis gostermistir

(Ekren, 2013).

Fe*? iyonu varhiginda kalan aktivite degerlerinin ~%61-71, Ca*? iyonu varliginda ~%75-
91, Co* iyonu varhginda ise ~%48-61 arasinda degistigi belirlenmistir. Her iki nozul
frekansinda da en yiiksek kalan aktivite degerleri gam arabik ve iniilin oraninin esit
oldugu durumlarda gerceklesmistir (Cizelge 4.8). UPDK ile mikroenkapsiilasyonu
gergeklestirilen mTG enziminin stabilitesi Zn*? iyonu varhginda da arastirilmis ancak
mikroenkapsiile enzimin aktivitesinin tiim islem kosullarinda kayboldugu belirlenmistir.

Bu nedenle Zn*? iyonu varliginda kalan aktivite degerlerine Cizelge 4.8°de yer

verilmemistir.

mTG aktif merkezinde asparajin, sistein ve histidin aminoasitlerini icermektedir ve
Zn*?, Pb*?, Li*? ve Cu*? gibi agir metal iyonlarinin sistein amino asitlerinde bulunan
tiyol gruplarina baglanarak enzim aktivitesini inhibe edebilecegi bilinmektedir (Ho ve
ark., 2000; Macedo ve ark., 2010). Buna karsmn Co*?, Ba™ ve K* gibi iyonlarin mTG
aktivitesini artirict yonde etki gosterebilecegi belirtilmistir (Kieliszek ve Misiewicz,
2014). Gergeklestirilen ¢alismada, Fe*?, Ca*? ve Co*2 iyonlar1 varliginda tiim kosullarda
aktivitede diisiis belirlenmesine ragmen, kalan aktivite degerlerinin literatiirde mTG
enzimi ile yapilan ¢alismalarla (Ho ve ark., 2000; Cui ve ark., 2007) karsilastirildiginda
daha yiiksek oldugu goriilmiis ve UPDK ile mikroenkapsiilasyon islemiyle enzimin

metal iyonlarina kars1 gosterdigi direncte artis saglandigt sonucuna ulasilmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli metal iyonlar1 ve EDTA varliginda elde edilen deneysel kalan aktivite (%) degerleri

Deneme Deneme

No EDTA Fe? Ca*? Co*? No EDTA Fe*? Ca*? Co*?

1 106.31 60.93 86.67 48.97 21 108.83 64.48 79.30 52.66
(£0.06) (£0.01) (£0.02) (+0.62) (£0.64) (x0.73) (%1.12) (+0.64)

2 111.63 62.26 74.81 47.93 29 109.34 61.21 84.57 48.78
(£1.14) (£0.30) (£0.26) (£0.69) (£0.76)  (£1.00) (£0.76) (£0.97)

3 112.57 70.09 77.90 52.14 23 110.01 63.83 77.20 48.95
(£0.49) (£0.31) (£0.33) (£0.15) (£0.57) (£0.43) (£0.61) (£1.54)

4 109.25 63.34 79.79 51.88 2o 110.08 65.45 79.09 52.86
(£0.86) (£0.22) (£0.16) (£0.23) (£1.03) (£0.75) (£1.52) (£0.35)

5 113.59 62.67 81.69 55.94 o5 111.24 64.50 82.74 60.49
(£0.13)  (x0.14) (£0.14) (£0.14) (£0.85) (£0.55) (£0.10) (£0.70)

6 107.48 64.11 79.13 51.96 2 108.67 63.03 81.29 59.10
(£0.44) (£0.32) (£0.15) (+0.60) (£1.55) (x1.07) (£0.38) (+0.94)

7 108.72 70.03 85.03 56.03 97 110.69 63.30 75.09 48.08
(£0.05) (£0.96) (£0.69) (+0.61) (£0.69) (£0.92) (+1.14) (+0.18)

8 110.58 68.20 82.97 59.87 28 106.36 69.80 83.04 57.03
(£1.93) (£0.26) (£0.56) (£0.51) (£0.01) (£0.12) (£0.26) (£0.53)

9 111.08 70.17 91.47 61.28 29 107.29 70.58 85.63 55.72
(£0.31) (£0.65) (£0.41) (£2.06) (£0.36) (£0.44) (£1.19) (£0.34)

10 108.67 69.69 87.17 56.64 30 109.00 70.25 88.44 57.78
(£0.22) (£1.15) (£1.19) (£0.15) (£0.94) (£0.36) (£0.88) (£0.03)

11 110.42 67.38 82.32 59.27 31 107.58 64.88 80.62 59.53
(£1.68) (x1.20) (£1.35) (£0.11) (£0.12)  (x1.83) (+0.62) (+0.97)

12 111.15 63.22 74.66 47.87 32 110.36 69.50 83.15 58.71
(£0.08) (+0.24) (+0.01) (+0.49) (£0.68) (+0.64) (+0.14) (+0.50)

13 107.50 61.55 85.48 49.02 33 108.27 70.09 86.96 57.21
(£0.10)  (£0.09) (+0.42) (+0.64) (£0.12)  (x0.29) (+0.87) (+0.21)

14 109.59 67.45 84.12 60.58 34 109.17 67.87 82.13 53.43
(£0.58) (£1.40) (£1.70) (£0.30) (£0.78) (£0.45) (£1.88) (+0.56)

15 108.20 68.94 86.62 56.98 35 109.52 63.74 81.97 60.39
(£0.38) (£2.62) (£2.21) (+£1.10) (£0.95) (£0.01) (£0.31) (+0.63)

16 108.47 60.98 84.98 48.74 36 114.73 64.84 81.46 56.07
(£0.52)  (£0.99) (+0.39) (+0.87) (£0.08) (x0.21) (+0.11) (+0.52)

17 108.27 69.67 83.72 56.13 37 107.21 66.37 84.44 57.69
(£0.33)  (x0.15) (+0.49) (+0.62) (£0.63) (£0.25) (%1.12) (+0.76)

18 107.21 60.66 85.07 48.80 38 108.73 69.16 82.01 56.50
(£1.06) (£0.50) (£0.17) (£0.26) (£0.74)  (x0.12) (%1.52) (+0.58)

19 108.50 66.35 88.31 57.11 39 108.64 69.51 83.70 56.07
(£0.43) (£0.14) (£0.32) (£0.41) (£0.87) (£0.45) (£0.74) (£0.45)

20 106.57 69.34 82.89 57.08 40 108.68 70.16 84.42 57.22
(£0.15) (£0.40) (£0.22) (+0.41) (£0.60) (£0.12) (£0.92) (+0.62)

* Zn*? iyonu varrliginda higbir kosulda aktivite elde edilememistir.

Farkl1 kosullarda mikroenkapsiile edilen enzimin EDTA, Fe*?, Ca*? ve Co*? varhiginda
belirlenen kalan aktivite degerleri iizerine lineer ve interaksiyon terimlerinin etkisi
Cizelge 4.9°da verilmistir. EDTA, Fe*?, Ca™ ve Co*? varliginda elde edilen deneysel
veriler ile olusturulan modellerin tiimiiniin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Farkli metal iyonlar1 ve EDTA kullanilarak elde edilen model
uygunsuzlugu degerleri EDTA ve Fe*? icin istatistiksel olarak énemsiz, (p>0.05), Ca*?

ve Co*? icin istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.05).
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Farkli metal iyonlar1 ve EDTA varliginda islem degiskenleri ile kalan aktivite
arasindaki iligkiyi ifade eden ve regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci
dereceden polinomiyal modeller EDTA varliginda Esitlik 4.6, Fe*? varhginda Esitlik
4.7, Ca*? varhiginda Esitlik 4.8 ve Co*? varhiginda Esitlik 4.9 ile verilmistir.

Kalan Aktivite (%)=+111.93C,+110.00C,+109.52C;-9.97C,C,-1.44C, X,-9.04C,C,+4.30C;X,+6.71C,C, X,

+0.96C, X, X,-4.01C,C,X, (4.6)

Kalan Aktivite (%)= +63.35C,+65.72C,+48.95C;+56.17C, C,+42.92C, C;+39.89C,C;+1.96C,X,-269.45C,C,C;  (4.7)
Kalan Aktivite (%)= +77.48C,+82.57C,+49.72C;+99.04C, C;-2.19C, X, -1.83C, X,+84.49C,C;-30.78C, X, -20.09C; X,

-135.62C,C,C4+90.90C, C3 X, +47.41C, C5X,+80.48C,C3 X, +50.02C,C;X,-225.42C, C,C; X, -126.83C, G, X, (4.8)

Kalan Aktivite (%)= +50.81C,+59.95C,+31.45C;+69.20C, C3-2.26C, X, -2.51C, X,+57.96C,C;-333.56C,C,Cs 4.9

Farkli metal iyonlar1 ve EDTA varliginda elde edilen yanit yiizey grafikleri 48 kHz
nozul i¢in Sekil 4.5’te ve 120 kHz nozul i¢in Sekil 4.6’da gosterilmistir. EDTA
varliginda besleme debisinin bireysel olarak kalan aktiviteyi etkilemedigi Cizelge
4.9’da oldugu gibi yanit yiizey grafiklerinde de goriilmiistiir (Sekil 4.5a, Sekil 4.6a).
Gam arabik-iniilin interaksiyonunun kalan aktiviteyi artirict etkisi Fe*?, Ca*? ve Co*?
icin olusturulan yanit yiizey grafiklerinden belirlenmistir. Ortamda Fe*? iyonu
bulundugunda, besleme debisinin kalan aktiviteyi etkilemedigi gézlenmistir (Sekil 4.5b,
Sekil 4.6b). Ca*? iyonu varliginda ise, besleme debisi kalan aktivite iizerine dogrudan
etkiye sahip olmamasina ragmen, kalan aktivite degerinin yliksek besleme debilerinde
daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5¢, Sekil 4.6¢). Co*? iyonu varliginda kalan
aktivite degerlerinin Ca*? iyonu varhigindaki degisime benzer sekilde yiiksek besleme
debilerinde daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5d, Sekil 4.6d). Ayrica, Fe*?,
Ca*? ve Co0™ iyonlarn varhiginda kalan aktivite iizerine nozul frekansinmn etkisinin

olmadig belirlenmistir.
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Cizelge 4.9. Farkli metal iyonlar1 ve EDTA varliginda kalan aktivite iizerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gdsteren ANOVA ¢izelgesi

EDTA Fe*? Ca*? Co*?
Varyasyon Kaynagi Kareler Toplam1 SD  p-degeri Kareler Toplam: SD  p-degeri Kareler Toplami SD  p-degeri Kareler Toplamu SD  p-degeri
Model 130.0223 23 <0.0001 409.9880 20 <0.0001 505.3352 20 <0.0001 644.1390 20 <0.0001
Lineer Karisim 46.4337 2 <0.0001 159.9886 2 <0.0001 183.9144 2 <0.0001 157.5502 2 <0.0001
CiC 25.2221 1 <0.0001 0.9674 1 0.334 0.0185 1 0.931 3.0213 1 0.2699
CiCs 1.3015 1 0.0832 25.9079 1 <0.0001 137.9395 1 <0.0001 67.3409 1 <0.0001
CiX1 1.1142 1 0.1066 2.4138 1 0.1339 19.2110 1 0.0108 20.3431 1 0.0082
CiXz 13.0089 1 <0.0001 0.0568 1 0.8128 20.1906 1 0.0092 37.7565 1 0.0007
CCs 3.1370 1 0.0111 19.6425 1 0.0003 88.1157 1 <0.0001 41.4618 1 0.0005
CoX1 0.5786 1 0.2357 0.1286 1 0.7217 1.6949 1 0.4116 1.0977 1 0.5016
C2Xz 0.1880 1 0.4925 23.0414 1 0.0001 1.9463 1 0.3796 0.0118 1 0.9441
CsX1 1.4047 1 0.0729 1.3120 1 0.2626 22.3552 1 0.0066 2.2843 1 0.3355
CsXz2 4.2227 1 0.0043 0.3069 1 0.5831 32.6596 1 0.0016 2.3338 1 0.3305
C1C2Cs 115.7371 1 <0.0001 29.3195 1 0.0024 177.3669 1 <0.0001
C1CoXy 0.1934 1 0.4864 1.9470 1 0.1758 0.6094 1 0.6205 0.8707 1 0.5491
C1CoX2 11.4231 1 <0.0001 0.8177 1 0.3735 2.6724 1 0.3051 0.0000 1 0.9991
C1CsXy 0.6365 1 0.2145 1.0429 1 0.3163 31.8686 1 0.0017 4.4084 1 0.1858
C1CsX; 0.5403 1 0.2511 0.0242 1 0.877 31.6073 1 0.0018 2.6899 1 0.297
CiX1 X2 3.7734 1 0.0062 - - - - - - - - -
CaoCsXy 1.5514 1 0.0607 1.5051 1 0.2313 24.0586 1 0.0051 2.4536 1 0.3187
CoCsX; 1.4767 1 0.0666 0.8227 1 0.3721 30.8755 1 0.002 1.8585 1 0.3839
CaX1 X2 3.2069 1 0.0104 - - - - - - - - -
CsX1X2 0.1422 1 0.5498 - - - - - - - - -
Ci1CoXa X2 3.1054 1 0.0115 - - - - - - - - -
C1C3X1 Xz 0.3750 1 0.3359 - - - - - - - - -
C2CaX1 Xz 0.0281 1 0.7894 - - - - - - - - -
C1C2CsXy - - - 0.4138 1 0.5245 28.4194 1 0.0028 1.8471 1 0.3854
C1C2CsX2 - - - 0.0034 1 0.9537 25.6427 1 0.0041 0.1205 1 0.8229
Kalmtt 6.0966 16 18.7039 19 - 45.6961 19 - 44.4536 19 -
Model Uygunsuzlugu 4.8618 11 0.2702 14.2545 14 04771 43.6794 14 0.0169 43.2705 14 0.0051
Saf Hata 1.2348 5 - 4.4494 5 - 2.0167 5 - 1.1831 5 -
Toplam 136.1190 39 - 428.6919 39 - 551.0314 39 - 688.5926 39 -

C1: Gam arabik (%), C2: Maltodekstrin (%), Ca: Iniilin (%), X1: Besleme debisi (ml/dak), X2: Nozul frekansi (kHz)
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4.2.4 UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminin nem ve su aktivitesi iizerine etkisi

UPDK islemi ile farkli kosullarda elde edilen mikroenkapsiile toz liriinlerin nem ve su
aktivitesi (aw) degerleri Cizelge 4.10’da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, iniilin
konsantrasyonunun artmasi ile birlikte nem degerlerinin azaldigi, maltodekstrin
konsantrasyonunun artmasi ile birlikte ise nem degerlerinin artti1 tespit edilmistir.
Karigimlarda maltodekstrin bulunmasi ile birlikte Tq degerinde meydana gelen diisiisiin
kurutma sirasinda yapisal ¢cokmeyi hizlandirdigi, meydana gelen ¢cokme sonucunda ise
kurutma isleminin etkin sekilde gerceklestirilemedigi ve son iiriiniin nem igeriginin artis
gosterdigi distliniilmektedir. Kurutma sirasinda meydana gelen bu ¢okme olayi, %100
maltodekstrin konsantrasyonunda (Deneme No: 25) gorsel olarak tespit edilmis ve Sekil
4.7a’da gosterilmistir. Buna karsin iniilin konsantrasyonunun %60, gam arabik
konsantrasyonunun %40 oldugu kosulda (Deneme No: 10) kurutma sirasinda ¢ékme

gerceklesmemis ve bu durum gorsel olarak belirlenmistir (Sekil 4.7b).

@) (b)

Sekil 4.7. Farkli kaplama materyalleri varliginda kurutulan orneklerin kurutma sonrasi gériinimii (a)
Deneme No: 25 (b) Deneme No: 10
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Cizelge 4.10. Deneme desenine gore belirlenen nem ve ay degerleri

Deneme Nem a Deneme Nem a
No (%) " No (%) "
1 4.78 0.089 21 6.32 0.047
(£0.33) (x£0.004) (£0.15) (x0.0006)
2 6.33 0.054 29 7.08 0.091
(x0.33) (£0.005) (£0.83) (x0.003)
3 5.22 0.077 23 7.59 0.056
(x0.06) (£0.004) (£0.50) (x0.008)
4 5.97 0.036 o 7.41 0.046
(x0.12) (£0.001) (£0.18) (£0.004)
5 6.08 0.047 o5 6.31 0.082
(x0.31) (£0.005) (£0.04) (x0.004)
6 5.89 0.036 2% 6.14 0.094
(£0.15) (£0.001) (£0.15) (x0.001)
7 5.46 0.083 97 4.82 0.043
(£0.23) (£0.002) (£0.38) (£0.002)
8 5.89 0.093 28 5.68 0.070
(x0.28) (£0.005) (x0.09) (£0.004)
9 4.56 0.042 29 5.97 0.041
(x£0.64) (£0.003) (x0.11) (x0.001)
10 3.87 0.039 30 5.78 0.083
(x0.26) (£0.002) (£0.49) (x0.005)
11 5.57 0.053 31 7.38 0.042
(x0.04) (£0.005) (£0.24) (£0.002)
12 5.85 0.043 32 5.45 0.084
(£0.20) (£0.005) (£0.26) (x0.001)
13 5.12 0.087 33 4.85 0.078
(£0.50) (x0.001) (£0.34) (£0.004)
14 5.51 0.059 34 7.75 0.055
(x0.08) (x£0.008) (£0.12) (x0.006)
15 6.06 0.067 35 6.23 0.063
(x0.09) (x£0.008) (x£0.04) (x0.002)
16 6.40 0.081 36 6.06 0.048
(£0.08) (£0.001) (£0.06) (£0.003)
17 4.64 0.090 37 5.03 0.060
(£0.66) (£0.002) (£0.13) (£0.004)
18 6.44 0.086 38 4.43 0.098
(£0.15) (£0.002) (£0.19) (x0.001)
19 5.63 0.057 39 5.29 0.106
(x0.20) (£0.004) (x£0.04) (x0.006)
20 5.55 0.046 40 5.53 0.094
(x0.11) (£0.007) (£0.05) (x£0.004)

Toz iirlinlerde arzu edilen en 6nemli Ozelliklerden biri diisiik nem icerigidir (Ratti,
2001). S1v1 formdaki iirtinlerin diisiik nem igerigine sahip toz forma doniistiiriilmesi ve
bu islemin en diisiik maliyet ile gerceklestirilmesi kurutma ve mikroenkapsiilasyon
islemlerinin en dnemli amaglarindandir (Desai ve Park, 2005). Ayrica, toz partikiillerin
diisiik nem igerigine sahip olmasi aglomerat olusumunu engeller. Bununla birlikte toz
tirlinlerde yiiksek nem igerigi, Tg degerinin 6nemli oranda azalmasina neden olarak iirtin

stabilitesinin azalmasina neden olabilmektedir (Tonnis ve ark., 2015). Bu dogrultuda,
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mikroenkapsiilasyon isleminde gam arabik-iniilin karigimlar1 kullanildiginda iniilin
oranmin artirilmasi nem degerlerini azaltarak protein stabilizasyonunu saglamaktadir.
Buna karsin, yapilan 6n denemelerle iniilin konsantrasyonunun %60’tan daha fazla
olmasmin kurutma iglemi sirasinda ¢okmeye neden oldugu belirlenmis, bu nedenle
iniilin konsantrasyonu en fazla %60 olacak sekilde deneme deseni hazirlanmistir. Gam
arabik konsantrasyonunun artirilmasi ile olustugu diisiiniilen daha gézenekli yapilarin
nem igerigini artirdigi tespit edilmesine karsin, gam arabik inilin ile birlikte
kullanildiginda, yiiksek molekiiler agirligi sayesinde Ty degerinin yiikselmesini
saglayarak ¢Okme olusumunu engellemistir. Yapilan calismaya benzer sekilde
Fernandes ve ark. (2016), GPK islemi ile mikroenkapsiilasyonda yalnizca gamlar
kullani1ldiginda elde edilen toz liriiniin nem igerigini %4.4 olarak tespit etmis, iniilin ve
gam karisiminin kullanilmasi ile nemin %2.0’ye diistiigiinii belirtmislerdir. Engstrom ve
ark. (2007), lizozim enzimini PDK ile kuruttuklar1 ¢alismada nem igerigini %2-3
araliginda belirlemis, kurutma kosullarinin oda sicakligindan oldukca yiiksek Tg
degerine sahip lizozim tozlar iiretmek icin uygun oldugunu vurgulamislardir.
Parthasarathi ve  Anandharamakrishnan (2016), E vitamininin PDK ile
mikroenkapsiilasyonunu gerceklestirdikleri caligmada piskiirtme ve hizli donma
islemleri sonucunda olusan diizgiin dagilimli buz kristallerinin kurutma asamasinda 1s1
ve kiitle transferini artirmasi sonucunda diisiik nem degerlerine (%5.4) ulasildigin
belirtmislerdir. Buna karsin, Khwanpruk ve ark. (2008), PDK ile toz kahve iiretiminde
son Uriinlin nem igerigini %15 olarak tespit etmis ve bu durumu kurutma asamasinin
yetersizligi ile aciklamislardir. Bu duruma benzer sekilde Ishwarya ve
Anandharamakrishnan (2015), PDK islemi ile elde ettikleri kahve tozunda nem igerigini

%8.7 olarak belirlemislerdir.

