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GOJi BERRY EKSTRAKTININ KiTOSAN iLE
ENKAPSULASYONU VE ANTIMIKROBIYAL
OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Bu caligmada, dogal asetilasyon yontemiyle elde edilen dogal katyonik bir
polisakkarit olan kitosan, sarimsak oziitii garlik ve goji berry 0zutl taurine
ekstraktlar ile enkapsiillendi. Kapsiilleme isleminde piiskiirtmeli kurutma yontemi
kullanild1. Kurutma giris sicakligi 120 oC ve ¢ikis sicakligi 45 oC olarak belirlendi.
Elde edilen ekstraktlar ve kapsiillenmis kitosan bilesikleri Fourier doniisiimli
kiz1l6tesi spektroskopisi (FTIR)  ve  Yiksek  Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC) ile analiz edildi ve kriyoskopi yontemi ile molekil
agirliklar1  belirlendi. Sentezlenen bilesiklerin % antioksidan aktivitesi UV
spektrofotometresi ile analiz edildi ve antioksidan bilesiklerin enkapsiilasyonda
yiikkleme kapasiteleri hesaplandi. Daha sonra sentezlenen bilesiklerin antibakteriyel
analizleri ve ylzey aktivite analizleri Listeria monositogenes, Staphylococcus aureus,
E.coli ve Salmonella bakterilerine kars1 kuyu diflizyon metodu ve Zeiss mikroskop
kullanilarak yapildi. Elde edilen analiz sonuclarina gore, sentezlenen CSA ve CSB
bilesiklerinin % antioksidan aktivite degerleri sirasiyla % 49.3 ve % 58.7 olarak
belirlendi. Molekiil agirliklari kitosan (CS), CSA ve CSB bilesikleri i¢in sirasiyla 67,
95 ve 134 kDa olarak hesaplandi. Antioksidan bilesiklerin enkapsulasyonda yikleme
kapasiteleri CSA ve CSB icin sirasiyla % 58.4 ve % 65.1 olarak analiz edildi.
Kitosan ve kapsiillenen CSA ve CBS bilesiklerinin antibakteriyel analizleri igin 4
farkli bakteri kullanildi. Gram negatif bakteriler olarak E.coli ve Salmonella
bakterileri, gram pozitif bakteriler olarak S.aureus ve L.monocytogenes kiltirleri
kullanildi. Antibakteriyel analiz sonuglarina gore en biiyiik inhibisyon zonlar1 CSA
ve CS bilesikleri igin Listeria monocytogenes bakterisine karsi elde edilmistir.
Bilesiklerin E.coli, Salmonella, Listeria monocytogenes ve S.aureus bakterilerine
kars1 yapilan yilizey aktivite analiz sonuglarina gore ise S.aureus bakteri disinda diger

tiim bakterilere kars1 anlamli ylizey aktivite sonuclari elde edilmistir.



Anahtar Kelimeler: Enkapsiilasyon, Kitosan, Goji berry, Garlik ekstraktlari,
Antibakteriyel, Yuzey aktivite analizleri
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INJECTION OF GOJI BERRY EXTRACT WITH CHITOSAN
AND ANALYSIS OF ANTIMICROBIAL PROPERTIES

ABSTRACT

In this study, chitosan, a natural cationic polysaccharide obtained by natural
acetylation method, garlic extract garlic and goji beri extract were encapsulated with
taurine extracts. Spray drying method was used in the encapsulation process. Drying
inlet temperature was determined as 120 oC and outlet temperature as 45 oC. The
extracts and encapsulated chitosan compounds were analyzed by Fourier transformed
infrared spectroscopy (FTIR) and High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) and their molecular weights were determined by cryoscopy method. The %
antioxidant activity of the synthesized compounds was analyzed by UV
spectrophotometer and the loading capacity of the antioxidant compounds in
encapsulation was calculated. Then, antibacterial analyzes and surface activity
analyzes of the synthesized compounds were performed against Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, E.coli and Salmonella bacteria using well
diffusion method and Zeiss microscope. According to the analysis results %
antioxidant activity values of synthesized CSA and CSB compounds were
determined as 49.3 % and 58.7 % respectively. Molecular weights were calculated as
67, 95 and 134 kDa for chitosan (CS), CSA and CSB compounds, respectively. The
loading capacities of the antioxidant compounds in encapsulation were analyzed as
58.4 % and 65.1 % for CSA and CSB, respectively. Four different bacteria were used
for antibacterial analysis of chitosan and encapsulated CSA and CBS compounds.
E.coli and Salmonella bacteria were used as gram negative bacteria, S.aureus and
L.monocytogenes cultures were used as gram positive bacteria. According to the
antibacterial analysis results, the largest inhibition zones for CSA and CS compounds
were obtained against Listeria monocytogenes bacteria. According to the surface
activity analysis results of the compounds against E.coli, Salmonella, Listeria
monocytogenes and S.aureus bacteria, significant surface activity results were

obtained against all bacteria except S.aureus bacteria.
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I. GIRIS