Farkli kosullarda mikroenkapsiile edilen Orneklerin aw degerleri %0.036-0.106
araliginda degismistir (Cizelge 4.10). Her iki nozul frekansinda da en yiliksek aw
degerleri gam arabik oranmin %70 oldugu kosullarda tespit edilmistir. Tiim deneme
deseninde elde edilen oldukga diisiik aw degerleri, bakteri (aw> 0.91), maya (aw> 0.88),
kif (aw> 0.80) ve hatta osmofilik mayalarin (aw> 0.61) gelisimini engelleyecek

diizeydedir (Mossel ve Ingram, 1955).
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Nem igerigi ve aw degerleri iizerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak
etkisini gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.11 ile verilmistir. Nem ve aw degerleri igin
elde edilen deneysel veriler ile olusturulan modellerin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Nem ve aw degerleri {izerine karigimin lineer etkisinin
istatistiksel olarak onemli (p<0.05), model uygunsuzlugunun ise istatistiksel olarak
onemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05). Farkli nozul frekanslarinda nem igeriginin ve
aw degerlerinin benzer sekilde degisiklik gdstermesi, nozul frekansinin belirgin bir

etkisinin olmadigini géstermistir.
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Cizelge 4.11. Nem ve ay degerleri lizerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gésteren ANOV A ¢izelgesi

JAS

Nem aw
Varyasyon Kaynagi Kareler Toplami SD p-degeri Kareler Toplami SD p-degeri
Model 22.78 17 0.0007 9.309x10°® 5 < 0.0001
Lineer Karisim 8.83 2 < 0.0001 5.22x10°3 2 0.0002
CiC 3.06 1 0.0044 1.03x10°® 1 0.0412
CiCs 0.02 1 0.7825 2.70 x10° 1 0.0016
CiXy 1.79 1 0.024 3.64x10°3 1 0.0003
CiXz 7.79 x10°® 1 0.8746 - - -
CaCs 5.53 x10* 1 0.9664 - - -
C2Xy 8.55 x10°® 1 0.8685 - - -
C2X2 0.49 1 0.2199 - - -
CsX1 0.50 1 0.2133 - - -
CsXz 3.57 1 0.0024 - - -
C1C2X4 0.67 1 0.1509 - - -
C1C2Xz 0.52 1 0.2029 - - -
Ci1CsXy 0.68 1 0.1492 - - -
Ci1CsXz 2.74 1 0.0066 - - -
C1X1 X2 - - - - - -
CoCsX4 - - - - - -
CaCsX 0.94 1 0.0921 - - -
CaX1 X2 2.96 1 0.005 - - -
CaX1 X2 - - - - - -
C1CaX1 X2 - - - - - -
C1CsX1 Xz - - - - - -
CoCaX1 Xz - - - - - -
Kalintt 6.70 22 - 7.81x10°% 34 -
Model Uygunsuzlugu 5.91 17 0.1965 5.99 x10° 29 0.8479
Saf Hata 0.79 5 - 1.82 x10°® 5 -
Toplam 29.48 39 - 39 -

C1: Gam arabik (%), C2: Maltodekstrin (%), Cs: Iniilin (%), X1: Besleme debisi (ml/dak), X2: Nozul frekansi (kHz)



4.2.5 UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminin renk degerleri iizerine etkisi

UPDK islemi uygulanarak farkli kosullarda elde edilen toz iirlinlerin renk degerleri
tizerine islem degiskenlerinin etkileri belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge
4.12°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, L* degerleri ~34-70 araliginda degismis,
her iki nozul frekansinda da iniilin konsantrasyonunun azalmasi ile 6rneklerin L*
degerleri artig gostermistir. Maltodekstrin konsantrasyonu %100 oldugunda ise daha
yiiksek L* degerlerine ulasildig1 goriilmiistiir. a* degerlerinin ~8-15 araliginda degistigi
bulgulanmis, en yiiksek a* degerlerinin gam arabik-iniilin karisimlarinda elde edildigi
belirlenmistir. b* degerlerinin ise ~18-28 araliginda degistigi goriilmiis, her iki nozul
frekansinda da gam arabik oraninin %70, iniilin oraninin %30 oldugu durumda diisiik

b* degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.12).

L*, a* ve b* degerleri tizerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel etkisini
gosteren ANOVA c¢izelgesi ise Cizelge 4.13’te verilmistir. L*, a* ve b* degerleri igin
elde edilen deneysel veriler ile olusturulan modellerin tiimiinlin istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulgulanmistir (p<0.05). Ayrica model uygunsuzlugunun, tiim renk
degerleri i¢in istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05). Sonuglara gore
L* ve a* degerleri iizerine en 6nemli etkiyi gerceklestiren faktoriin karisimin lineer
etkisi oldugu saptanmistir (p<0.05). Buna karsin b* degerleri lizerine karigimin lineer
etkisi istatistiksel olarak onemli etkiye sahip olsa da, en onemli etkiyi gerceklestiren

faktorlin gam arabik-iniilin interaksiyonu oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.12. Deneme desenine gore belirlenen renk degerleri

Deneme

Deneme

L" a’ b* L a’ b*
No No
1 51.48 10.91 21.98 21 54.20 10.68 24.36
(£0.36) (£0.20) (£0.49) (£0.64) (£0.66) (x1.10)
2 54.91 13.34 27.87 29 49.73 10.76 22.80
(£0.04) (£0.04) (£0.07) (£1.36) (£0.71) (£1.08)
3 57.77 12.02 25.94 23 60.92 10.84 25.17
(£0.37) (£0.09) (£0.12) (£0.14) (£0.59) (£1.07)
4 56.67 9.39 21.41 24 67.61 9.58 23.40
(£0.40) (£0.04) (£0.14) (£0.32) (£0.22) (£0.53)
5 61.39 11.36 25.52 o5 51.87 10.36 21.86
(£0.30) (£0.08) (£0.12) (+0.27) (£0.11) (x0.11)
6 59.40 12.10 26.80 2 59.27 9.05 21.29
(£0.01) (£0.04) (£0.08) (£0.82) (£0.90) (£1.46)
7 39.28 10.79 18.55 27 53.36 11.40 25.07
(£0.37) (£0.16) (£0.39) (x1.62) (£0.25) (£0.51)
8 47.87 9.30 18.51 28 50.65 13.25 27.57
(£0.10) (£0.04) (£0.11) (£0.37) (£0.94) (£1.31)
9 49.17 9.51 19.41 29 47.63 12.71 26.16
(£0.15) (£0.07) (£0.13) (£0.79) (£1.16) (£2.01)
10 52.03 11.50 24.48 30 53.91 10.64 23.53
(£0.43) (£0.18) (£0.13) (£0.08) (£0.51) (£0.88)
11 51.98 10.03 20.74 31 69.97 8.03 20.53
(£0.04) (£0.02) (£0.06) (£0.59) (£0.58) (£0.90)
12 56.24 10.58 24.58 32 49.83 9.71 21.12
(£0.04) (£0.04) (£0.02) (£0.78) (£0.46) (£0.99)
13 45.14 9.61 20.47 33 52.79 12.36 26.38
(£0.22) (£0.06) (£0.27) (x£1.90) (£0.73) (x1.36)
14 54.48 9.17 22.03 34 50.94 11.13 23.91
(£0.08) (£0.05) (£0.01) (£1.35) (£0.71) (£1.27)
15 46.82 12.98 27.09 35 65.17 10.10 24.79
(£0.04) (£0.05) (£0.12) (£1.27) (£0.40) (£0.82)
16 51.47 7.95 17.99 36 61.85 10.57 24.86
(£0.05) (£0.06) (£0.08) (£1.06) (£1.01) (x1.59)
17 50.37 9.97 21.18 37 36.87 11.77 24.83
(£0.61) (£0.20) (£0.33) (£18.60) (£0.70) (x1.30)
18 49.30 9.58 21.07 38 58.32 12.79 27.79
(£0.12) (£0.04) (£0.04) (£2.60) (£0.77) (£3.72)
19 34.08 14.71 26.15 39 50.53 11.77 25.48
(£0.65) (£0.30) (£0.13) (£1.59) (£0.78) (£1.26)
20 50.18 12.29 26.61 40 50.21 12.10 25.29
(£0.54) (£0.09) (£0.19) (£0.99) (£0.57) (£0.95)
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Cizelge 4.13. Renk degerleri iizerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA ¢izelgesi

06

L a b
Varyasyon Kaynag: Kareler Toplami SD p-degeri Kareler Toplami SD p-degeri Kareler Toplam1 SD p-degeri
Model 1289.58 8 < 0.0001 74.55 23 0.0028 140.17 5 0.0004
Lineer Karigim 702.72 2 < 0.0001 29.49 2 < 0.0001 40.23 2 0.0202
CiCz 0.16 1 0.6559 0.08 1 0.898
CiCs 17.92 1 0.0002 90.25 1 < 0.0001
CiX1 41.33 1 0.2128 2.93 1 0.0734 -
CiXz 221 1 0.7704 0.67 1 0.372
CCs 11.42 1 0.0016 48.81 1 0.0025
CoX1 0.23 1 0.9257 0.34 1 0.5224 - - -
Ca2Xz 148.95 1 0.0218 0.14 1 0.6773 - - -
CsX1 9.47 1 0.5471 8.13 1 0.0057 - - -
CsXz2 435.41 1 0.0003 0.24 1 0.5938 - - -
C.CoX1 - - - 0.77 1 0.3414 - - -
CiCoX2 - - - 0.23 1 0.6002 - - -
C1CsXy - - - 8.39 1 0.0051 - - -
CiC3X - - - 0.19 1 0.6354 - - -
C1X1 Xz - - - 1.42 1 0.2011 - - -
CoCsXy - - - 7.90 1 0.0062 - - -
CoC3Xs - - - 5.39x10* 1 0.9796 - - -
CaX1X2 - - - 0.51 1 0.4366 - - -
CaX1X2 - - - 0.77 1 0.3409 - - -
C1CoX1 X2 - - - 3.62 1 0.049 - - -
C1C3X1 Xz - - - 0.48 1 0.4514 - - -
CoC3X1 X2 - - - 0.37 1 0.507 - - -
Kalint1 791.77 31 - 12.77 16 - 155.88 34 -
Model Uygunsuzlugu 672.40 26 0.5182 8.18 11 0.6435 120.33 29 0.837
Saf Hata 119.37 5 - 4.59 5 - 35.55 5 -
Toplam 2081.35 39 - 87.32 39 - 296.04 39 -

Ci1: Gam arabik (%), C2: Maltodekstrin (%), Cs: Iniilin (%), X1: Besleme debisi (ml/dak), X2: Nozul frekans1 (kHz)



4.2.6 UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminin yigin 6zellikler iizerine etkisi

UPDK islemi uygulanarak farkli kosullarda elde edilen toz iirlinlerin y1gin yogunluk,
sikigtirtlmis yogunluk ve partikiil yogunlugu iizerine islem degiskenlerinin etkileri
belirlenmis ve deneysel sonuglar Cizelge 4.14°te verilmistir. Yigin yogunluk
degerlerinin ~153-453 kg/m? araliginda degistigi goriilmiistiir. Her iki nozul frekansinda
da gam arabik konsantrasyonunun artmast ile yigin yogunluk degerleri diisiis
gostermistir. Ozellikle gam arabik konsantrasyonu %70’in {izerine ¢iktiginda,
partikiillerin topaklanmas1 azalmis, partikiiller arasindaki bosluklar artmis ve dolayisi
ile y18in yogunluk degerlerinde azalma goriilmiistiir. UPDK ile mikroenkapsiilasyon
islemi sonucunda elde edilen toz {iriinlerin sikistirilmis yogunluk degerleri ise ~276-754
kg/m® araliginda degismistir. Ozellikle yiiksek besleme debilerinde gam arabik-iniilin
karisimlarinin  sikistirllmis  yogunluk degerini artirdigi, y1§in yogunluk degerlerine
benzer sekilde %70’ten daha yiiksek gam arabik konsantrasyonlarinda sikistirilmis
yogunluk degerlerinin azaldig1 saptanmustir (Cizelge 4.14).

Yigin ve sikistirilmis yogunluk toz iiriinlerin 6nemli kalite kriterlerindendir ve diisiik
y1gm yogunluk degerleri, toz iirlinlerin paketlenmesi sirasinda daha biiyiik ambalaj
kullanilmasina neden oldugundan arzu edilmemektedir (Barbosa-Canovas ve ark., 2005;
Kurozawa ve ark., 2009). Constantino ve ark. (2000), bovin serum albiimini PDK ile
kurutarak toz iirlin elde ettikleri ¢aligmada, sikistirilmis yogunluk degerlerini 100-200
kg/m? araliginda belirlemisler ve elde edilen bu diisiik sikistirilmis yogunluk degerlerini

PDK sonrasi elde edilen gozenekli yapr ile iliskilendirmislerdir.

Gergeklestirilen c¢alismada, UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminde partikiil
yogunlugu degerlerinin ~1304-1525 kg/m?® araliginda degistigi goriilmiistiir (Cizelge
4.14). Ogzellikle kaplama materyallerinden iniilin varhiginda partikiil yogunlugu
degerleri artig gdstermis, bu durum iniilinin esnek yapis1 nedeniyle enzim molekiilleri

ile olusturdugu interaksiyon ile agiklanmigtir.
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Cizelge 4.14. Deneme desenine gore belirlenen yigin yogunluk, sikistirilmis yogunluk ve partikiil
yogunlugu

Deneme Yigin Sikigtirtlmis  Partikiil Deneme Yigin Sikigtirtlmis  Partikiil
No Yogunluk  Yogunluk  Yogunlugu No yogunluk  Yogunluk Yogunlugu

(kg/m®) (kg/m®) (kg/m?) (kg/m?) (kg/m?) (kg/m?)

1 360.3 705.5 1440.1 21 194.4 314.0 1464.1
(£0.1) (£21.5) (£19.0) (£0.3) (£0.4) (£16.5)

2 189.2 402.5 1480.4 29 389.1 628.6 1481.4
(£5.7) (£20.5) (£5.45) (£1.6) (£2.6) (£15.2)

3 269.0 448.3 1325.2 23 177.8 314.5 1477.0
(£1.2) (£2.0) (£15.8) (£0.4) (£0.8) (£36.5)

4 217.0 395.9 1512.0 24 160.8 309.2 1429.0
(#2.4) (£3.3) (x43.8) (x1.5) (£2.9) (£20.8)

5 185.7 398.7 1525.0 25 340.9 584.4 1474.3
(x4.1) (x4.9) (+49.3) (£1.8) (£3.0) (x1.8)

6 224.5 399.8 14215 2 287.9 491.1 13714
(£3.7) (£0.6) (+41.6) (£0.8) (£1.3) (+47.9)

7 367.8 578.0 1407.3 27 161.3 299.6 1392.73
(+4.1) (£6.5) (£55.5) (£0.4) (£0.8) (£14.7)

8 392.0 514.5 1471.6 28 347.0 555.2 1485.2
(£13.2) (£17.3) (£18.9) (£1.2) (£1.9) (£33.1)

9 333.3 640.9 1495.7 29 366.0 536.8 1407.5
(£1.4) (£2.6) (£24.2) (£1.5) (£2.3) (£87.0)

10 320.1 462.3 1323.2 30 259.3 488.0 1423.0
(£2.7) (£3.9) (£26.5) (£2.6) (£5.0) (£6.5)

11 387.1 542.0 1486.1 31 160.4 282.0 1460.6
(£0.9) (£1.3) (£15.5) (x1.1) (£1.9) (£55.8)

12 189.0 396.0 1432.0 3 332.4 554.0 1466.6
(£1.3) (£2.7) (£20.6) (£2.4) (£4.0) (£5.1)

13 377.2 754.4 14443 33 292.8 455.4 1383.1
(£1.2) (£2.3) (£53.9) (£0.3) (£0.5) (£5.2)

14 357.7 587.7 1418.0 34 153.4 276.1 1390.7
(£2.0) (£3.2) (£4.2) (£0.3) (£0.5) (£72.7)

15 343.2 484.5 1405.4 35 286.6 501.6 1374.2
(*1.4) (+2.0) (x11.9) (x0.7) (£1.2) (x6.1)

16 345.8 553.3 1303.7 36 165.2 344.3 1428.6
(£1.9) (£3.0) (£8.6) (£0.5) (1.1 (£38.3)

17 452.9 627.1 1422.8 37 307.0 487.7 1367.0
(x1.6) (£2.2) (+68.9) (x1.4) (£2.2) (x1.2)

18 326.4 544.0 1443.0 38 412.9 688.2 1416.3
(£1.1) (£1.89) (£54.0) (£1.8) (£3.1) (+4.6)

19 327.7 481.9 1482.9 39 398.1 597.1 1377.2
(£3.2) (+4.7) (£5.3) (£3.0) (£4.4) (£23.1)

20 3935 550.9 1415.6 40 393.0 589.4 1323.3
(£0.5) (£0.8) (£50.8) (£0.00) (x0.00) (£15.1)

Yigin yogunluk, sikistirilmis yogunluk ve partikiil yogunlugu {iizerine lineer ve
interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA tablosu Cizelge
4.15’te verilmistir. Y1gin yogunluk, sikistirilmis yogunluk ve partikiil yogunlugu i¢in
elde edilen deneysel veriler ile olusturulan modellerin timiiniin istatistiksel olarak

anlamli oldugu belirlenmistir (p<<0.05). Sonuglara gore y18in yogunluk, sikistirilmig
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yogunluk ve partikiil yogunlugu acisindan karigimin lineer etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Yigin oOzellikleri kullanilarak elde edilen model uygunsuzlugu
degerleri sikistirilmis yogunluk ve partikiil yogunlugu icin istatistiksel olarak 6nemsiz
(p>0.05), yigin yogunluk igin ise istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).
Besleme debisi etkisinin yigin yogunluk ve sikistirilmis yogunluk igin istatistiksel
olarak onemsiz (p>0.05), iniilin-besleme debisi interaksiyonu etkisinin ise partikiil
yogunlugu igin istatistiksel olarak onemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Cizelge
4.15).
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Cizelge 4.15. Y181 6zellikler {izerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA g¢izelgesi

Y1gin yogunluk Sikistirilmis yogunluk Partikiil yogunlugu
Varyasyon Kaynagl  Kareler Toplami SD p-degeri  Kareler Toplamu SD p-degeri  Kareler Toplami SD p-degeri
Model 283747.60 17 < 0.0001 542124.48 20 <0.0001 94938.95 23 0.0066
Lineer Karigim 212722.51 2 < 0.0001 251831.67 2 <0.0001 20136.87 2 0.0031
CiC; 20181.21 1 < 0.0001 54061.03 1 <0.0001 529.59 1 0.5141
CiCs 28959.46 1 < 0.0001 34447.32 L 0.0002 26.11 1 0.8841
CiXy 97.59 1 0.7015 468.92 1 0.606 228.07 1 0.6673
CiXz 114.88 1 0.6776 3054.87 1 0.1965 3770.51 1 0.094
CCs 30289.91 1 < 0.0001 35872.91 1 0.0002 1309.45 1 0.3097
CoXy 70.51 1 0.7444 6937.56 1 0.058 595.87 1 0.4893
CoX2 8016.86 1 0.0019 750.44 1 0.515 3920.71 1 0.0882
CsXy 783.38 1 0.2831 4733.04 1 0.1121 10107.91 1 0.0101
CsX, 69.10 1 0.7469 9.96 1 0.9399 80.47 1 0.7981
C1CCs - - - 2699.94 1 0.2235 - - -
C1CaX4 1989.64 1 0.0934 11971.34 1 0.0158 1794.65 1 0.2371
C1CaX 2265.74 1 0.0747 286.65 1 0.6864 10.96 1 0.9247
C1CsXy 916.60 1 0.2466 3994.40 1 0.1424 8563.18 1 0.0163
C1C3Xz 173.61 1 0.6096 134.44 1 0.7819 1241.35 1 0.3222
C1X1X2 - - - - - - 4916.65 1 0.059
CoCsX4 1818.89 1 0.1078 4343.50 1 0.127 10554.27 1 0.0089
C2C3Xz 315.12 1 0.4926 171.54 1 0.7546 1391.77 1 0.2954
CoX1X2 - - - - - - 6091.56 1 0.0379
CaX1 X2 - - - - - - 6963.38 1 0.0278
CiCaX1 X - - - - - - 3399.27 1 0.1103
CiCsXi X - - - - - - 6430.47 1 0.0335
Ci1CoCsXy - - - 11343.33 1 0.0184 - - -
Ci1CoCsX2 - - - 1496.68 1 0.3606 - - -
CoCsXi X - - - - - - 14906.26 1 0.0027
Kalmnt1 14234.68 22 - 32395.66 19 19032.55 16 -
Model Uygunsuzlugu 13472.69 17 0.0386 28136.30 14 0.1755 11632.5 11 0.7024
Saf Hata 761.99 5 - 4259.36 5 - 7400.047 5 -
Toplam 297982.28 39 - 574520.14 39 - 113971.5 39 -

C1: Gam arabik (%), C2: Maltodekstrin (%), Cs: Iniilin (%), X1: Besleme debisi (ml/dak), X2: Nozul frekansi (kHz)



4.2.7 UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminin porozite, akabilirlik ve keklesme

degerleri iizerine etkisi

UPDK islemi uygulanarak farkli kosullarda elde edilen toz iiriinlerin porozite, keklesme
ve akabilirlik degerleri iizerine islem degiskenlerinin etkileri belirlenmistir. Porozite,
keklesme, Carr indeks (CI) ve Hausner oran1 (HR) degerlerinin analiz sonuglar1 Cizelge
4.16’da verilmistir. Porozite degerleri ~%60-89 araliginda degismis, her iki nozul
frekansinda da iniilin konsantrasyonunun azalmasi ile 6rneklerin porozite degerleri artis
gostermistir. Iniilin konsantrasyonu %0 oldugunda, en yiiksek porozite degerlerine
ulagilmistir  (Cizelge 4.16). Keklesme degerlerinin ~%5-48 aralifinda degistigi
belirlenmis, her iki nozul frekansinda da %70 gam arabik ve %30 iniilin
konsantrasyonunda keklesmenin en yiiksek degerlere ulastigi goriilmiistiir. Keklesme,
kurutma ile elde edilen toz firiinlerin islenmesinde ve ambalajlanmasinda Snemli
problemlerden biridir. Keklesme degeri yiikseldikge, toz iirlinlerin islenebilirligi
zorlagmakta ve ambalajlama asamasinda sorunlar yasanabilmektedir (Ko¢ ve ark.,
2014). Mikroenkapsiilasyon c¢alismasinda iniilin kullaniminin keklesme degerlerini
diistirmesi bu kaplama materyali ile daha kolay ambalajlanabilir iiriinlerin
tiretilebilecegini gostermektedir. Akabilirligin bir ifadesi olan CI degerleri ~%47-81
araliginda degismistir (Cizelge 4.16). Tiim kosullarda elde edilen toz iiriinlerin CI
degerleri >40 oldugundan, akis 6zellikleri kotii olarak nitelendirilmistir. Buna ragmen,
iniilin  konsantrasyonunun artmasi ile akis Ozelliklerinin 1yilestigi goriilmektedir
(Cizelge 4.16). Gam arabik konsantrasyonunun artmasi yigm yogunluk degerlerini
olduk¢a diisiirerek toz irlinlin akis oOzelliklerini olumsuz yonde etkilemistir.
Akabilirligin bir diger ifadesi olan HR degerleri ise ~1.3-2.1 araliginda degismistir. HR
degerlerine gore elde edilen tozlarin biiyiik cogunlugunun akis 6zelligi cok zayif olarak
nitelendirilse de CI degerlerinde oldugu gibi iniilin konsantrasyonunun artmasi ile akis
ozelliklerinin iyilestigi tespit edilmistir. Ozellikle her iki nozul frekansinda da iniilin
konsantrasyonu %60 oldugu durumda akis 6zellikleri kabul edilebilir duruma gelmistir.
Iniilin konsantrasyonu higbir kosulda 6n denemeler ile belirlenen %60 degerinin iizerine
¢ikmadigindan, ¢okme olusumu en aza indirilerek fiziksel acidan daha uygun toz

tirtinlerin liretimi saglanmugtir.
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Cizelge 4.16. Deneme desenine gore belirlenen porozite, keklesme ve akabilirlik degerleri

Deneme Porozite Keklesme

Cl

Deneme Porozite Keklesme

Cl

No ) ) %) ™ N ) W w ™"
1 74.98 32.00 51.01 1.96 21 86.72 30.48 78.55 1.62
(£0.32)  (x1.51) (£0.85) (+0.06) (+0.17)  (£7.41) (£0.27) (£0.00)
2 87.22 11.12 72.81 2.13 29 73.73 27.43 57.56 1.62
(£0.34)  (#0.13) (£1.29) (x0.04) (£0.38) (£9.27) (£0.61) (£0.00)
3 79.70 14.87 66.17 1.67 23 87.96 10.80 78.70 1.77
(£0.15)  (#0.92) (£0.25) (x0.00) (+£0.27)  (£1.24) (£0.48) (£0.00)
4 85.64 16.76 73.81 1.83 24 88.75 10.90 78.36 1.92
(£0.58)  (+4.20) (£0.54) (=0.04) (#0.27)  (#2.35) (£0.52) (%0.00)
5 87.82 5.00 73.84 2.15 o5 76.88 37.18 60.36 171
(#0.12)  (£1.35) (£1.17) (£0.07) (x0.15) (¥2.79) (£0.25) (0.00)
6 84.20 15.16 71.86 1.78 2 79.00 40.30 64.17 171
(#0.72)  (£6.13)  (£0.86) (+0.03) (#0.79)  (#4.22) (£1.35) (+0.00)
7 73.85 23.47 58.91 1.57 27 88.42 18.14 78.49 1.86
(£0.74)  (x4.91) (£1.16) (x0.00) (£0.15)  (£0.96)  (£0.29) (£0.00)
8 73.35 41.16 65.03 1.31 28 76.63 16.51 62.61 1.60
(£1.24) (x1.70)  (£1.63) (+0.00) (£0.60)  (£0.62)  (£0.96) (£0.00)
9 77.72 28.12 57.15 1.92 29 73.95 18.56 61.79 1.47
(£0.27)  (#5.57) (£0.52) (+0.00) (£1.50)  (£8.50) (£2.20) (£0.00)
10 75.81 1151 65.06 1.44 30 81.78 17.72 65.71 1.88
(#0.28)  (£0.47) (£0.40) (£0.00) (£0.27)  (£0.10)  (£0.51) (%0.00)
11 73.95 45.85 63.53 1.40 31 89.01 36.71 80.68 1.76
(#0.21)  (£5.51) (£0.29) (£0.00) (£0.35)  (£5.82) (£0.61) (+0.00)
12 86.80 12.70 72.34 2.10 3 77.34 42.01 62.23 1.67
(#£0.10)  (£3.41) (£0.21) (£0.00) (£0.08)  (£0.32) (£0.14) (+0.00)
13 73.86 37.37 47.73 2.00 33 78.83 15.48 67.07 1.56
(£1.06)  (0.05) (£2.11) (x0.00) (£0.10)  (£1.92) (£0.16) (£0.00)
14 74.77 41.78 58.55 1.64 34 88.96 38.47 80.12 1.80
(£0.21) (x1.46) (£0.35) (x0.00) (£0.56)  (£0.01)  (£1.01) (£0.00)
15 75.58 16.99 65.53 1.41 35 79.14 47.66 63.50 1.75
(£0.31)  (#1.18)  (£0.43) (x0.00) (£0.04) (+4.37) (£0.07) (£0.00)
16 73.47 26.77 57.56 1.60 36 88.43 18.60 75.90 2.08
(#£0.03)  (£0.25)  (£0.05) (0.00) (£0.27)  (£3.98) (£0.57) (+0.00)
17 68.13 23.38 55.88 1.38 37 77.54 9.08 64.33 1.59
(£1.43)  (£0.36) (£1.98) (0.00) (#0.12) (x0.77)  (£0.19) (£0.00)
18 77.36 31.79 62.27 1.67 38 70.85 18.09 51.41 1.67
(#£0.92)  (£5.22) (£1.54) (0.00) (£0.03)  (#2.14)  (£0.06) (+0.00)
19 77.90 20.23 67.50 1.47 39 71.09 16.46 56.64 1.50
(£0.29) (2.87) (£0.43) (+0.00) (+0.27)  (£3.27) (£0.40) (£0.00)
20 72.18 21.29 61.06 1.40 40 70.30 14.45 55.45 1.50
(£0.96)  (+0.14)  (£1.35) (+0.00) (£0.34)  (£0.30) (£0.51) (£0.00)

Porozite, keklesme, CI ve HR degerleri iizerine lineer, kuadratik ve interaksiyon

terimlerinin bireysel olarak etkisini gdsteren ANOVA tablosu ise Cizelge 4.17°de

verilmistir. Porozite, keklesme, CI ve HR degerleri i¢in elde edilen deneysel veriler ile

olusturulan modellerin tiimiiniin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir

(p<0.05). Ayrica porozite, keklesme, CI ve HR degerleri tizerine karisimin lineer etkisi

istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur. Model uygunsuzlugu, tiim o6zellikler icin
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istatistiksel olarak onemsizdir (p>0.05). Nozul frekansinin porozite, keklesme, CI ve
HR degerleri tizerine etkisinin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (p>0.05). Ayrica gam
arabik-iniilin interaksiyonunun keklesme ve CI degerlerinde oldukc¢a 6nemli diizeyde
etkiye sahip oldugu goriilmektedir (p<0.05). HR {izerine istatistiksel olarak 6nemli tek
etki kaplama materyallerinin lineer etkisidir. Bunun disinda besleme debisinin, nozul

frekansinin ve herhangi bir interaksiyonun etkili olmadig1 bulgulanmistir (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. Porozite, keklesme ve akabilirlik {izerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA ¢izelgesi

Porozite Keklesme Cl HR

Varyasyon Kaynagi  Kareler Toplami SD p-degeri Kareler Toplami SD p-degeri Kareler Toplami SD p-degeri  Kareler Toplam1 SD p-degeri

Model 1491.00 20 < 0.0001 4992.45 29 0.0023 2733.56 20 < 0.0001 111 2 < 0.0001

Lineer Karigim 1166.90 2 < 0.0001 2573.69 2 <0.0001 1467.26 2 < 0.0001 111 2 < 0.0001
CiC2 103.20 1 <0.0001 329.03 1 0.0064 259.47 1 < 0.0001 - - -
CiCs 11.53 1 0.0425 660.45 1 0.0007 126.09 1 0.0012 - - -
CiX1 0.14 1 0.8118 1.45 1 0.8242 271 1 0.5846 - - -
CiXz 0.01 1 0.9404 4.55 1 0.6951 8.14 1 0.3473 - - -
C2Cs 10.47 1 0.0521 473.18 1 0.0021 123.46 1 0.0013 - - -
CaX1 0.12 1 0.824 1.13 1 0.845 26.46 1 0.0985 - - -
CaX2 27.90 1 0.0031 1.87 1 0.8012 0.14 1 0.9007 - - -
CsX1 0.01 1 0.9598 41.08 1 0.2534 19.05 1 0.1568 - - -
CsX2 2.57 1 0.3179 40.03 1 0.2592 0.42 1 0.8297 - - -
Ci1C2Cs 16.54 1 0.0174 - - - 28.28 1 0.0884 - - -
CiCaX1 10.46 1 0.0522 217.11 1 0.0193 4494 1 0.0354 - - -
CiCaX2 11.73 1 0.0409 21.36 1 0.4027 1.27 1 0.7079 - - -
CiCsX1 0.04 1 0.9007 37.38 1 0.2745 14.84 1 0.2086 - - -
CiCsX2 4.96 1 0.1698 95.44 1 0.0945 0.82 1 0.7628 - - -
C1X1Xa2 - - - 81.69 1 0.1183 - - -
CoCsX1 0.10 1 0.8382 32.16 1 0.3088 17.60 1 0.1726 - - -
CoCsX2 0.82 1 0.5688 50.53 1 0.2086 1.10 1 0.7272 - - -
CaX1Xz2 - - - 2.59 1 0.767 - - - - - -
CsX1Xz2 - - - 6.16 1 0.649 - - - - - -
C1X1? - - - 4514 1 0.2327 - - - - -
CaX1? - - - 59.10 1 0.1767 - - - - - -
CaX1? - - - 179.35 1 0.0298 - - - - - -
C1C2CsX1 0.21 1 0.7702 - - - 35.99 1 0.057 - - -
C1C2CsX2 5.44 1 0.1516 - - - 5.56 1 0.4356 - - -
Ci1C2X1X2 - - - 3.66 1 0.725 - - - - - -
Ci1CsX1X2 - - - 3.56 1 0.7286 - - - - - -
C2CsX1X2 - - - 6.83 1 0.6319 - - - - -
C1C2Xq? - - - 287.34 1 0.0094 - - - - - -
Ci1CsXqs? - - - 156.08 1 0.0398 - - - - - -
C2CsXq? - - - 218.02 1 0.0191 - - - - - -
Kalint1 46.33 19 - 279.72 1 - 166.50 19 - 0.78 37 -

Model Uygunsuzlugu 38.16 14 0.2983 158.39 5 0.3885 146.40 14 0.1488 0.75 32 0.0919

Saf Hata 8.16 5 - 121.33 5 - 20.11 5 - 0.04 5 -
Toplam 1537.33 39 - 5272.16 39 - 2900.06 39 - 1.90 39 -

C1: Gam arabik (%), C2: Maltodekstrin (%), Cs: Iniilin (%), X1: Besleme debisi (ml/dak), X2: Nozul frekansi (kHz)



4.2.8 UPDK

mikroenkapsiilasyon

(rekonstitiisyon) ozellikleri iizerine etkisi

isleminin

yeniden

yapilandirma

UPDK islemi uygulanarak farkli kosullarda elde edilen toz mikroenkapsiile tiriinlerin

dagilabilirlik, ¢ozlinebilirlik ve 1slanabilirlik degerleri belirlenmis, islem degiskenlerinin

bu degerler lizerine etkisi tespit edilmistir. Dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik ve 1slanabilirlik

degerlerinin analiz sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Deneme desenine gore belirlenen dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik ve 1slanabilirlik degerleri

Deneme Dagilabilirlik Cozinebilirlik Islanabilirlik Deneme Dagilabilirlik Coziinebilirlik Islanabilirlik

No (%) (%) () No (%) (%) ()
1 98.60 96.20 9.75 21 99.38 96.43 3.55
(£0.31) (£0.46) (£0.35) (£0.26) (£0.26) (£0.35)
2 98.83 96.15 4.70 29 95.60 96.51 4.70
(£0.74) (£0.11) (£0.57) (£1.62) (£0.06) (£0.57)
3 99.27 96.32 7.10 23 99.18 96.39 6.10
(£0.36) (£0.18) (£1.13) (£0.14) (£0.27) (£0.42)
4 99.63 96.01 5.85 24 99.13 96.20 3.95
(£0.39) (£0.02) (£0.78) (£0.12) (£0.46) (x0.21)
5 99.42 96.47 5.45 25 77.12 96.27 6.30
(£0.29) (£0.13) (x0.21) (£3.97) (£0.27) (£0.28)
6 99.53 96.30 5.30 2 97.21 96.31 6.60
(£0.15) (£0.08) (£0.57) (£3.58) (£0.02) (£0.28)
7 99.36 96.77 8.15 27 99.44 96.01 4.05
(£0.41) (£0.85) (£0.49) (£0.32) (£0.12) (£0.07)
8 71.55 96.15 6.40 28 99.39 96.10 4.95
(£10.61) (x0.47) (£0.85) (£0.42) (x0.07) (£0.07)
9 90.59 95.24 4.25 29 99.58 97.64 4.90
(£5.20) (£0.83) (£1.20) (£0.20) (£1.57) (£0.28)
10 99.38 96.38 3.50 30 99.52 95.75 6.25
(£0.41) (£0.12) (£0.85) (£0.18) (£0.23) (x0.21)
11 81.09 96.29 6.15 31 99.08 96.57 4.30
(£3.52) (£0.10) (£1.06) (£0.76) (£0.06) (£0.14)
12 98.95 96.31 4.50 32 87.87 95.98 6.60
(£0.57) (£0.24) (£0.28) (£2.19) (£0.32) (£0.42)
13 90.65 95.79 8.35 33 99.29 96.34 3.15
(£3.66) (£0.27) (£0.21) (£0.22) (£0.06) (£0.21)
14 88.65 95.42 5.55 34 98.95 95.75 4.20
(+4.30) (£0.08) (£0.35) (£0.50) (£0.16) (£0.28)
15 95.77 95.53 6.60 35 99.68 95.65 6.45
(£0.46) (£0.38) (£0.42) (£0.38) (£0.61) (+0.07)
16 87.42 95.75 7.10 36 98.97 96.49 6.35
(£0.26) (£0.15) (x0.42) (£0.18) (£0.12) (£0.35)
17 92.62 96.38 5.25 37 98.89 96.14 7.50
(£1.94) (£0.58) (£0.49) (£0.44) (£0.44) (£0.14)
18 98.93 96.28 8.60 38 99.34 97.47 4.70
(£0.49) (x0.31) (£0.28) (£0.43) (x£1.07) (£0.28)
19 98.50 96.31 7.20 39 98.70 96.59 4.40
(£1.57) (£0.82) (£0.14) (£0.89) (£0.56) (£0.28)
20 99.17 96.34 5.70 40 99.45 96.67 4.60
(£0.34) (£0.51) (£0.28) (£0.56) (£0.35) (£0.28)
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Dagilabilirlik degerlerinin ~%72-100 araliginda degistigi belirlenmistir. 48 kHz nozul
frekansinda, besleme debisinin dagilabilirligi etkilemedigi, en disik dagilabilirlik
degerinin %70 gam arabik-%30 iniilin konsantrasyonunda elde edildigi tespit edilmistir.
120 kHz nozulda ise, iniilin konsantrasyonunun en yiiksek oldugu durumda (%60)
besleme debisinin merkez noktasinda dagilabilirlik degeri daha diisiik bulunmustur. 120
kHz nozulda elde edilen daha kiiciik partikiillerin topaklanma olusumunu artirarak
dagilabilirlik degerlerinin azalmasmma neden oldugu disiliniilmektedir. UPDK ile
mikroenkapsiilasyon islemi ile elde edilen toz firiinlerin ¢6zilinebilirlik degerleri ise
%95-98 araliginda degismistir (Cizelge 4.18). 48 kHz nozul frekansinda islem
kosullarinin ¢6ziinebilirlik degerini 6nemli derecede etkilemedigi goriilmiistiir. 120 kHz
nozul frekansinda ise, ¢oziinebilirlik degerini etkileyen en 6nemli faktoriin gam arabik-
iniilin interaksiyonu oldugu belirlenmistir. Kullanilan tiim kaplama materyallerinin
sahip oldugu yiiksek c¢oziiniirliik ve uygulanan PDK isleminin partikiil boyutunu
disiiriici etkisi ¢Oziinebilirlik degerlerini olumlu yonde etkilemistir. Islanabilirlik
degerlerinin ise 3.2-10.0 saniye araliginda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.18). Her
iki nozul frekansinda da, artan gam arabik konsantrasyonu ile birlikte islanabilirlik
siiresinin arttig1 goriilmistiir. Fernandes ve ark. (2016), GPK isleminde iniilin
konsantrasyonunun 3 kat artirilmasi ile 1slanabilirlik degerlerinin yaklasik olarak 3 kat
azaldigim belirlemislerdir. Benzer sekilde, UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminde

kaplama materyallerinden iniilin, 1slanabilirlik degerlerinin azalmasina neden olmustur.

Dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik ve 1slanabilirlik degerleri iizerine lineer ve interaksiyon
terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA ¢izelgesi Cizelge 4.19°da
verilmistir. Dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik ve 1slanabilirlik degerleri i¢in elde edilen
deneysel veriler ile olusturulan modellerin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Ayrica dagilabilirlik degerleri iizerine karigimin lineer etkisi
istatistiksel olarak onemli (p<0.05), 1slanabilirlik ve ¢oziinebilirlik degerleri icin ise
karisimin lineer etkisi istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (p>0.05). Model
uygunsuzlugunun, tiim yeniden yapilandirma 6zellikleri i¢in istatistiksel olarak 6nemsiz
oldugu belirlenmistir (p>0.05). Coziinebilirlik iizerine karisimin lineer etkisinin
istatistiksel olarak anlamli olmamasi ¢oziinebilirlik degerlerinin tiim kosullarda oldukca

1yi olmasi ve bu degerlerin ¢ok dar bir aralikta degismesi ile agiklanmistir.
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Cizelge 4.19. Dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik ve 1slanabilirlik degerleri lizerine lineer ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA ¢izelgesi

TOT

Dagilabilirlik Cozinebilirlik Islanabilirlik
Varyasyon Kaynag1  Kareler Toplami SD p-degeri Kareler Toplami SD p-degeri Kareler Toplami SD p-degeri
Model 1494.66 23 0.0017 221 5 0.0467 5.00 1 0.0427
Lineer Karisim 461.54 2 0.0002 0.72 2 0.1431 0.12 1 0.7403
CiC, 211.43 1 0.0016 0.07 1 0.5284 3.42 1 0.0882
CiCs 221.54 1 0.0013 1.29 1 0.0103 0.57 1 0.4720
CiXy 4.48 x10°® 1 0.9863 - - - 0.77 1 0.4055
CiXe 2.42 1 0.6898 - - - 0.33 1 0.5829
CoCs 96.88 1 0.0205 0.60 1 0.0717 0.26 1 0.6257
CaX1 2.18 1 0.705 - - - 1.00 1 0.3437
C2X, 172.68 1 0.0034 - - - 1.13 1 0.3154
CsXa 13.38 1 0.3537 - - - 5.00 1 0.0427
CsXz 0.28 1 0.8918 - - - 0.12 1 0.7403
C1CoCs - - - - - - 9.77 1 0.0068
CiCaXy 9.44 x10°3 1 0.998 - - - 1.46 1 0.2546
CiC2X; 8.71 1 0.4521 - - - 0.00 1 0.9936
CiCsXy 18.98 1 0.272 - - - 1.17 1 0.3069
CiCsX2 9.42 x10* 1 0.9937 - - - 0.43 1 0.5320
CiXa1X2 0.09 1 0.938 - - - - - -
C2CsXy 14.22 1 0.3395 - - - 1.18 1 0.3054
CoCsX2 0.03 1 0.9643 - - - 0.91 1 0.3659
CoX1 Xz 349.06 1 0.0002 - - - - - -
CaX1X2 47.39 1 0.0911 - - - - - -
CiC.Ci X4 - - - - - - 1.55 1 0.2411
C1CoCiXo - - - - - - 3.34 1 0.0916
CiCoXi Xz 79.66 1 0.0332 - - - - - -
C1CsX1 X2 48.75 1 0.087 - - - - - -
C2CsX1 Xz 18.48 1 0.2781 - - - - - -
Kalint1 234.59 16 - 5.93 34 - 20.13 19
Model o 230.54 11 0.0011 5.15 29 0.4857 11.94 14 0.8454
Uygunsuzlugu
Saf Hata 4.06 5 - 0.77 5 - 8.19 5
Toplam 1729.25 39 - 8.14 39 - 89.22 39

C1: Gam arabik (%), C2: Maltodekstrin (%), Ca: Iniilin (%), X1: Besleme debisi (ml/dak), X2: Nozul frekansi (kHz)



4.3 Optimizasyon

mTG enziminin UPDK ile mikroenkapsiilasyonu ¢alismasinda, kalan aktivite degerinin
maksimum oldugu kosul optimum nokta olarak seg¢ilmistir. D-optimal birlesik dizayn
deneme desenine gore yapilan diger analiz sonuglart (yiiksek sicaklik, pH, metal
iyonlar1 ve EDTA’nin etkisi ile fiziksel 6zellikler) optimizasyon ¢alismasina ve modele
dahil edilmemistir. Segilen yanitin (kalan aktivite) mikroenkapsiile enzimin kalitesini
etkileyen en onemli parametre oldugu diisliniilmiis ve mikroenkapsiilasyon igleminin

verimi olarak ifade edilmistir.

Optimizasyon calismasinda gam arabik ve maltodekstrin orant %0-100, iniilin oram
%0-60, besleme debisi 2-8 ml/dak araliginda ve nozul frekansi ise 48 kHz ve 120 kHz
olarak secilmistir (Cizelge 3.4). Design Expert 7.0 paket programi kullanilarak
“desirability” fonksiyonu yaklasimi ile optimum nokta i¢in birbirine yakin 18 ¢6ziim
hesaplanmistir. Cizelge 4.20’de optimum noktayr veren 3 ¢oziim goriilmektedir.
Optimum nokta olarak, programin belirledigi bu ¢6ziimlerden, birinci ¢éziimde elde
edilen faktor seviyeleri se¢ilmistir. Bu noktada faktor seviyeleri, gam arabik orani %40,
iniilin oram1 %60, besleme debisi 6.83 ml/dak ve nozul frekansi 48 kHz olarak
hesaplanmistir. Optimum noktada tahminlenen kalan aktivite degerinin ise %96.62

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.20. Desirability fonksiyonu yaklasimi ile belirlenen optimum noktay1 veren {i¢ ¢dziim

Besleme Nozul

s . . s Kalan
debisi frekansi Gam arabik Maltodekstrin Iniilin L -
No (ml/dak) (kHz2) %) %) %) al?(:/z)lte Desirability
1 6.83 48 40 0 60 96.619 0.955
2 6.86 48 40 0 60 96.617 0.955
3 6.77 48 40 0 60 96.614 0.954

Optimum nokta sonuglarinin deneysel olarak dogrulanmasi i¢in belirlenen matematiksel
optimum noktada, gam arabik oran1 %40, iniilin oran1 %60, besleme debisi 6.83 ml/dak
ve nozul frekanst 48 kHz kosullarinda mikroenkapsiilasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen {i¢ dogrulama denemesi sonucunda, optimum

noktada elde edilen deneysel kalan aktivite degeri %96.96 (£0.48) olarak belirlenmistir.
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Kalan aktivite i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
deneysel sonuclar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark olup olmadigi tek o6rnek t-testi uygulanarak belirlenmistir. Tahminlenen ve
deneysel kalan aktivite i¢in tek 0rnek t-testi sonuglar1 Cizelge 4.21°de verilmistir. Kalan
aktivite i¢cin dogrulama denemelerinden elde edilen sonuglar ile modelden tahminlenen

degerler arasinda, istatistiksel olarak onemli bir farkin olmadigi saptanmistir (p>0.05).

Cizelge 4.21. Modelden tahminlenen ve deneysel kalan aktivite degerleri igin tek drnek t-testi sonuglari

Tahminlenen deger Deneysel deger T
Yanit %) %) Standart Hata p-degeri
Ka'a”((;z;‘“‘"te 96.62 96.96 (+0.48) 0.342 0.425

Optimum noktada bagimsiz islem degiskenlerinin kalan aktivite lizerindeki etkilerinin
gorsel olarak belirlenmesi yanit yilizey grafigi ile gerceklestirilmistir. Maltodekstrin
konsantrasyonunun sabit (%0) oldugu durumda, kalan aktivite degerleri i¢in 48 kHz
nozul frekansi kullanildiginda elde edilen yanit yiizey grafigi Sekil 4.8’de gosterilmistir.
Kalan aktivite degerini etkileyen en Onemli faktoriin lineer karsimin etkisi oldugu
Cizelge 4.5°te belirtildigi gibi yanit yiizey grafiginde de goriilmiistiir. Iniilin
konsantrasyonunun belirlenen sinirlar icerisinde en yiiksek oranda kullanilmasi (%60),

en yiiksek kalan aktivite degerlerinin elde edilmesini saglamigtir.

98.0

Kalan Aktivite (%)
N
o

Besleme Debist
(ml/dak)

?\..- 55 70 - 0
2 40 3 15
45 20
60
Gam arabik (%)
Iniilin (%)

Sekil 4.8. 48 kHz nozul frekansinda kalan aktivite (%) i¢in yanit ylizey grafigi ve izohips egrisi
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4.4 Optimum Noktada Elde Edilen Orneklerin Karsilastiriimasi
4.4.1 Kalan aktivite agisindan karsilastirllmasi

UPDK ile mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda belirlenen optimum kaplama
materyali kosulunda (%40 gam arabik, %60 iniilin), hazirlanan drnekler GDK ve GPK
yontemleri ile mikroenkapsiile edilmis ve bu farkli yontemler kalan aktivite agisindan
karsilastirilmistir. Ayrica mikroenkapsiilasyon isleminin enzim aktivitesi {iizerine
etkisini belirlemek amaciyla kaplama materyalleri kullanilmaksizin yalin enzim UPDK
islemi ile kurutulmus ve bu 6rnekler UPDK-YE olarak adlandirilmistir. UPDK-YE ile
UPDK, GDK ve GPK ile elde edilen mikroenkapsiile orneklere ait kalan aktivite
degerleri Cizelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.22. UPDK-YE ile farkli yontemlerle elde edilen elde edilen mikroenkapsiile 6rneklerin kalan
aktivite degerleri

Ornek Kalan aktivite (%)
UPDK-YE 65.08 (+0.18)?
UPDK 96.96 (+0.48)°
GDK 79.26 (£0.14)°
GPK 73.09 (£0.29)¢

&0 Farkli {ist simgeye sahip ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (p<0.05).

Farkli yontemlerle elde edilen orneklerin kalan aktivite degerleri incelendiginde, en
yiiksek kalan aktivite degerinin UPDK yo6ntemi ile mikroenkapsiile edilen orneklerde
oldugu gorilmiistiir. ~ Mikroenkapsiile  orneklerde kalan aktivite  degerleri
UPDK>GDK>GPK olarak siralanmis, optimum islem kosullarinda (besleme debisi:
6.83 ml/dak ve nozul frekansi: 48 kHz) tiretilen UPDK-YE 6rneginde ise kalan aktivite
degeri tiim mikroenkapsiile 6rneklerden daha diisiik olarak bulunmustur (Cizelge 4.22).
Bu durum, mikroenkapsiilasyon igleminin enzim aktivitesi tizerindeki koruyucu etkisini
ortaya koymustur. Kaplama materyallerinin ortamda bulunmasi, farkli yontemler

kullanilsa dahi aktivite kaybini1 azaltmistir.

Mikroenkapsiilasyon isleminin aktivitenin korunumunda onemli bir etkisi olmasinin
yaninda, farkli mikroenkapsiilasyon yontemlerinin enzim aktivitesi tiizerine olan

etkilerinin de istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). GDK isleminde
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donma agamasinin UPDK islemine gore ¢ok daha uzun siirmesi, enzimin maruz kaldigi
donma stresini artirarak kalan aktivite degerlerinin UPDK islemine gbre daha diisiik
belirlenmesine neden olmustur. Ayrica, GDK isleminde yavas donma sirasinda olusan
bliyik buz kristallerinin (UPDK islemine kiyasla) siiblimasyonunun enzim
molekiillerine zarar vererek kalan aktivite degerlerinin diigmesine neden oldugu
bildirilmistir (Ishwarya ve ark., 2015). Drooge ve ark. (2005), PDK ve GDK islemleri
ile solunum sitemlerinde kullanilabilmesi amaci ile kaplama materyali olarak iniilin
kullanarak toz formda tetrahidrokannabinol (THC) iirettikleri ¢alismada, PDK islemi ile
GDK islemine gore daha stabil formda THC elde ettiklerini belirtmislerdir.

GPK isleminde, kalan aktivite degerlerinin hem UPDK hem de GDK islemlerine gore
daha diisiik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.22). Ayn1 kaplama materyalleri orani ve
ayni besleme debisi kullanilmasina ragmen GPK islemi sonucunda enzim
aktivitesindeki diisiisiin daha fazla olmasi1 bu islemin yiiksek sicaklikta gerceklesmesi
ile aciklanmistir. Nitekim 1s11 duyarliligi yiiksek olan biyolojik materyallerin
kurutulmasinda GDK yo6nteminin GPK yontemine gore daha avantajli oldugu farkli
kaynaklarda bildirilmistir (Ratti, 2001; Mujumdar, 2014). Ortamda kaplama
materyalleri bulunmasina ragmen, kalan aktivite degeri UPDK-YE o6rneklerine en yakin
ornekler GPK ile elde edilmisti. UPDK, GDK ve GPK yontemlerini
mikroenkapsiilasyon verimi agisindan karsilastiran c¢alismalar oldukca kisitli olmakla
birlikte, elde edilen sonuglarin literatiirde yer alan sinirl sayidaki ¢aligmalarla uyumlu
oldugu gorilmistiir (Karthik ve Anandharamakrishnan, 2013; Ishwarya ve

Anandharamakrishnan, 2015; Parthasarathi ve Anandharamakrishnan, 2016).

UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK yontemleri ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerin
farkli pH ve yliksek sicaklikta kalan aktivite degerleri de karsilastirilmistir (Cizelge
4.23). Elde edilen sonuglara gore, reaksiyon ortam pH degerinin 3.0 oldugu kosullar ile
aktivite tayini 80°C sicaklikta gergeklestirildiginde en yiiksek kalan aktivite degerine
sahip Orneklerin UPDK ile elde edilen mikroenkapsiile drnekler oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Ortam pH degeri 8.0 oldugunda ise izoelektrik noktaya yaklasilmasi
nedeniyle, mikroenkapsiile iiriinlerde aktivite diisiisler1 arasinda istatistiksel olarak

farklilik tespit edilmemistir (p>0.05). Ancak, UPDK-YE 6rneklerine gore kalan aktivite
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Cizelge 4.23. UPDK-YE ile farkli yontemlerle mikroenkapsiile edilen enzim &rneklerinin farkli pH ve

yiiksek sicaklikta kalan aktivite (%) degerleri

Ornek pH 3.0 pH 8.0 80°C
UPDK-YE 7493 (047  35.20 (0.06)° 12.59 (+0.03)"
UPDK 88.00 (£0.60)°  49.51 (+0.74)° 18.26 (+0.56)°
GDK 84.59 (£0.78)°  49.95 (+2.88)° 16.40 (+0.10)°
GPK 76.19 (£0.87)*  45.91 (x0.73)° 13.03 (+0.13)?

#d Ayn1 siitunda bulunan farkli {ist simgeye sahip ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farkhidir (p<0.05).

degerlerinin yiiksek olmasi kaplama materyallerinin enzim molekiillerini korumasi ile

aciklanmustir.

UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK yontemleriyle mikroenkapsiile edilen 6rneklerin
farkli metal iyonlar1 ve EDTA varliginda kalan aktivite degerleri karsilagtirilmigtir
(Cizelge 4.24). Ortamda EDTA bulundugunda tiim 6rneklerde kalan aktivite degerleri
%100’in {izerinde bulunmustur. UPDK-YE orneklerinin herhangi bir kaplama
materyali igermemesi, EDTA’ ’nin selatlastirict etkisini mikroenkapsiile 6rneklere oranla
daha iyi gostermesine neden olmus ve en yiiksek aktivite degerleri UPDK-YE 6rnekleri

i¢in elde edilmistir (p<0.05).

Fe™?, Ca*? ve Co*? iyonlar1 enzim aktivitesi l¢iim ortaminda bulundugunda, tiim
orneklerde aktivitenin azaldigi belirlenmis, Zn*? iyonu varliginda ise tiim &rneklerde
enzim aktivitesinin tamamen kayboldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.24). Ca*? iyonu
aktivite degerlerinin diismesine neden olsa da, tim Ornekler icin kalan aktivite
degerlerinin %80’in iizerinde oldugu bulgulanmistir. Bu durum, Ca*? iyonu ile kolayca
coktiirilebilen proteinleri (kazein, soya proteinleri ve miyosin) igeren gidalarin
ozellikle mTG  oOrneklerinin  kolaylikla

modifikasyonunda, mikroenkapsiile

kullanilabilecegini gdstermistir.

Cizelge 4.24. UPDK-YE ile farkli yontemlerle elde edilen mikroenkapsiile 6rneklerin farkli metal iyonlart
ve EDTA varliginda kalan aktivite (%) degerleri

Ornek EDTA Fe*? Ca*? Co™
UPDK-YE 114.36 (£1.16)2 43.98 (£0.40) 84.84 (£0.47)® 57.60 (£0.07)
UPDK 107.72 (£0.28)° 68.38 (+2.21)° 87.37 (£1.25)° 57.66 (£0.49)
GDK 110.05 (+0.45)° 60.87 (+0.08)° 82.85 (+0.10)? 53.17 (£0.57)°
GPK 111.40 (£0.33)° 43.38 (£0.40°  86.26 (x0.13) 50.18 (£0.47)°

*Zn*? iyonu varliginda higbir kosulda aktivite elde edilememistir.
*d Aym siitunda bulunan farkl {ist simgeye sahip ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).
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4.4.2 Fiziksel ozellikler acisindan karsilastirilmasi

UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK yontemleri ile mikroenkapsiile edilen ornekler
fiziksel ve yeniden yapilandirma ozellikleri (nem, su aktivitesi, renk, yigin ve
sikigtirilmis yogunluk, partikiil yogunlugu, porozite, keklesme, akabilirlik dagilabilirlik,
¢oziinebilirlik, 1slanabilirlik) bakimindan karsilastiriimistir (Cizelge 4.25).

Farkli ornekler i¢in nem igerigi ve aw degerleri incelendiginde, yiiksek sicaklik
uygulamasina bagli olarak en diisiik degerler GPK oOrneklerinde belirlenmistir. Tim
orneklerin nem igerigi ve aw degerlerinin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu
goriilmistiir (p<0.05). UPDK isleminde niikleasyon hizinin artmasi ile kii¢iik buz
kristalleri olusmus ve kiigiik buz kristallerine sahip damlaciklar 1s1 ve kiitle transfer
katsayilarini artirarak kurutma islemi sonunda daha diisiik nem igerigi elde edilmesini
saglamiglardir. UPDK ile elde edilen 6rneklerin GDK orneklerine oranla daha diisiik
nem icerigine sahip olmasi, UPDK islemi ile daha kisa kurutma siireleri
uygulanabileceginin ve dolayisi ile UPDK isleminin daha ekomonik bir ydntem
olacaginin ifadesidir. Karthik ve Anandharamakrishnan (2013), dokosaheksaeniok
asidin PDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirdikleri
calismada, nem degerlerini sirasiyla %3.7, 5.5 ve 2.4 olarak belirlemislerdir. Buna
karsin, Parthasarathi ve Anandharamakrishnan (2016), E vitamininin PDK, GDK ve
GPK islemleri ile mikroenkapsiilasyonunu gerceklestirdikleri ¢alismada nem degerlerini
sirastyla %5.4, 7.2 ve 7.0 olarak tespit etmislerdir. Ishwarya ve Anandharamakrishnan
(2015), toz kahve tiretimini PDK, GDK ve GPK islemleri ile ger¢eklestirmis, en diisiik
nem igerigi degerlerinin GPK, en yiiksek nem degerlerinin ise GDK yontemi ile elde
edildigini bildirmislerdir.

Farkl1 6rneklerin renk degerleri incelendiginde, parlaklig: ifade eden L* degerlerinin en
yiiksek GPK 6rneginde, en diisiik GDK 6rneginde elde edildigi bulgulanmistir. Ayrica,
UPDK o6rneklerinin L* degerleri GDK 6rneklerine gore daha yiiksek bulunmustur. Bu
durum, UPDK isleminde oldukc¢a yiiksek hizda donma sonucunda olusan kii¢iik buz
kristallerinin siiblimasyonla uzaklastirilmasi ile elde edilen kiigiik boyutlu gozeneklerin,
GDK isleminde yavas donma sonucunda elde edilen daha biiylik gbzeneklere oranla
15181 daha iyi dagitmasi ile agiklanabilir (Ceballos ve ark., 2012). a* ve b* degerlerine

bakildiginda, en yiiksek degerlere sahip triinler UPDK islemi ile elde edilmistir.
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Ozellikle GDK isleminde a* ve b* degerlerinin diger drneklere oranla daha diisiik
oldugu bulgulanmistir (p<0.05) (Cizelge 4.25). Genel olarak, daha genis partikiil boyutu
dagiliminin materyallerin 151k gecirgenligini etkilemesi, renk giicliniin azalmasina neden
oldugu bilinmektedir (Heinrich, 2003). Calismada elde edilen sonuglar da bu durumu
desteklemektedir.

Yigin yogunluk degerlerine bakildiginda, en yiiksek degerler UPDK ve GDK
degerlerinde, en diisiikk degerler ise UPDK-YE ve GPK orneklerinde elde edilmistir
(Cizelge 4.25). UPDK-YE ve GPK orneklerinin diigsik yigm yogunluk degerlerinin
UPDK ve GDK o6rneklerine oranla daha kiiciik partikiil boyutuna sahip olmalar ile ilgili
oldugu diisliniilmektedir. Sikistirilmis  yogunluk degerleri incelendiginde, y18in
yogunluk degerlerine benzer sekilde en yiiksek degerler UPDK ve GDK o6rneklerinde,
en disiik degerler ise UPDK-YE ve GPK oOrneklerinde elde edilmistir. Bu durum,
UPDK ve GDK o6rneklerinin ayn1 miktarda UPDK-YE ve GPK orneklerine oranla daha
kiigiik ambalajlarda saklanabilecegini ifade etmektedir. Partikiil yogunlugu degerleri
tim Ornekler i¢in birbirine yakin degerlerde bulunmasina ragmen, UPDK ve GDK
islemleri ile elde edilen 6rneklerin partikiil yogunluklar1t UPDK-YE ve GPK orneklerine
gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Yapilan ¢alismada UPDK ve GDK o6rneklerinin porozite degerleri birbirine yakin
bulunmus, en yiiksek porozite degerleri ise UPDK-YE ve GPK orneklerinde tespit
edilmistir (Cizelge 4.25). Keklesme degerleri ise UPDK-YE, UPDK ve GDK
orneklerinde diisiik iken, GPK islemi ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde keklesme
degerleri %70’in iizerinde belirlenmistir. GPK islemi ile oldukga kii¢iik boyuta sahip
partikiillerin birleserek meydana getirdigi topaklanma, GPK o&rneklerinde keklesme
degerlerinin yiikselmesine neden olmustur. Tiim 6rneklerin Cl degerleri incelendiginde,
akis Ozellikleri ¢ok kot olarak nitelendirilirken, HR degerlerine goére UPDK ile
mikroenkapsiile edilen 6rneklerin orta diizeyde akabilirlik degerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Farkli Ornekler i¢in dagilabilirlik degerleri incelendiginde, UPDK-YE
orneklerinin diger orneklere gore daha yiiksek dagilabilirlik yiizdesine sahip oldugu
goriilmiistiir. UPDK ile mikroenkapsiile edilen orneklerin daha diisiik dagilabilirlik
degeri, ortamda bulunan kaplama materyallerinin enzim molekiillerini sarmasi
nedeniyle olusan daha siki yapi ile agiklanabilir. Coziinebilirlik degerleri ise tiim

orneklerde %95’in tizerinde bulunmustur. Kullanilan kaplama materyallerinin ve mTG
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enziminin sudaki ¢oziiniirliigiiniin iyi olmasi, tiim kosullarda elde edilen ¢oziinebilirlik
degerlerinin  olduk¢a yiiksek olmasim1i  saglamistir. Islanabilirlik  degerlerine
bakildiginda, UPDK ile mikroenkapsiile edilen orneklerin diger Orneklere oranla
oldukg¢a hizli bir sekilde islanabildigi belirlenmistir. GPK islemi ile elde edilen
mikroenkapsiile enzim oOrneklerinde elde edilen yiiksek islanabilirlik degerleri ise,
kiiciik partikiillerin bir araya gelerek olusturduklar1 aglomeratlarin topaklanma
olusumunu artirmasi1 ve bireysel partikiillerin su ile temasmin gecikmesinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.25. UPDK-YE ile farkli yontemlerle elde edilen mikroenkapsiile 6rneklerin fiziksel 6zellikleri

Ornek YY SY PY L* a* b Porozite Keklesme Cl HR Nem a Dagilabilirlik Coziinebilirlik Islanabilirlik
(kg/m®) (kg/m®) (kg/m°) (%) (%) (%) (%) " (%) (%) ©)
UPDK- 434.1 555.5 1454.8 56.3 11.7 26.8 70.2 345 61.8 1.28 4.94 0.199 97.6 95.5 14.0
YE (£2.9) (8.2) (£2.4) (£0.5)  (x0.2) (£0.4) (20.1) 1.0y (£0.5) (£0.01)® (20.02)° (£0.002) (£0.4) (£0.3) (£0.2)
UPDK 583.5 728.3 1420.8 58.4 11.7 27.0 58.9 35.9 48.7 1.25 5.19 0.293 88.6 96.2 3.2
(£8.8)° (£7.5)° (£10.2)°  (#2.00  (£0.4)? (£0.6)? (£0.8)° (£6.9) (£0.4)° (£0.03)° (£0.03)° (£0.002)° (£3.2)° (£0.2)° (£0.2)°
GDK 584.2 773.0 1429.9 44.8 3.6 10.1 59.1 35.2 45.9 1.32 5.89 0.378 95.4 96.6 11.1
(£4.8)° (£17.4)P° (£4.9)° (£1.3P° (0.5 (£1.1)P° (£0.4)° (£13.9) (£1.4) (£0.03) (£0.07)° (£0.016)° (£4.3)® (£0.1)° (£1.2)
GPK 4441 666.2 1457.4 81.7 5.8 16.1 69.5 74.7 54.3 1.50 450 0.113 87.3 96.6 26.9
(£182)*  (£182)F°  (£10.7)* (2.1  (£0.5)° (£0.4)° (£0.2) (3.2)° (£1.5)° (£0.03)° (20.01)¢ (£0.005)¢ (£2.5)° (£0.16)° (£4.0)°

*YY: Yigin yogunluk, SY: Sikistirilmis yogunluk, PY: Partikiil yogunlugu, CI: Carr Indeksi, HR: Hausner orani, a,: Su aktivitesi
*d Aym siitunda bulunan farkl iist simgeye sahip ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)



4.4.3 Partikiil boyutu agisindan karsilastirilmasi

UPDK-YE ve GDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile edilen
ornekler icin partikiil boyutu analizi gergeklestirilmis, ortalama partikiill boyutu
degerleri (D4 3)) ve agiklik degerleri hesaplanmustir. Ayrica, UPDK isleminin partikiil
boyutu ve morfolojisi iizerine etkisinin ortaya konmasi ve diger yontemlerle
karsilagtirilabilmesi i¢in GDK islemi ile elde edilmis yalin enzime (GDK-YE) ait
partkiil boyutu belirlenmistir. Tim Ornekler partikiil boyut dagilimi ac¢isindan
karsilastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 5 farkli 6rnek icin elde edilen hacimsel

ortalama partikiil boyutu ve aciklik degerleri Cizelge 4.26°da verilmistir.

Cizelge 4.26. Farkli mikroenkapsiilasyon yontemleri ile elde edilen drnekler ve yalin enzime ait partikiil
boyutu ve aciklik degerleri

Ornek Partikiil Boyutu Dy 37 (um) Aciklik
UPDK-YE 140.53 (£9.27) 1.49 (+0.08)
GDK-YE 229.88 (£9.38)° 2.84 (+0.20)°

UPDK 238.10 (£25.59)° 4.23 (+0.83)°

GDK 348.45 (£32.54)° 6.94 (+0.83)¢

GPK 7.44 (£0.08)¢ 1.87 (+0.01)?

&0 Ayni siitunda bulunan farkli iist simgeye sahip ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Ortalama partikiil boyutu verileri incelendiginde, en diisiik partikiil boyutuna sahip
orneklerin GPK yontemi ile, en yiiksek partikiil boyutuna sahip 6rneklerin ise GDK
yontemi ile mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda elde edildigi belirlenmistir. En
yiiksek aciklik degerleri GDK ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde, en diistik agiklik
degerler1 ise UPDK-YE oOrneklerinde tespit edilmistir. Bu durum, UPDK-YE
partikiillerinin boyut dagilimimin olduk¢a dar bir aralikta degistigini gostermektedir.
Benzer sekilde, GPK islemi ile elde edilen mikroenkapsiile 6rneklerin partikiil boyut
dagiliminin da dar bir aralikta degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.26).

Kurutma yonteminin (UPDK ve GDK) ortalama partikiil boyutu ve partikiil boyut
dagilimi iizerine etkisi karsilastirildiginda, UPDK-YE o&rneklerinin partikiil boyutu ve
aciklik degerlerinin GDK-YE oOrneklerine gore daha kiiciik oldugu gdzlenmistir
(p<0.05). UPDK-YE orneklerinin kii¢iik partikiil boyutu, piskiirtme ve donma
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asamalarinda diizgiin sekle sahip damlaciklarin olusumu ve damlacik seklinin kurutma
isleminin sonuna kadar korunmasi ile saglanmistir. Ayrica, ultrasonik piiskiirtme islemi,
UPDK-YE orneklerinde partikiil boyutu dagilimmin GDK-YE orneklerine gore daha
dar bir aralikta (mono-modal dagilim) degismesini saglamistir (Sekil 4.9). Literatiirde
PDK islemi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, piiskiirtme asamasinda elde edilen kii¢iik
boyutlu damlaciklarin sivi azot igerisinde hizli bir sekilde donarak boyutlarini ve
sekillerini kuruma isleminin sonuna kadar korudugu, ptiskiirtme asamasinda elde edilen
damlacik boyutu ile elde edilen iirtindeki partikiil boyutunun neredeyse esit oldugu
bildirilmigtir (Maa ve ark. 1999; Ishwarya ve ark., 2015; Wanning ve ark., 2015). Bu
nedenle ¢ozeltinin piiskiirtiilmesinde kullanilan yontem (nozul tipi), son iirliniin partikiil
boyutu ve partiikiil boyut dagilimini etkileyen en onemli faktorlerden biridir. PDK
islemi ile ilgili yapilan calismalarda, ultrasonik piiskiirtme islemi ile daha kiigiik
partikiil boyutu elde edildigi, ultrasonik nozullar ile diger nozullara gore partikiil boyut
dagilimi kontroliiniin daha iyi saglandig1 belirtilmistir (Burke ve ark., 2004; D’addio ve
ark., 2012; D’addio ve ark., 2013). GDK-YE o6rneklerinde daha genis aralikta degisen
partikiil boyut dagilimi ise, GDK isleminde piiskiirtme agsamasinin uygulanmayisi ve
UPDK islemine gore oldukca yavas gergeklesen donma islemine de bagh olarak farkl
boyutlarda partikiillerin elde edilmesi ile agiklanmigstir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. UPDK-YE ve GDK-YE o6rneklerinin partikiil boyut dagilimlar

Farkli mikroenkapsiilasyon yontemlerinin (UPDK, GDK, GPK) ortalama partikiil
boyutu ve partikiil boyut dagilimi {izerine etkisi karsilastirildiginda, ortalama partikiil
boyutu acgisindan yontemler arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.26). Mikroenkapsiile iiriinlerde partikiil boyutu ve
morfolojisi, kullanilan kaplama materyallerinin tiirli, besleme ¢ozeltisinin reolojik
ozellikleri, piskiirtme yontemi ve kurutma kosullarindan etkilenmektedir (Dima ve
ark., 2016). Aym kaplama materyali kullanilsa dahi farkli mikroenkapsiilasyon
yontemleri son {riinde farkli partikiil boyutlar1 elde edilmesine neden olur
(Partharashati ve Anandharamakrishnan, 2016). Yapilan g¢aligmada, ayni kaplama
materyali oranmi ile hazirlanan ¢6zelti, UPDK ve GDK islemlerinde aymi kosullarda
kurutulmasina ragmen, elde edilen iriinlerde partikiil boyutunun farkli olmast UPDK
islemindeki piiskiirtme asamasindan kaynaklanmaktadir (Cizelge 4.26). UPDK islemi
sonucunda GDK islemine gore daha kiiciik boyutta partikiil eldesi, UPDK islemi ile
daha kisa kurutma siirelerinin uygulanabileceginin bir gostergesidir. GDK isleminde
donma sirasinda partikiil boyutu ve partikiil boyut dagiliminin kontrol edilemeyecegi ve

buna bagl olarak kurutma siiresinin uzayacagi bildirilmistir (Sonner ve ark., 2002; Al-
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Hakim ve Stapley, 2004). Yapilan ¢alismada, UPDK ve GDK yontemlerine gore GPK
ile oldukea kiigiik boyuta sahip mikroenkapsiile partikiiller elde edilmistir. Ancak GPK
islemi ile elde edilen mikroenkapsiile iriinlerde aktivite kaybi UPDK ve GDK
yontemlerine gore daha fazladir. Ayrica, partikiil boyutunun kiiglilmesi ile birlikte
partikiil ylizey alaninin artmasi, toz {irlinlerde nem tutma kapasitesini artirarak kurutma

sirasinda partikiillerin topaklanmasina neden olabilmektedir (Kurozawa ve ark., 2009).

UPDK, GDK ve GPK orneklerinin partikiil boyut dagilimi Sekil 4.10°da gosterilmistir.
Mikroenkapsiile orneklerde, kaplama materyallerinin kullanimina bagli olarak partikiil
boyutunun daha genis bir aralikta degistigi goriilmektedir. UPDK ve GDK ile
mikroenkapsiile edilen 6rneklerin partikiil boyut dagilimlar1 benzer olmasina ragmen,
GDK ile mikroenkapsiile edilen orneklerde olduk¢a genis aralikta dagilim gosteren
partikiillerin bulundugu ve artan partikiil boyutlarinda daha fazla topaklanma oldugu

goriilmektedir.

UPDK yontemi ile elde edilen mikroenkapsiile enzim Orneklerinin UPDK-YE
orneklerine gore daha yiiksek partikiil boyutu degerlerine sahip olusu, kaplama
materyallerinin etkisi ile agiklanabilir (Cizelge 4.26). Kaplama materyallerinden
ozellikle iniilin, UPDK islemi ile enzim molekiillerini sikica ¢evreleyerek daha biiyiik
yapida molekiillerin olusmasin1 saglamis ve bu nedenle mikroenkapsiile iirtinlerin
partikiil boyutu ve agiklik degerleri yalin enzim orneklerine kiyasla daha yliksek
belirlenmis olabilir. UPDK-YE 6rneklerinin gdsterdigi tiniform yapidaki partikiil boyut
dagilimi, kaplama materyallerinin kullanilmas1 ile UPDK 0&rneklerinde farklilik

gostermistir.

Yapilan calismada hem kalan aktivite, hem de partikiill boyutu ve partikiil boyut
dagilimi sonuglart goz onilinde bulunduruldugunda, GDK islemine gore daha kiiciik ve
tiniform partikiillerin iiretildigi ve GPK islemine gore daha yiiksek aktiviteye sahip
mikroenkapsiile enzim eldesinin saglandigi, UPDK isleminin mikroenkapsiile mTG

tiretimi agisindan diger yontemlere gore daha basarili oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.10. Farkli mikroenkapsiilasyon yontemleri ile elde edilen drneklerin partikiil boyut dagilimlar

4.4.4 Spesifik yiizey alamm (SYA) ve gozenek boyutu dagihm agisindan

karsilastirilmasi

UPDK-YE, GDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK yontemleri ile mikroenkapsiile edilen
enzim Orneklerine ait SYA ve gozenek boyutu tek noktali BET yontemi ile
belirlenmistir. En diisitk SYA’ nin UPDK yontemi ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde,
en yiiksek SYA’nin ise UPDK-YE 6rneklerinde belirlenmis olmasi mikroenkapsiilasyon
isleminin SYA’n1 belirgin sekilde etkiledigini gdstermistir (p<0.05) (Cizelge 4.27).
Farkli yontemler ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde ise, UPDK ve GDK islemleri ile
elde edilen mikroenkapsiile Ornekler birbirine yakin SYA degerlerine sahipken
(p>0.05), GPK ile elde edilen mikroenkapsiile 6rneklerin daha yiiksek SYA’na sahip
oldugu goriilmiistiir (p<0.05) (Cizelge 4.27).
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Cizelge 4.27. Farkli mikroenkapsiilasyon yontemleri ile elde edilen 6rnekler ve yalin enzime ait SYA
degerleri

Ornek SYA (m?/g)
UPDK-YE 7.57°
GDK-YE 2.24P

UPDK 0.65°

GDK 0.89°

GPK 2.14°

#¢ Aymi siitunda bulunan farkl: iist simgeye sahip degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

GPK isleminde partikiillerin sahip oldugu daha yiiksek SYA degerleri, bu partikiillerin
UPDK ve GDK npartikiillerine kiyasla daha fazla gozenege sahip olmasi ile
iligskilendirilebilir. UPDK ve GDK o6rneklerinin daha diisiik ve benzer SYA degerlerine
sahip olmasi ise, iniilinin dondurarak kurutma asamasinda enzim molekiilleri ile daha
yogun interaksiyona girerek yiizeyde daha az gbzenek olusturmasi ile agiklanabilir.
Dondurarak kurutma asamasinda iniilinin fiziko-kimyasal yapisina bagli olarak hem

UPDK hem de GDK 6rneklerinde camsi yapt olusumunun arttig1 diigiiniilmektedir.

Farkli yontemlerle (UPDK ve GDK) kurutulan yalin enzim orneklerine ait SYA’lar
incelendiginde, UPDK-YE 06rneklerinin SYA degerlerinin GDK-YE Orneklerine gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.27). SYA degerlerinde goriilen bu farklilik,
UPDK islemi ile iretilen yalin enzim partikiillerin diizgiin ve gozenekli yapisi ile
iliskilendirilmistir. PDK islemi ile ilgili yapilan ¢alismalarda elde edilen partikiillerin
yiiksek SYA degerleri piiskiirtme islemi ile partikiil boyutunun kiiciiltiilmesi ve hizli

donma agsamalarina baglanmistir (Constantino ve ark., 2000; Engstrom ve ark., 2007).

Yu ve ark. (2006) protein kokenli materyallerde, yiiksek SY A’ nin partikiillerin hava ile
olan temasini artirmasi nedeniyle protein denatlirasyonunun arttigini, dolayisi ile daha
diisiik SYA’na sahip protein kokenli partikiillerin daha yiiksek stabiliteye sahip
oldugunu belirtmislerdir. Yapilan c¢alismada UPDK ile mikroenkapsiile edilen
orneklerin disiik SYA degeri, 6zellikle depolama siiresince bu Orneklerin hava ile
temasinin daha az olmasini saglayacak ve buna bagli olarak stabilitenin artmasin1 ve
dolayis1 ile depolama siiresinin daha uzun olmasini saglayabilecektir. Bu dogrultuda en
yiilksek SYA’na sahip UPDK-YE 0Orneklerinde depolama siiresince stabilite sorunlari

olusacag diisiiniilmektedir.
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Farkli mikroenkapsiilasyon yontemleri ile elde edilen mikroenkapsiile ornekler ile
UPDK-YE ve GDK-YE orneklerine ait gozenek hacmi degerleri Cizelge 4.28°de
verilmistir. UPDK-YE ile GDK-YE 6rneklerinde goriilen gozenek hacimleri arasindaki
farklilik, UPDK isleminde elde edilen partikiillerin i¢ yapisindaki goézeneklilik ile
iligkilidir. Puskiirtme ve donma islemleri sonucunda olusan diizgiin UPDK-YE
damlaciklarinin i¢ kisminda birlesen buz kristalleri siiblimasyon ile uzaklagarak oldukca
gozenekli bir yapimin olusumunu saglamis, bu durum GDK-YE oOrneklerine gore daha
bliylik hacimde gézeneklerin elde edilmesi saglanmistir. Literatiirde PDK islemi ile elde
edilen partikiillerin olduk¢a gozenekli bir yapiya sahip oldugunu bildiren c¢aligmalar
bulunmaktadir (Constantino ve ark., 2000; Sonner ve ark., 2002; Nguyen ve ark., 2004;
Engstrom ve ark., 2007; Rajam ve Anandharamakrishnan, 2015). Tiim mikroenkapsiile
iriinlerde elde edilen gézenek hacminin daha diisiik olusu ise, kaplama materyallerinin
partikiillerin yiizeyde olusturdugu yap1 ile iliskilendirilebilir. Mikroenkapsiile
orneklerde kaplama materyallerinden 0zellikle iniilinin enzim molekiilleri ile
olusturdugu cams1 yap: sonucunda yiizeydeki gozenekliligin UPDK-YE ve GDK-YE
orneklerine  gore azaldigi diisliniilmektedir. Ali  ve Lamprecht (2014),
mikroenkapsiilasyon islemi ile kaplama materyallerinin partikiillerin yiizeyindeki
gozenekleri kismi olarak doldurdugunu ve partikiillerin mekanik kuvvetinin arttiginm

bildirmislerdir.

Cizelge 4.28. Farkli mikroenkapsiilasyon yontemleri ile elde edilen drnekler ve yalin enzime ait ortalama
gozenek hacmi degerleri

Ornek Gozenek Hacmi (m?/g)
UPDK-YE 31.3
GDK-YE 12.7
UPDK 5.6
GDK 4.8
GPK 7.6

Sekil 4.11°de tiim orneklerin sahip oldugu gézenek boyutu ile gozenek hacminin
degisimi gosterilmistir. Tiim Orneklerde logaritmik eksende gozenek boyutu arttikga

gozenek hacminin de arttigr goriilmiistiir. UPDK-YE orneklerinde gozenek boyutuna
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bagli olarak gdzenek hacmindeki artisin diger Orneklerden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.11).

35,0
—6— UPDK-YE
—+— GDK-YE
30,0
—o—UPDK
—x— GDK
25,0
S —8—GPK
£
= 20,0
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Gozenek boyutu (A)

Sekil 4.11. Gézenek hacmine karsilik gelen gézenek boyutlariin incelenmesi

Sekil 4.12°de, UPDK-YE ve GDK-YE o6rnekleri ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile
mikroenkapsiile edilen 6rnekler i¢cin gdzenek boyutu verileri spesifik gozenek hacmi ile
grafige gecirilerek gozenek boyutu dagilimlar elde edilmistir. UPDK-YE ve GDK
ornekleri i¢in gozenek boyutu dagilimina bakildiginda, birbirine yakin gézenek boyut
dagilimina sahip olmalarina ragmen, UPDK-YE 6rneklerinin spesifik gozenek hacminin
daha yiiksek oldugu gorilmiistiir. Mikroenkapsiile oOrnekler i¢in Sekil 4.12
incelendiginde, genel olarak birbirine yakin aralikta degisen gozenek boyut dagilimia
sahip olduklar1 goriilmektedir. Kaplama materyallerinin kullanimi ile enzim molekiilii
yiizeyinde olusan matriks, UPDK-YE oOrneklerine gore ozellikle gbézenek hacminin
azalmasina neden olmustur. Ayrica kaplama materyallerinin enzim molekiilleri ile
olusturdugu yapi1, gozenek boyutu dagiliminin uygulanan mikroenkapsiilasyon

yonteminden 6nemli diizeyde etkilenmemesine neden olmustur.
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Sekil 4.12. Farkli mikroenkapsiilasyon yontemleri ile elde edilen 6rnekler ve yalin enzime ait gozenek
boyutu dagilimlar

4.4.5 Partikiil morfolojisi acisindan karsilastirilmasi

UPDK-YE, GDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK yontemleri ile optimum noktada
mikroenkapsiile edilen enzim Orneklerinin partikiill morfolojileri SEM goriintiileri
kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, kaplama materyali olarak kullanilan gam arabik,
maltodekstrin ve iniilin de UPDK islemi ile ayr1 ayr1 kurutularak bu islemin kaplama

materyallerinin morfolojisini nasil etkiledigi gozlenmistir (Sekil 4.13).

Kaplama materyallerinin UPDK islemi sonucunda kiiresel formda ve uniform dagilim
gosteren partikiiller elde edilebildigi belirlenmistir (Sekil 4.13). Maltodekstrin ve gam
arabik partikiillerinin yilizeyinde porlar gozlenirken, iniilin partikiillerinin yiizeyinin
daha piiriizsiiz oldugu goriilmiistiir. Maltodekstrin igin elde edilen SEM goériintiileri
incelendiginde, yilizeyde oldukga diizenli bir gézenek yapisinin olustugu goriilmektedir
(Sekil 4.13a). Maltodekstrin molekiillerinin kurutma sirasinda olusturdugu kristal
yapilar, partikiillerin yiizeyinde belirgin bir sekilde goriilmektedir. Kristal yapinin
olusumu, enzimler gibi hassas materyaller i¢in stres faktorli olmasindan dolay: aktivite

acisindan olumsuz durumlar olusturabilmektedir (Tonnis ve ark., 2015). Olusturdugu
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kristal yap1 nedeniyle kalan aktivite degerlerinin daha diisiik bulunmasina neden oldugu
diisiiniilen maltodekstrinin ylizeyindeki kristal yapiin olusumu SEM goriintiileri ile

desteklenmistir.

Sekil 4.13. UPDK islemi ile kurutulan kaplama materyalleri i¢cin SEM goriintiileri (a) Maltodekstrin
3000x, 100x (b) Gam arabik 3000x, 100x (c) Iniilin 3000x, 100x
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Kaplama materyallerinden iniilin i¢in elde edilen SEM goriintiileri incelendiginde ise,
gam arabik ve maltodekstrine benzer sekilde kiiresel, ancak gozenek igermeyen,
piiriizsiiz partikiillerin olustugu goriilmektedir (Sekil 4.13c). Iniilinin esnek bir
oligosakkarit olmasi, camsi yap1 olusumunu kolaylastirarak daha siki yilizey matriksine
ve daha az gozenege sahip partikiillerin elde edilmesini saglamigtir. Ayrica, iniilin
molekiillerinin birbiri ile daha siki interaksiyona girmesi ile belirli diizeyde bir
aglomerasyon gozlemlenmistir. Bu durum, iniilin molekiillerinin yliksek bag yapma
kapasitesi sonucunda ortaya ¢ikmis, benzer sekilde Lacerda ve ark. (2016), jussara
pulpunun farkli kaplama materyalleri ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirdikleri
calismada, iniilin konsantrasyonunun artmasi ile daha yogun aglomerasyon olusumunu
SEM goriintiileri ile desteklemislerdir. Iniilin kaplama materyali olarak kullamldiginda
kalan aktivite degerlerinin 6zellikle maltodekstrine gore daha yiiksek olusu iniilin
molekiillerinin esnek yapisi ve camsi yap1 olusturma kapasitesi ile iligskilendirilmis, bu

durum SEM goriintiileri ile ayrica desteklenmistir (Sekil 4.13).

UPDK-YE, GDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile edilen
ornekler igin SEM gorlntiileri incelendiginde, genel olarak UPDK islemi
uygulandiginda yari-kiiresel yapilar, GDK islemi ile kristal benzeri yapilar, GPK islemi
ile daha kiigiik boyutta ve piiriizsiiz kiiresel yapilarin olustugu goriilmektedir (Sekil
4.14). UPDK-YE ve GDK-YE orneklerine bakildiginda, proteinlerin olusturdugu
kompleks yapilar géze carpmaktadir (Sekil 4.14). UPDK-YE o6rneklerinde herhangi bir
kaplama materyalinin bulunmamasi, kurutulan enzim molekiillerinin dis yiizeyinde
aciklik ve bosluklar goriilmesine neden olmustur. Bu durum gozeneklilik analizi verileri
ile belirlenmis ve SEM goriintiilleri ile de desteklenmistir. PDK isleminin
avantajlarindan biri, GDK ve GPK islemleri ile elde edilen iirlinlerden daha farkli
mikro-yapiya sahip friinler elde edilebilmesidir (Ishwarya ve ark., 2015). PDK
isleminde partikiillerin mikro-yapisinin damlaciklarin atomizasyonu ve ardindan hizl
bir sekilde donmasi ile sekillenmesi nedeniyle, GDK ve GPK islemlerine goére son
tirlinlerde yapisal farkliliklar goriilmektedir (Al-Hakim ve Stapley, 2004). UPDK-YE ve
GDK-YE orneklerindeki yapisal farkliliklar SEM goriintiileri ile ortaya konulmustur.

Mikroenkapsiile drnekler igin SEM goriintiileri incelendiginde, tiim mikroenkapsiile
orneklerde UPDK-YE orneklerine gore daha siki bir yiizey matriksi goriilmektedir.

Ayrica, kaplama materyallerinin olusturdugu siki yiizey matriksi sonucunda

121



gozenekliligin azaldig1 tespit edilmistir. Kaplama materyallerinden 6zellikle iniilinin
kullaninmi ile mikroenkapsiile 6rneklerin piiriizsiiz  yiizeylere sahip oldugu
gorilmektedir. Benzer sekilde, yapilan bir c¢alismada formiilasyonlarda iniilin
kullanimiyla birlikte, iniilinin molekiiler diizeydeki esnekligine bagli olarak piiriizsiiz
yiizeylere sahip mikroenkapsiile partikiillerin olustugu bildirilmistir (Lacerda ve ark.,
2016). GPK orneklerinde elde edilen oldukg¢a kiigiik partikiil boyutuna sahip
partikiillerde de piiriizsiiz yiizeyler goriilmesine ragmen, kullanilan yiiksek sicakliklar
protein denatiirasyonuna neden olarak kalan aktivite degerlerinin azalmasina neden
olmustur. Niwa ve ark. (2010), eczacilik endiistrisinde kullanilan fenitoini PDK islemi
ile yalin ve c¢esitli kaplama materyalleri ile kuruttuklari ¢alismada, yalin fenitoin igin
elde ettikleri SEM goriintiilerinde, tam kiiresel olmayan ancak biikiilmiis pamuk lifine
benzer diizensiz bir yap1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Buna karsin, kaplama
materyalleri varliginda yapilan kurutma islemi sonucunda elde edilen partikiillerin SEM
goriintlilerinde rijid bir ag i¢inde kiiresel yapilarin goriildiiglinii tespit etmislerdir. Yalin
ve kaplama materyali varliginda kurutulan orneklerin partikiil morfolojilerindeki bu
fark, kaplama materyallerinin ¢ekirdek materyal ile molekiiler diizeyde olusturdugu

baglar nedeniyle meydana gelen gii¢lii yap1 ile aciklanmustir.

PDK o&rneklerinin mikro diizeydeki yapisinin belirlenmesi, elde edilen son iiriiniin
kalitesi hakkinda bilgi vermekle birlikte, kurutma isleminin basarili gergeklesip
gerceklesmediginin ~ de  gorsel  olarak  ifade  edilmesini  saglamaktadir
(Anandharamakrishnan ve ark., 2010). Ayrica kaplama materyallerinin kullanimi ve
farkl1 kaplama materyallerinin fiziko-kimyasal O6zellikleri mikro diizeydeki yapiy1
etkilemektedir. Yapilan caligmada mikroenkapsiile orneklerde iniilinin bulunmast,
partikiillerin dis tabakasinin daha siki yapiya sahip olmasina neden olmustur. Bu durum,
UPDK-YE ve UPDK mikroenkapsiile 6rneklerinin SEM goriintiileri kiyaslandiginda
acikca goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Farkli mikroenkapsiilasyon yontemleri ile elde edilen yalin ve mikroenkapsiile toz iiriinler i¢in
SEM goriintiileri (Yakinlastirma orani: 3000x) (a) UPDK-YE (b) GDK-YE (c) UPDK (d) GDK (e) GPK
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4.5 Farkh Yontemler ile Elde Edilen Orneklerin Isil Stabilitesinin Belirlenmesi

ve Enzim inaktivasyon Kinetigi

UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile edilen mTG
enziminin 1s1l stabilitesi 3 farkli pH (pH 5.0, 6.0, 7.0) ve 5 farkli sicaklik (40, 45, 50, 55,

60°C) kosulunda kalan aktivite degerleri hesaplanarak belirlenmistir.

Farkl1 sicaklik ve farkli inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen kalan aktivite degerleri
pH 5.0 i¢in Cizelge 4.29, pH 6.0 i¢cin Cizelge 4.30 ve pH 7.0 i¢in Cizelge 4.31°de
verilmistir. Kalan aktivite degerleri incelendiginde, hem farkli pH hem de farkli sicaklik
kosullarinda en yiiksek kalan aktiviteye sahip orneklerin UPDK ile mikroenkapsiile
edilen ornekler oldugu gorilmiistir. UPDK-YE Orneklerinin ise kalan aktivite
degerlerinin tiim kosullarda en diisilk oldugu belirlenmistir. GDK islemi ile
mikroenkapsiile edilen 6rneklerinin 1s1l stabilitelerinin ise genel olarak GPK islemi ile
mikroenkapsiile edilen 6rneklerden daha iyi oldugu tespit edilmistir. Tiim 6rnekler i¢in
farkli pH degerlerinde aymi sicakliklar uygulanmasina ragmen, aynmi kalan aktivite
degerine ulasmak icin gerekli inkiibasyon siiresinin pH 5.0’te en diisiikk oldugu
gorilmistir (Cizelge 4.29). mTG enziminin standart enzim tayin metodunda da
kullanilan pH 6.0 ortaminda daha stabil oldugu, daha asidik (pH 5.0) veya daha bazik
(pH 7.0) ortamda aktivitenin diiserek sicaklik artisina karsi enzimin daha duyarli hale
geldigi belirlenmigtir.
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Cizelge 4.29. pH 5.0’te UPDK-YE ve farkli yontemlerle mikroenkapsiile edilen 6rneklerin kalan aktivite
(%) degerleri

Sicaklik Siire Kalan aktivite (%)
(°C) (dak) UPDK-YE UPDK GDK GPK
60 76.7 (£0.3) 91.7 (+0.6) 90.2 (£0.4) 84.3 (£0.2)
120 423 (x0.2) 72.9 (x0.2) 70.8 (£0.3) 69.6 (+0.2)
40 210 20.6 (20.2) 54.5 (x0.4) 51.4 (x0.1) 45.1 (x0.2)
350 6.7 (£0.2) 35.6 (x0.3) 24.3 (x0.3) 18.8 (0.5)
480 2.4 (x0.2) 22.8 (£0.4) 10.8 (£0.1) 8.9 (£0.6)
20 69.7 (£0.4) 80.8 (x0.1) 82.0 (x0.2) 79.0 (£0.5)
40 45.1 (£0.7) 65.9 (+0.4) 66.8 (+0.1) 62.1 (£0.4)
45 80 28.9 (+0.6) 40.5 (+0.1) 37.9 (+0.4) 33.9 (£0.2)
120 10.8 (20.1) 23.0 (+0.3) 21.3 (20.1) 19.4 (£0.3)
180 4.7 (£0.1) 10.1 (+0.1) 7.5 (+0.7) 6.6 (+0.1)
5 73.3 (0.1) 90.1 (£0.1) 88.7 (x0.1) 88.2 (0.3)
12 36.9 (0.5) 71.7 (£0.1) 65.2 (£0.1) 66.2 (£0.1)
50 20 18.2 (£0.2) 44.8 (£0.2) 39.6 (£0.3) 38.6 (£0.6)
30 7.5 (+0.6) 26.6 (+0.2) 21.9 (£0.3) 23.9 (£0.2)
40 3.2 (£0.2) 14.9 (20.1) 9.7 (+0.1) 9.8 (+0.3)
2 78.0 (£0.1) 93.0 (+0.2) 91.8 (+0.1) 88.1 (x0.1)
4 61.2 (+0.0) 74.7 (£0.3) 73.9 (+0.4) 70.7 (£0.1)
55 8 27.5 (+0.4) 38.9 (+0.1) 33.9 (+0.1) 34.3 (£0.2)
12 11.1 (£0.3) 21.6 (£0.2) 19.0 (£0.3) 16.1 (£0.1)
18 2.9 (£0.1) 10.8 (+0.3) 9.0 (0.3) 6.8 (0.1)
1 71.7 (£0.4) 90.1 (£0.1) 89.4 (0.2) 84.0 (0.3)
2 30.5 (£0.2) 66.4 (£0.1) 36.5 (£0.5) 32.0 (£0.4)
60 3 15.1 (£0.3) 35.5 (£0.3) 19.7 (£0.2) 16.2 (£0.6)
4 7.1 (£0.1) 28.9 (+0.7) 10.6 (20.4) 9.2 (£0.2)
5 2.8 (£0.1) 19.9 (+0.6) 5.4 (£0.3) 3.9 (+0.5)
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Cizelge 4.30. pH 6.0’da UPDK-YE ve farkli yontemlerle mikroenkapsiile edilen drneklerin kalan aktivite
(%) degerleri

Sicaklik Siire Kalan aktivite (%)
(°C) (dak) UPDK-YE UPDK GDK GPK
120 77.4 (£0.2) 94.7 (+0.0) 89.6 (+0.2) 89.5 (+0.1)
240 41.6 (£0.4) 76.2 (£0.5) 65.2 (£0.2) 56.9 (£0.2)
40 360 25.7 (£0.2) 64.4 (£0.3) 56.6 (£0.1) 39.6 (x0.3)
600 9.8 (£0.2) 40.1 (x£0.2) 35.0 (£0.1) 19.6 (£0.3)
900 3.5 (x0.3) 16.2 (£0.0) 14.4 (£0.2) 9.1 (x0.2)
60 68.9 (£0.5) 85.2 (x0.2) 83.4 (0.4) 81.3 (+0.2)
120 33.4 (+0.1) 64.1 (£0.1) 60.1 (+0.1) 59.0 (+0.4)
45 180 18.3 (+0.3) 46.4 (£0.2) 33.4 (£0.2) 39.6 (+0.5)
240 10.1 (£0.5) 25.2 (£0.2) 20.2 (£1.0) 18.6 (£0.2)
360 3.0 (£0.5) 12.9 (£0.2) 9.0 (£0.1) 6.8 (£0.2)
10 71.7 (£0.5) 89.9 (x0.1) 86.2 (0.4) 79.3 (0.4)
20 32.4 (£0.4) 55.6 (£0.4) 50.0 (£0.2) 45.9 (£0.4)
50 30 17.3 (£0.1) 39.2 (£0.4) 34.6 (£0.1) 27.8 (£0.2)
40 9.2 (+0.2) 27.6 (+0.2) 19.7 (+0.1) 19.2 (+0.1)
60 2.6 (£0.4) 13.0 (20.4) 7.8 (0.4) 7.3 (£0.6)
5 65.3 (+0.1) 89.0 (£0.1) 83.9 (£0.1) 80.7 (+0.1)
12 34.7 (+0.2) 57.3 (+0.3) 62.0 (+0.3) 44.4 (£0.2)
55 20 17.1 (£0.3) 37.8 (+0.2) 38.1 (+0.4) 24.6 (£0.3)
30 9.4 (+0.2) 22.5 (+0.3) 18.9 (+0.2) 12.0 (+0.3)
40 2.6 (£0.2) 13.2 (+0.1) 9.1 (x0.1) 5.2 (£0.2)
74.3 (£0.5) 91.4 (£0.1) 87.9 (x0.1) 85.2 (+0.1)
4 45.8 (£0.2) 75.2 (£0.4) 71.0 (£0.4) 54.0 (x0.1)
60 8 19.8 (£0.2) 53.8 (£0.2) 48.5 (£0.4) 31.2 (£0.2)
12 8.9 (+0.2) 25.6 (+0.4) 18.3 (20.3) 20.4 (£0.1)
18 2.1 (£0.1) 10.6 (+0.4) 7.2 (+0.2) 5.4 (£0.1)
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Cizelge 4.31. pH 7.0’de UPDK-YE ve farkli yontemlerle mikroenkapsiile edilen drneklerin kalan aktivite
(%) degerleri

Sicaklik Siire Kalan aktivite (%)
(°C) (dak) UPDK-YE UPDK GDK GPK
120 71.9 (+0.2) 86.9 (£0.1) 83.6 (£0.2) 82.5 (+0.6)
240 49.9 (£0.1) 68.2 (£0.4) 64.9 (£0.2) 61.8 (x0.1)
40 360 27.3 (£0.2) 48.3 (£0.2) 40.0 (£0.2) 39.8 (£0.2)
540 13.3 (£0.2) 31.3(x0.2) 28.2 (£0.4) 23.2 (£0.3)
720 5.3 (£0.1) 21.5 (+0.2) 12.1 (+0.1) 9.7 (+0.2)
40 73.1 (£0.1) 83.0 (x0.1) 82.7 (x0.1) 77.8 (0.2)
80 50.7 (£0.1) 60.5 (+0.2) 54.5 (+0.2) 52.1 (+0.1)
45 120 35.4 (+0.1) 46.4 (£0.1) 41.9 (+0.0) 40.0 (£0.0)
180 15.0 (£0.3) 21.6 (+0.3) 18.4 (+£0.0) 18.1 (£0.5)
270 4.1 (£0.1) 13.0 (£0.3) 9.0 (£0.2) 8.0 (£0.1)
10 62.6 (£0.2) 89.7 (0.2) 81.8 (x0.1) 73.1 (+0.8)
20 38.6 (£0.1) 58.0 (£0.2) 42.4 (£0.2) 40.0 (£0.4)
50 30 17.2 (£0.2) 38.4 (£0.2) 25.4 (£0.4) 18.1 (£0.4)
40 8.8 (x0.2) 20.0 (+0.3) 18.0 (+0.3) 10.0 (£0.2)
50 3.7 (£0.1) 14.2 (£0.3) 7.5 (£0.1) 4.6 (+0.3)
5 58.7 (£0.1) 78.9 (£0.3) 77.8 (+0.1) 71.2 (+0.1)
10 39.2 (+0.1) 55.5 (+0.2) 53.0 (+0.2) 49.9 (£0.2)
55 15 21.2 (+0.2) 38.6 (+0.2) 34.2 (0.1) 32.2 (£0.5)
20 13.3 (£0.1) 22.6 (£0.3) 18.7 (£0.2) 16.8 (£0.4)
28 4.4 (£0.1) 14.5 (+0.2) 9.7 (0.1) 6.9 (+0.3)
2 60.4 (£1.0) 83.4 (x0.3) 72.3 (£0.1) 66.9 (0.7)
4 26.2 (£0.2) 60.7 (0.1) 37.6 (£0.2) 44.0 (£0.6)
60 6 12.8 (£0.2) 36.5 (£0.3) 222 (£0.2) 19.8 (£0.3)
8 7.2 (£0.2) 21.1 (£0.5) 11.5 (20.1) 11.1 (£0.3)
10 3.0 (+0.4) 14.0 (+0.6) 8.4 (£0.5) 5.4 (£0.6)

UPDK-YE ve UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile edilen mTG
enziminin farkli pH ve sicaklik kosullarinda elde edilen birinci derece reaksiyon hiz
sabiti degerleri ile yar1 Omiir siireleri Cizelge 4.32°de verilmistir. Ayn1 pH kosulu i¢in
UPDK ile mikroenkapsiile edilen orneklere ait hiz sabiti degerlerinin diger 6rneklere
gore daha diisiikk oldugu belirlenmistir. Bu durum UPDK ile mikroenkapsiile edilen
orneklerin 1s1l stabilitesinin daha yiiksek oldugunu gostermistir. UPDK-YE 6rneklerinin

ise yiiksek hiz sabiti degerlerine sahip olmast mikroenkapsiilasyon isleminin enzimin
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1s1l stabilitesinin artirtlmasinda énemli rol oynadigin1 gostermistir. Elde edilen yiiksek
R? (R%> 0.960) ve diisiik %P (<10) degerleri, birinci derece reaksiyon kinetiginin farkli
orneklerin kalan aktivite degerlerindeki degisimi matematiksel olarak agiklayabildigini

gostermistir (Cizelge 4.32).

Yar1 omiir siiresi, enzimlerin uygulanan sicakliga karsi gosterdigi direncin bir ifadesidir
ve reaksiyon hiz sabitinin bir fonksiyonu olarak hesaplanir (Souza ve ark., 2009). Farkli
mikroenkapsiilasyon yontemleri ile farkli pH ve sicaklik kosullarinin yar1 omiir siiresi
lizerine etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulgulanmistir (p<0.05). 55 ve
60°C’de tiim ornekler i¢in en uzun yari1 omiir siireleri pH 6.0, en kisa yar1 Omiir siireleri
ise pH 5.0 kosulunda hesaplanmistir. En uzun yar1 omiir stireleri pH 6.0’da 40-60°C
araliginda UPDK ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde (347.44-5.44 dak), en kisa yari
omiir siireleri ise pH 5.0’te UPDK-YE oOrneklerinde (86.70-0.95 dak) belirlenmistir.
Tiim ornekler i¢in 45°C’den sonra yar1 Omiir siirelerinin hizli bir sekilde diismesi, bu
sicakliktan sonra protein denatiirasyonunun hiz kazanmasi ile agiklanabilir (Busto ve
ark., 1999). Cui ve ark. (2008), Streptomyces hygroscopicus susu ile mTG iireterek
farkli sicakliklarda enzimin 1sil stabilitesini incelemislerdir. Yapilan c¢alismada
50°C’den sonra enzimin hizla inaktive oldugu belirlenmis, yar1 6miir siireleri 40, 50 ve
60°C icin sirasiyla 96, 20 ve 8 dakika olarak tespit edilmistir. Bu sonuglarin, tez
calismasinda {retilen UPDK-YE ile kiyaslandiginda, pH 5.0 kosulu icin diisiik
sicakliklarda elde edilen sonuglara benzer oldugu goriilmiistir. Ancak UPDK-YE igin
pH degeri artirildiginda diistik sicakliklarda yar1 6miir siireleri yiikselmis, buna ragmen
yiiksek sicaklik degerlerinde (>50°C) yar1t Omiir siirelerinin hizla azaldigi tespit
edilmistir. Souza ve ark. (2009) ise 30-50°C sicaklik araliginda oldukga stabil bir enzim
iretmelerine ragmen, 60°C sicaklikta yar1 Omiir siliresini 1.48 dakika olarak
belirlemislerdir. pH 6.0 kosulunda UPDK ile mikroenkapsiile edilen 6érneklerin 60°C’de
yart Omiir siliresinin 5.44 dakika oldugu disiiniildiiglinde, ortam pH’smin ve
mikroenkapsiilasyon yonteminin enzimin sicakliga kars stabilitesini artirdigi sonucuna

ulasilmaktadir.

UPDK ile mikroenkapsiile edilen mTG orneklerinde 1s1l stabilitenin (diisiik hiz sabiti ve
yiiksek yar1 omiir siireleri) GDK orneklerine kiyasla daha yiiksek oldugu Cizelge
4.32°de goriilmektedir. Ayn1 kaplama materyali oran1 ve ayn1 kurutma kosullarinda elde

edilen mikroenkapsiile UPDK ve GDK o6rneklerinde kalan aktivitenin farkli olmasinin,
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UPDK isleminin piiskiirtme asamasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ultrasonik
puskiirtme isleminin enzim molekiiliiniin {i¢ boyutlu yapisini degistirerek aktiviteyi
olumlu yonde etkilemesinin yani sira, enzimi yiiksek sicakliklara karsi daha direngli
hale getirdigi diistiniilmektedir. GPK islemi ile mikroenkapsiile edilmis mTG enziminin
1s1l stabilitesinin ise UPDK ve GDK ile elde edilenlere oranla daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.32). GPK isleminde uygulanan yiiksek sicakliga bagli protein
denatiirasyonunun artmasiyla birlikte enzimin {i¢ boyutlu yapisinda agilmalarin
meydana geldigi ve boylece enzimin sicakliga karsi gosterdigi direncin azalarak 1sil
stabilitenin UPDK ve GDK ile mikroenkapsiillenen Orneklere gore daha diislik

belirlenmesine neden oldugu diisiiniilmektedir.

Farkli yontemlerle elde edilen dort farkli 6rnek igin aktivasyon enerjisi (Ea, kJ/mol),
aktivasyon entalpisi (AH, kJ/mol), Gibbs serbest enerjisi (AG, kJ/mol) ve aktivasyon
entropisi (AS, J/mol.K) belirlenmistir. Aktivasyon enerjisi (Ea, kJ/mol), enzimin ii¢
boyutlu yapisinin degisiklige ugramasi i¢in gereken enerji miktart olarak
tamimlanmaktadir (Cobos ve Estrada, 2003). Farkli pH kosullarinda dort farkli 6rnek
icin olusturulan kalan aktivitenin zamanla degisimi ve Arrhenius egrileri pH 5.0 i¢in
Sekil 4.15°te, pH 6.0 i¢in Sekil 4.16’da ve pH 7.0 icin Sekil 4.17°de gosterilmis,
hesaplanan aktivasyon enerjileri ise Cizelge 4.33’te verilmistir. Elde edilen aktivasyon
enerjisi degerlerinin sicakliga bagl protein denatiirasyonu ve enzim inaktivasyonu
reaksiyonlart i¢in literatlirde belirtilen aralikta (140-629 kJ/mol) oldugu tespit edilmistir
(Souza ve ark., 2009). pH 6.0 kosulunda, tim ornekler icin elde edilen daha diisiik
aktivasyon enerjisi degerleri, bu kosulda enzimin sicaklik artisindan daha az etkiledigini

gostermistir.
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Cizelge 4.32. Farkli 6rnekler igin tiim kosullarda hesaplanan hiz sabiti, R?, %P degerleri ve yar1 omiir

siireleri
Ornek pH Sicaklik (°C) k (dak™) R? %P ty (dak)
40 0.008 (£0.000)%* 0.9978 2.63 86.64 (£2.17)
45 0.017 (+0.000)° 0.9919 8.62 40.77 (£0.00)
5.0 50 0.088 (+0.000)' 0.9991 1.88 7.88 (£0.00)%
55 0.201 (+£0.001)¢ 0.9913 8.45 3.47 (£0.01)%*
60 0.730 (£0.004)" 0.9879 10.08 0.95 (£0.00)?
40 0.004 (£0.000)® 0.9958 7.29 173.29 (£0.00)™
45 0.010 (£0.000)%* 0.9968 2.98 69.31 (£0.00)'
UPDK-YE 6.0 50 0.063 (£0.002)1 0.9952 3.40 11.01 (£0.35)cde
55 0.088 (+0.002)' 0.9899 9.18 7.88 (£0.18)%cde
60 0.215 (+0.002)' 0.9982 4.16 3.23 (£0.02)%*
40 0.004 (£0.000)® 0.9899 6.99 173.29 (£0.00)"
45 0.012 (+0.000)%* 0.9835 10.53 57.78 (£0.00)"
7.0 50 0.066 (£0.000)1* 0.9875 9.21 10.50 (£0.00)30cde
55 0.110 (£0.001)™ 0.9929 8.23 6.33 (£0.03)
60 0.354 (£0.009)" 0.9956 6.59 1.96 (+0.05)®
40 0.003 (£0.000) 0.9964 421 231.05 (£0.00)°
45 0.013 (£0.000)™* 0.9972 3.39 53.32 (0.01)%
5.0 50 0.049 (£0.000)%% 0.9856 5.45 14.15 (£0.00)>
55 0.132 (£0.002)" 0.9904 5.73 5.27 (£0.06)%
60 0.346 (£0.002)" 0.9679 8.21 2.00 (£0.01)®
40 0.002 (£0.000) 0.9617 9.52 34744 (£17.37)
45 0.006 (£0.001)® 0.9755 3.20 118.83 (+19.80)'
UPDK 6.0 50 0.036 (£0.000)" 0.9892 3.78 19.53 (£0.28)¢
55 0.052 (£0.000)%9" 0.9967 171 13.33 (£0.00)0cde
60 0.128 (£0.001)" 0.9742 7.98 5.44 (£0.02)*
40 0.002 (+0.000)? 0.9915 9.92 346.57 (£0.00)°
45 0.008 (+0.000)** 0.9821 8.61 86.64 (£0.00)
7.0 50 0.042 (£0.001)% 0.9715 9.80 16.70 (x0.20)¢
55 0.073 (£0.001)* 0.9896 5.86 9.56 (£0.07)%cd
60 0.207 (£0.003)* 0.9768 8.40 3.36 (£0.04)*
40 0.005 (£0.000)® 0.9794 9.75 138.63 (+0.00)™
45 0.015 (£0.001) 0.9919 6.81 47.86 (£1.65)
5.0 50 0.059 (£0.000)%" 0.9819 8.90 11.75 (£0.00)0cde
55 0.143 (£0.001)° 0.9888 7.70 4.85 (£0.03)%cd
60 0.617 (£0.009)" 0.9806 6.15 1.12 (+0.02)?
40 0.002 (£0.000) 0.9795 8.81 346.57 (£0.00)
45 0.007 (£0.000)%* 0.9837 7.26 99.02 (+£0.00)
GDK 6.0 50 0.045 (£0.001)%f 0.9871 6.87 15.58 (£0.18)
55 0.061 (£0.001)" 0.9871 7.18 11.46 (£0.09)0cde
60 0.151 (£0.001)° 0.9732 10.37 4.59 (£0.03)%
40 0.003 (£0.000) 0.9716 9.75 231.05 (£7.71)°
45 0.009 (£0.000)%* 0.9878 9.02 77.02 (£0.00)"
7.0 50 0.052 (£0.001)#f" 0.9759 10.32 13.46 (£0.13 )2bcde
55 0.087 (£0.001)! 0.9883 6.98 8.01 (£0.05)bede
60 0.264 (£0.004)° 0.9904 6.94 2.63 (£0.03)®
40 0.005 (£0.000)® 0.9864 9.31 138.63 (+0.00)™
45 0.015 (£0.000)™ 0.9951 5.50 46.21 (£0.00)%
5.0 50 0.058 (£0.001)%" 0.9768 9.93 12.06 (£0.10)0cde
55 0.158 (£0.001)° 0.9911 6.20 4.40 (£0.01)?cd
60 0.673 (£0.019)" 0.9822 9.35 1.03 (£0.03)?
40 0.003 (£0.000)? 0.9933 10.53 231.05 (£0.00)°
45 0.008 (£0.000)%* 0.9691 10.08 86.64 (+0.00)!
GPK 6.0 50 0.045 (£0.001)%f 0.9892 451 15.41 (£0.34)
55 0.075 (£0.001) 0.9974 3.60 9.24 (£0.12)%e
60 0.159 (£0.001)P 0.9844 10.33 4.37 (£0.01)™
40 0.003 (£0.000)* 0.9754 10.17 231.05 (£0.00)°
45 0.010 (£0.000)%* 0.9918 6.97 69.31 (+0.00)’
7.0 50 0.064 (£0.002) 0.9872 8.47 10.92 (£0.26)20cde
55 0.096 (£0.001)! 0.9838 8.48 7.22 (£0.08)%c
60 0.297 (£0.008)" 0.9871 6.90 2.34 (£0.06)®

W Ayni siitunda bulunan farkli iist simgeye sahip ortalama hiz sabiti ve yar1 6miir siireleri istatistiksel olarak birbirinden farklidir

(p<0.05).
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Enzim aktivitesinin sicaklik ile degisiminde, aktivasyon entalpisi (AH), Gibbs serbest
enerjisi (AG) ve aktivasyon entropisi (AS) gibi termodinamik parametrelerin
hesaplanmasi ile proteinlerin sicakliga bagli denatiirasyon olayinin daha iyi anlagilmasi
saglanabilmektedir (Longo ve Combes, 1999). Dort fakli 6rnek igin farkli kosullarda
belirlenen AH, AG ve AS degerleri Cizelge 4.33’te verilmistir. AH degerleri
incelendiginde, aktivasyon entalpisinin sicakliktan bagimsiz oldugu, dolayis1 ile
enzimin 1s1l kapasitesinde degisim olmadig1 goriilmektedir. Benzer sekilde Souza ve
ark. (2009), mTG enziminin 1s1l stabilitesini inceledikleri ¢alismada aktivasyon
entalpisinin sicakliktan bagimsiz oldugunu bildirmislerdir. AH degeri, protein
denatiirasyonu  sirasinda parcalanan kovalent olmayan baglarin sayist ile
iligkilendirilmektedir ve yliksek AH degeri, protein molekiiliinde bulunan kovalent

olmayan baglarin sayisinin fazlaligi ile agiklanmaktadir (Busto ve ark., 1999).

Protein stabilitesi ile dogrudan iliskili olan serbest enerji (AG), degisim
reaksiyonlarinda genel olarak sicakligin etkisini gostermektedir ve artan AG degerleri
enzim stabilitesinin arttiginin bir ifadesidir (Longo ve Combes, 1999; Souza ve ark.,
2009). Yapilan 1s1l stabilite calismasinda AG degerlerinin tiim kosullarda pozitif oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.33). Calismada hesaplanan AG degerleri, tiim 6rneklerde ve
farkli pH degerlerinde sicaklik artis1 ile birlikte azalma egilimindedir. Bu durum,
sicakligin yiikselmesi ile birlikte protein denatiirasyonunun arttigimni gostermektedir.
Ayrica, mikroenkapsiile orneklerde AG degerlerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir
ve dolayisi ile ortamda kaplama materyallerinin bulunmasinin protein denatiirasyonunu

azalttig1 diistintilmektedir.

Farkli 6rnekler icin farkli kosullarda hesaplanan AS degerlerinin tiim kosullarda pozitif
oldugu Cizelge 4.33 te goriilmektedir. Sistem diizensizliginin arttigin1 ifade eden pozitif
AS degerleri enzim denatiirasyonu ile iligkilendirilmektedir. Sistem entropisindeki
degisim ne kadar az ise, enzimin sicakliga kars1 gostermis oldugu direng o kadar fazla
demektir (Marangoni, 2003). Calismada tiim 6rnekler i¢in en diisiik AS degerleri pH 6.0
kosulunda elde edilmis ve bu durum pH 6.0°da enzimin ii¢ boyutlu yapisinin daha iyi
korunmasi ile agiklanmistir. Ayrica, protein denatiire oldugunda AS degerlerinin
artmasi, polar olmayan gruplarin yiiksek serbestlik derecesi, yani molekiiler hareketin

artmasi sonucunda kazanilan entropi ile de agiklanabilmektedir (Souza ve ark., 2009).
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Literatiirde farkli mikrobiyal kaynaklardan iiretilen mTG enziminin 1s1l stabilitesinin
belirlendigi calismalar bulunmasina ragmen (Menéndez ve ark., 2006; Cui ve ark.,
2008; Souza ve ark., 2009) farkli mikroenkapsiilasyon yontemlerinin ve farkli pH
kosullarmin 1s1l  stabiliteye olan etkisini arastiran herhangi bir ¢alismaya

rastlanmamustir.

Cizelge 4.33. UPDK-YE ve farkli yontemlerle mikroenkapsiile edilen oOrneklere ait aktivasyon
parametreleri

PH5.0 PH 6.0 pPH 7.0
Parametre S‘Efél)‘k U_';DEK UPDK GDK  GPK U_F\’(DEK UPDK GDK  GPK U_':(DEK UPDK GDK  GPK
E. 1991 2050 2065 2105 1762 1822 1878 1767 1039 1994 1046 1988
(kJ/mol) ) (+0.8) (#04) (#0.2) (*1.0) (+£0.3) (+4.8) (+04) (+0.3) (0.6) (0.5 (*17) (£1.0)
: 1965 2024 2039 2079 1736 1796 1852 1741 1013 1968 1920 1962
(*0.8) (+04) (#0.2) (*1.0) (+£0.3) (+4.8) (+0.4) (+0.3) (0.6) (#0.5) (*17) (£1.0)
e 1965 2023 2038 2079 1736 1795 1852 1741 1013 1967 1920 1961

(*0.8) (#04) (#0.2) (*1.0) (+0.3) (+4.8) (+04) (+0.3) (0.6) (#0.5) (*17) (£1.0)
AH 1964 2023 2038 2078 1735 1795 1851 1740 1912 1967 1920 196.1

@imol) 0 (208) (204) (202) (£10) (203) (x48) (:04) (20.3) (:06) (:05) (£17) (+L0)
55 1964 2023 2037 2078 1735 1794 1851 1740 1912 1966 1919 196.1
(#0.8) (#04) (0.2) (£1.0) (+0.3) (#4.8) (x04) (03) (£06) (*0.5) (*1.7) (£1.0)
60 196.3 2022 2037 2078 1735 1794 1851 1739 1911 1966 1919  196.0
(0.8) (#04) (20.2) (£1.0) (#0.3) (#4.8) (04) (x03) (£06) (05 (*L7) (1.0
40 89.4 919 90.6 90.6 91.2 93.0 93.0 91.9 91.2 93.0 919 919
(#0.1) (*0.0) (x0.0) (£0.0) (#0.0) (*0.1) (x0.0) (£0.0) (£0.0) (+0.0) (+0.1) (+0.0)
45 88.9 89.6 89.3 89.2 90.3 91.7 91.2 90.9 89.8 90.9 90.7 90.3
(*0.0) (+0.0) (#0.1) (*0.0) (+0.0) (£04) (+0.0) (0.0) (0.0) (#0.0) (+0.2) (+0.0)
AG 50 86.7 875 87.0 87.0 86.8 88.3 87.7 87.7 86.7 87.9 87.3 86.8
(kJ/mol) (+0.8) (+#0.0) (#0.0) (+0.0) (+0.1) (£0.00 (+0.0) (+0.1) (£0.0) (#0.0) (+0.0) (+0.1)
55 85.0 86.2 85.9 85.7 87.3 88.7 88.3 87.7 86.7 87.8 87.3 87.0
(#0.0) (0.0) (#0.0)0 (*0.0) (+0.1) (0.00 (+0.0) (+0.0) (£0.0) (#0.0) (+0.0) (+0.0)
60 82.8 84.8 83.2 83.0 86.2 87.6 87.1 87.0 84.8 86.3 85.6 85.3
(+0.0) (#0.0) (#0.0) (0.1) (+0.0) (0.0)0 (+0.0) (0.0) (£0.1) (+0.0) (+0.0) (+0.1)
40 3420 3527 3617 3746 2632 2753 2899 2624 3197 3314 3197 3329
(#2.2) (#1.3) (#0.7) (#3.2) (+1.0) (#148) (+11) (*1.0) (200 (#1.7) (*52) (+3.3)
45 3382 3545 360.0 3731 2619 2750 2954 2615 3189 3328 3184 3328
(#24) (*#12) (x04) (#32) (#1.0) (£13.6) (¢1.1) (£1.0) (£21) (*1.7) (+5.9) (+3.3)
AS 50 3396 3554 3615 3739 2685 2810 3015 2672 3235 336.6 3238 3384
(J/mol.K) (#48) (*12) (x0.7) (#31) (#1.2) (£¥149) (¢¥1.2) (+0.8) (£1.9) (+15) (+5.2) (+3.0)
55 3394 3538 359.0 3722 2628 2754 2951 263.0 3185 3317 3188 3323
(#2.3) (#13) #0.7) (¥3.1) (*l1) (#145) (*1.2) (*11) (19 (17) (#53) (3.2)
60 3409 3524 3616 3745 2620 2744 2940 2610 319.2 3312 319.0 3325

(22)  (#12) (:05) (+33) (:09) (£144) (£11) (£10) (220) (£L7) (453) (£33)

4.6 Farkh Yontemlerle Uretilen Orneklerin Depolama Stabilitesinin Belirlenmesi

UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile edilen enzim
ornekleri iki farkli kosulda depolanmis ve depolama stabiliteleri belirlenmistir. Ornekler
aliminyum kapli polietilen (ALPE) ambalaj materyali icerisinde 25°C %50 RH’da 180
gin ve 38°C %90 RH’da 90 giin siire ile depolanarak kalan aktiviteleri (%)
belirlenmistir (Sekil 4.18). Her iki depolama kosulunda farkli pH, yiiksek sicaklik ve

metal iyonlariin enzim aktivitesi iizerine etkisi depolama siiresince takip edilmistir.
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Sekil 4.18. UPDK-YE ve farkli yontemlerle mikroenkapsiile edilen oOrneklerin farkli depolama
kosullarinda kalan aktivite (%) degerleri (a) 25°C, %50 RH, (b) 38°C, %90 RH
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UPDK-YE ile UPDK, GDK ve PDK islemleri ile mikroenkapsiile edilen drnekler igin
38°C ve %90 RH (90 giin) depolama kosulunda her 15 giinde bir, 25°C ve %50 RH
(180 giin) depolama kosulunda her 30 giinde bir aktivite tayini yapilarak kalan aktivite
degerleri belirlenmistir (Sekil 4.18). Tim oOrneklerde 38°C ve %90 RH depolama
kosulunda, yiiksek sicaklik ve yiliksek bagil neme bagl olarak aktivite kaybinin daha
fazla oldugu tespit edilmistir. 25°C ve %50 RH kosulunda 90 giin sonunda kalan
aktivite degerleri UPDK-YE i¢in ~%75 iken UPDK, GDK ve PDK islemleri ile
mikroenkapsiile edilen ornekler i¢in sirasiyla, ~%94, 90 ve 86 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.18a). 38°C ve %90 RH kosulunda ise 90 giin sonunda kalan aktivite degerleri
UPDK-YE i¢in ~%62, UPDK, GDK ve PDK islemleri ile mikroenkapsiile edilen
ornekler igin sirasiyla ~%89, 85 ve 81 olarak belirlenmistir (Sekil 4.18b).

Elde edilen sonuglara gore, her iki depolama kosulunda, depolama siiresince en fazla
aktivite kaybina ugrayan ornekler UPDK-YE oOrnekleri olmustur. Yapilan ¢alismada,
farkli yontemlerle gerceklestirilen mikroenkapsiilasyon islemlerinin mTG enziminin
depolama stabilitesini artirdigi tespit edilmistir. Mikroenkapsiilasyon islemi ile enzim
aktivitesinin depolama kosullarina karst daha stabil hale gelmesi, kaplama
materyallerinin enzim molekiillerini koruma mekanizmalari ile iliskilidir. Proteinlerin
depolama sirasinda stabilizasyonun saglanabilmesi ancak dogru kaplama materyali
secimi ve dogru mikroenkapsiilasyon yontemi ile miimkiin olabilir. Diisiik molekiiler
agirhiga sahip karbonhidratlar, proteinler ile daha siki interaksiyona girerek molekiiler
diizeyde hareketliligi azaltsa da, camsi yap1 olusturmalar1 oldukga giictiir. Bu nedenle
cams1 yapinin olusabilmesi ve proteinlerin depolama sirasinda daha iyi korunabilmesi
icin yiiksek molekiiler agirlikli, yiiksek camsi gecis sicakligina (Tg) sahip kaplama
materyallerin se¢imi 6nemlidir (Mensink ve ark., 2017). Molekiiler agirlik ve nem
icerigi gibi Ozelliklerden etkilenen Ty degeri arttikca materyalin isleme ve depolama
sirasindaki stabilitesi artmaktadir (Beristain ve ark., 2002; Bhandari ve Hartel, 2005).
Mikroenkapsiilasyon isleminde yiiksek molekiiler agirliga sahip gam arabik ve iniilinin
karisim halinde kullanimi ile elde edilen partikiillerin sahip oldugu yiiksek Tq degeri
sayesinde farkli yontemlerle iiretilen mikroenkapsiile 6rneklerin aktivitesini her iki
depolama kosulunda da UPDK-YE Orneklerine gore daha 1yi korudugu
diistiniilmektedir. Amid ve ark. (2014), a-amilaz enziminin gam arabik ve kitosan

karisimi1 kullanarak GDK ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirdikleri ¢alismada,
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mikroenkapsiile enzim orneklerinin kaplanmamis Orneklere oranla daha uzun siire
depolanabildiklerini bildirmisler, gam arabik ve kitosan varliginda dondurarak kurutma
ile olusturulan rijid matriks sayesinde enzimin depolama sirasinda oksidasyona karsi
daha dayanikli hale geldigini belirtmislerdir. Tonnis ve ark. (2015), amorf yapidaki
iniilinin dondurarak kurutma sirasinda protein molekiilleri ile olusturdugu yapinin
depolama sirasinda proteinleri korudugunu bildirmislerdir. Teekamp ve ark. (2017), B-
galaktosidaz enzimini pullulan ve trehaloz kullanarak GDK islemi ile mikroenkapsiile
ettikleri ¢alismada, pullulanin yiiksek molekiiler agirligi sayesinde oldukga yiiksek Tg
degerine sahip ftriinler elde edildigini ve pullulanin trehalozun kristalizasyonunu
onledigini bildirmisler, elde edilen mikroenkapsiile enzimin depolama stabilitesinin
arttigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde Kreilgaard ve ark. (1999), lipaz enzimini
siikroz ve trehaloz kullanarak GDK ile mikroenkapsiile etmisler ve farkli oranda
kaplama materyali iceren Orneklerin depolama sirasindaki aktivite degisimini takip
etmislerdir. Aragtirmacilar, diisiik molekiiler agirliga sahip siikrozun depolama sirasinda
kristallesme egiliminde oldugunu ve enzim aktivitesini diisiiriicii yonde rol oynadigini
ifade etmigler, buna karsin trehaloz i¢in belirledikleri yiiksek Tq degerine bagli olarak
amorf yapinin ve enzim aktivitesinin depolama sirasinda daha iyl korudugunu

belirtmislerdir.

Mikroenkapsiilasyon isleminin enzim aktivitesini korumasinin yani sira, UPDK-YE
orneklerinin sahip oldugu yliksek SYA ve gbzenek hacmi nedeniyle depolama sirasinda
enzim molekiillerinin daha fazla oksijen ile temas etmesine bagli olarak enzim
aktivitesinin daha hizli1 azaldig1 diisiiniilmektedir. UPDK-YE o6rneklerinin gozenekli

yapist SEM goriintiileri ile de desteklenmistir.

Farkli yontemler ile mikroenkapsiilasyonu gerceklestirilen mTG enziminin depolama
stabilitesi karsilagtirildiginda, UPDK ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerin aktivite
acisindan depolama kosullarina karsi gostermis oldugu direncin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. GPK ile mikroenkapsiile edilen partikiillerin, UPDK ve GDK ile elde
edilen orneklere gore yliksek SYA ve gozenek hacmine bagli olarak depolama stiresince
oksidasyona bagli protein denatiirasyonunun daha fazla gerceklestigi ve kalan aktivite

degerlerindeki diistisiin daha hizli oldugu diisiiniilmektedir.
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UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile edilen enzim
orneklerinin farkli pH (pH 3.0 ve pH 8.0) ve yiiksek sicaklikta (80°C) stabilitelerindeki
degisim iki farkli depolama kosulunda belirlenmistir. Tiim Ornekler i¢in 0. giin
kosulundaki enzim aktivitesi iizerine ekstrem pH ve yiiksek sicaklik uygulamasi
sonucunda elde edilen aktivite degerleri 100 kabul edilmis, 25°C ve %50 RH depolama
kosulunda kalan aktivitedeki degisimler Sekil 4.19°da, 38°C ve %90 RH depolama
kosulundaki degisimler ise Sekil 4.20°de gosterilmistir. Her iki depolama kosulunda da,
en yliksek degerlerin UPDK ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde, en diisiik degerlerin
ise UPDK-YE 6rneklerinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20).

UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile edilen enzim
orneklerinin farkli metal iyonlar1 (Zn*?, Fe*?, Ca*? ve Co0*?) ve EDTA varliginda
stabilitelerindeki degisim iki farkli depolama kosulunda belirlenmistir. Farkli 6rnekler
icin 0. glin kosulundaki enzim aktivitesi lizerine farkli metal iyonlar1 ve EDTA’nin
etkisi sonucunda elde edilen aktivite degerleri 100 kabul edilerek, 25°C ve %50 RH
depolama kosulunda kalan aktivitedeki degisimler Sekil 4.21°de, 38°C ve %90 RH
depolama kosulundaki degisimler ise Sekil 4.22°de gosterilmistir. Her iki depolama
kosulunda da, higbir &rnek igin Zn*? iyonu varliginda aktivite tespit edilememis, bu
nedenle Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de sadece EDTA, Fe*?, Ca*? ve Co0'? iyonlar
varliginda aktivitedeki degisim verilmistir. Depolama siiresince enzim aktivitesindeki
diisiisiin tiim Orneklerde 38°C ve %90 RH depolama kosulunda daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.19. 25°C %50 RH kosulunda UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile
edilen drneklerin farkli pH ve yiiksek sicaklikta stabilitelerindeki degisim (a) pH 3.0 (b) pH 8.0 (c) 80°C
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Sekil 4.20. 38°C %90 RH kosulunda UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile
edilen drneklerin farkli pH ve yiiksek sicaklikta stabilitelerindeki degisim (a) pH 3.0 (b) pH 8.0 (c) 80°C
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Sekil 4.21. 25°C %50 RH kosulunda UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile

edilen 6rneklerin farkli metal iyonlar1 ve EDTA varliginda stabilitelerindeki degisim (a) EDTA (b) Fe*?
(c) Ca*? (d) Co*
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Sekil 4.22. 38°C %90 RH kosulunda UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK islemleri ile mikroenkapsiile
edilen drneklerin farkli metal iyonlar1 ve EDTA varliginda stabilitelerindeki degisim (a) EDTA (b) Fe*?
(c) Ca*? (d) Co*
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5. SONUC

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda, Streptomyces mobaraensis susu tarafindan iiretilen mTG
enziminin kismi saflagtirilmasi gergeklestirildikten sonra ilk olarak enzim UPDK islemi
ile kurutulmus, daha sonra farkli kaplama materyalleri kullanilarak mikroenkapsiile
edilmistir. UPDK ile mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda belirlenen optimum
kaplama materyali orani ve optimum islem kosulunda elde edilen 6rnekler enzim
aktivitesi, fiziksel 6zellikler, 1s1l stabilite ve depolama stabilitesi agisindan geleneksel

yontemler ile mikroenkapsiillenmis 6rneklerle karsilastirilmistir.

Yalin mTG enziminin UPDK islemi sirasinda islem basamaklarinin (piiskiirtme, donma,
kurutma) her birinin enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirilmis, maksimum enzim
aktivitesini saglayan optimum ultrasonik piiskiirtme islem kosulu tek faktorlii dizayn
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Enzim aktivitesinin ultrasonik piiskiirtme ve donma
asamasinda azalmadigi, aksine tiim kosullarda artis gosterdigi tespit edilmistir. Enzim
aktivitesindeki diisiisiin tamamen kurutma asamasinda gergeklestigi, hesaplanan
kurutma sonrasi kalan aktivite degerleri ile belirlenmistir. Islem degiskenlerinden
besleme debisi ve nozul frekansinin kalan aktivite tizerine etkisi oldugu bulgulanmas,
yiiksek frekansta nozul (120 kHz) kullanildiginda artan mekanik stres sonucunda kalan
aktivite degerlerinin azaldig1 goriilmiistiir. Yalin enzimin UPDK isleminde optimum
besleme debisi 6.37 ml/dak ve optimum nozul frekans1 48 kHz olarak belirlenmistir.
Belirlenen optimum nokta deneysel olarak dogrulanmis, tahminlenen kalan aktivite ile
deneysel kalan aktivite degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi

goriilmistir (p>0.05).

UPDK islemi sirasinda aktivite kayiplarimin Onlenmesi ve enzim stabilitesinin
artirtlmast amaciyla mTG enziminin farkli kaplama materyalleri kullanilarak
mikroenkapsiilasyonu gerceklestirilmistir. UPDK islemi ile elde edilen mikroenkapsiile
mTG enzimi i¢in optimum islem kosullari D-optimal birlesik dizayn yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Her bir deneme sonrasi aktivite lizerine farkli metal iyonlari,
pH ve yiiksek sicakligin etkisi belirlenmis ve tiim kosullarda fiziksel analizler (y1gin ve
sikistirilmis yogunluk, partikiil yogunlugu, renk, porozite, keklesme, akabilirlik, nem,

su aktivitesi, dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik, 1slanabilirlik) gerceklestirilmistir. Kurutma
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islemi sonrasinda maksimum aktivitenin saglandig1 kosul ise optimum nokta olarak
saptanmistir. Design Expert 7.0 paket programi kullanilarak “desirability” fonksiyonu
yaklagimi ile, kaplama materyalleri olarak gam arabik oraninin %40, iniilin oraninin
%60 oldugu, islem kosullar1 olarak besleme debisinin 6.83 ml/dak ve nozul frekansinin
ise 48 kHz oldugu kosul optimum nokta olarak belirlenmistir. Kalan aktivite i¢in
dogrulama denemelerinden elde edilen sonuglar ile modelden tahminlenen degerler

arasinda istatistiksel olarak onemli bir farkin olmadig1 saptanmistir (p>0.05).

Farkli pH ve yiiksek sicaklik kosullarinin enzim aktivitesine etkisi deneme desenine
gore her kosulda belirlenmis ve sonuglar model yanit1 olarak incelenmistir. Elde edilen
mikroenkapsiile mTG enziminin asidik pH degerlerine (pH 3.0) kars1 oldukc¢a direngli
oldugu, alkali pH degerlerinde (pH 8.0) ise aktivitedeki diisiisiin daha fazla oldugu
belirlenmigtir. Mikroenkapsiile mTG enzim 6rneklerinin yiiksek sicakliga (80°C) karsi
stabilitesinin literatiirde yer alan yalin enzim caligmalarina oranla olduk¢a yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, farklt metal iyonlar1 ve EDTA varliginda, deneme
desenine gore tiim kosullarda kalan aktivite degerleri belirlenmis ve elde edilen degerler
model yaniti olarak incelenmistir. Tiim kosullarda, EDTA selatlastirict 6zelligi ile
enzim aktivitesini artiric1 etki gostermis, ancak farkli metal iyonlar1 (Fe*?, Ca*?, Co*?,

Zn*?) varliginda enzim aktivitesinde degisen oranlarda diisiis gdzlenmistir.

UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminde, deneme desenine gore farkli kosullarda elde
edilen tirlinlerin nem igerigi, aw, renk degerleri (L*, a*, b*), y1gin yogunluk, sikigtirilmig
yogunluk, partikiil yogunlugu, porozite, keklesme, akabilirlik gibi fiziksel 6zellikleri ile
dagilabilirlik, ¢oziinebilirlik ve 1slanabilirlik gibi yeniden yapilandirma 6zellikleri
belirlenmistir. Nem icerigi ve aw degerlerinin kaplama materyali olarak iniilin
kullanildiginda azaldigr tespit edilmistir. Renk degerlerinin kaplama materyallerinin
farkli oranlarda kullanimi ile farkhilik gosterdigi bulgulanmistir. Elde edilen
mikroenkapsiile 6rneklerin akabilirliginin ve keklesme 6zelliklerinin kotii, dagilabilirlik,
coziinebilirlik ve 1slanabilirlik gibi yeniden yapilandirma ozelliklerinin ise yiiksek

oldugu belirlenmistir.

UPDK ile mikroenkapsiilasyon isleminde belirlenen optimum noktada iiretilen
mikroenkapsiile mTG ile UPDK-YE, GDK ve GPK ile mikroenkapsiile edilen 6rnekler
kalan aktivite, fiziksel ozellikler, partikiil boyutu, SYA, gozenek boyutu dagilimi ve
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partikiil morfolojisi agisindan karsilastirilmistir. UPDK ile mikroenkapsiile edilen
orneklerinin geleneksel yontemlerle elde edilen mikroenkapsiile 6rnekler ve UPDK-
YE’e gore olduk¢a yliksek kalan aktivite degerlerine sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica, disik pH (pH 3.0) ve yiiksek sicaklik (80°C) kosullarinda en yiiksek kalan
aktivite degerleri UPDK ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde tespit edilmistir. Tiim
ornekler fiziksel oOzellikler agisindan incelendiginde, yiiksek ¢oziinebilirlik ve
dagilabilirlik degerlerine ulasilmistir. Buna karsin tiim oOrneklerin akis 6zelliklerinin
zayif oldugu bulgulanmistir. En diisiik nem igerigine ve aw degerlerine sahip 6rneklerin
GPK ile tiretilen ornekler oldugu bulgulanmis, en yiiksek degerler ise GDK ile
mikroenkapsiile edilen orneklerde tespit edilmistir. UPDK o6rneklerinin nem igerigi
agisindan da GDK oOrneklerine gore iistiin  oldugu belirlenmistir.  UPDK ile
mikroenkapsiile edilmis mTG o6rnekleri 6zellikle 1slanablirlik acisindan diger 6rneklere
gdre oldukca iistiindiir. Orneklerin partikiil boyutu ve partikiil boyut dagilimlarina
bakildiginda, UPDK-YE o6rneklerinin GDK-YE o6rneklerine gore daha kiigiik partikiil
boyutuna ve daha dar bir aralikta degisen partikiil boyut dagilimina sahip oldugu tespit
edilmis, bu durum UPDK isleminde kullanilan piiskiirtme ve hizli donma asamalar ile
iliskilendirilmistir. Benzer durum, UPDK ve GDK ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde
de goriilmiis, UPDK isleminin GDK iglemine gore daha {iniform partikiil boyut dagilimi
sagladigi ortaya konmustur. SYA ve gozeneklilik i¢in elde edilen sonuglar
incelendiginde, UPDK-YE orneklerinin diger Orneklere gore yliksek SYA’na ve
gozenek hacmine sahip oldugu belirlenmistir. Olusan oldukc¢a gozenekli yapt SEM

gorintiileri ile de desteklenmistir.

UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerin farkli pH ve
sicaklik kosullarinda 1s1l stabiliteleri belirlenmis ve farkli Ornekler i¢in enzim
inaktivasyonu birinci derece reaksiyon kinetigi ile agiklanmigtir. Mikroenkapsiilasyon
isleminin enzimin 1si1l stabilitesini artirdig1 tespit edilmis, o6zellikle UPDK ile
mikroenkapsiilasyonu gergeklestirilen mTG Orneklerinin en yiiksek stabiliteye sahip
oldugu bulgulanmigtir. Ayrica aktivasyon enerjisi (Ea, kd/mol), aktivasyon entalpisi
(AH, kJ/mol), Gibbs serbest enerjisi (AG, kJ/mol) ve aktivasyon entropisi (AS, J/mol.K)
gibi aktivasyon parametreleri her bir 6rnek ve her bir kosul i¢in hesaplanmistir. pH 6.0
kosulunda tiim ornekler i¢in elde edilen daha diisiik Ea degerleri, 6rneklerin bu kosulda

sicaklik artisindan daha az etkilendigini ortaya koymus, AH, AG ve AS gibi
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parametreler ile de mikroenkapsiilasyon isleminin sicaklik uygulamasina karst enzim

aktivitesini daha iyi korudugu desteklenmistir.

UPDK-YE ile UPDK, GDK ve GPK ile mikroenkapsiile edilen érnekler 25°C ve %50
RH’da 6 ay, 38°C ve %90 RH’da 3 ay siire ile depolanarak iki farkli kosulda depolama
stabiliteleri belirlenmistir. Her iki kosulda da, en diisiik kalan aktivite degerine sahip
olan orneklerin UPDK-YE ornekleri oldugu goriilmiistiir. UPDK-YE partikiillerinin
sahip oldugu yiiksek SY A ve biiyiik hacimdeki gézenekler nedeniyle oksidasyona bagl
enzim inaktivasyonu  gercekleserek  kalan  aktivite degerlerinin  azaldigi
disiiniilmektedir. Her iki depolama kosulunda mikroenkapsiile Ornekler iginde en
yiiksek kalan aktivite degerlerinin UPDK islemi ile mikroenkapsiile edilen 6rneklerde

oldugu belirlenmistir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda, 6zellikle gida teknolojisi alaninda oldukg¢a yeni bir yontem
olan UPDK isleminin geleneksel kurutma yontemlerine gére mikroenkapsiilasyon
islemindeki basaris1 ortaya konmustur. Calismadan elde edilen veriler, farkli
biyoteknolojik materyallerin UPDK islemi ile mikroenkapsiilasyonunda islem
parametrelerinin belirlenmesini ve son iriin 6zelliklerinin ongoriilmesini saglayacak

niteliktedir.
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