Enkapsiilasyon; maddenin ya da karisimlarin baska bir madde ile
kaplanmas1 ya da hapsedilmesi olarak tanimlanmaktadir (Madene, A., Jacquot,
M., Scher, J. and Desobry, S. 2006). Mikroenkapstlasyon ise c¢ekirdek materyal
cevresinin bir veya birden fazla kaplama maddesi kullanilarak sarilip mikrometre
ile elde edilmesinde kullanilan giiniimiiz teknolojisidir. Mikrokapsiilleri basitge
anlatmak istersek kiire seklindedirler ve g¢evrelerinde homojen bir duvar
mevcuttur (Gharsallaoui, A., Roudaut, G., Chambin, O., Voilley, A. and Saurel,
R. 2007).

Mikroenkapsiilasyonlar gida sektoriinde genellikle kullanim amaglar
kaplanacak olan maddelerin dis etkilere kars1 korumak (sicaklik, 1s1k),
buharlagarak kaybolmasini engellemek, maddelerin kaplanmasi sonucu ile
tasinmasini kolaylastirmak gibi kullanim amaglar1 vardir (Desai, K. G. H. and
Park, H. J. 2005).

Toplumumuzun yiyecek ve igecek aliskanliklar1 her gecen giin, siirekli
olarak degismekte ve daha farkli ve ¢esitli hale gelmektedir. Bu ylizden Goji
berry meyvesinin populeritesi son yillarda hizla artis gostermistir. Diinyada goji
berry veya kurt iiziimii olarak adi gecen bu meyve antioksidan Ozellikleri ve
saglik acisindan bir¢ok faydasindan dolayi son yillarin gdézde meyvesi haline

gelmistir (Potterat, O., “Goji 2010).

Gidalarin cografi kokeni en 6nemli kalite parametrelerindendir. Iklim ve
yetistirme yontemleri ise bitkilerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin farkliliklara
sebep olmaktadir. Kurt iiziimii bitkisi dayanikli ve verimsiz topraklarda da
kullanilabilecek kok yapisina sahiptirler. Kurt Gzimi meyvesi genellikle uzak
dogu Cin, Japonya, Mogolistan, Tavyan ve Himalayalarda yetistirilmekte
glinimiizde Tiirkiye’de de goji berry yetistiriciligi yavas yavas baslamistir
(Amagase, H., and Norman R. F., A 2011). Kurt G4zimu meyvesinin Dinya’da ki
dagilimi asagida Sekil 1’de verilmistir.



Sekil 1 Kurt {iziimii meyvesinin Diinya'daki dagilimi

Kurt iiziimii meyvesi uzun yillardir geleneksel ilag olarak kullanilmistir. Bu
meyve genellikle taze, kurutularak, bitki ¢ayi, vejeteryan ve et yemeklerinin icine
katilarak tiiketilmistir (Donno, D, Cerutti, A.K., Prgomet, I., Mellano, M.G.,
Beccaro, G.L., 2015). Kurt iiziimii meyvesi tathh ve suludur, tadi ise kiraz ve
yabanmersinine yakindir. Goji bitkisinin meyvesi disinda yapraklar1 sifa i¢in
kaynatilip ¢ay olarak da tiiketilmektedir. Kurt iiziimiinlin kimyasal bilesenleri
arasinda en Onemlisi polisakkarit kompleksleridir. Meyvenin antioksidan
aktivitesi igerdigi fenolik bilesiklerden ve karotenoid kaynaklidir (Lee, M.T., and
Chen, B.H., 2002).

Kitosan Bradconnot tarafindan 1811 yilinda kitinin kismi veya tamamen
deasetilasyonu ile elde edilmis antimikrobiyal Ozellige sahip  bir
heteropolisakkarittir kaynaklidir (Lee, M.T., and Chen, B.H., 2002),
(Muzzarellia, R.A.A., Boudrant, J., Meyer, D., Manno, N., Demarchis, M.,
Paoletti, M.G. 2012). Kitosan metal iyonlarini1 baglayarak veya serbest radikalleri
sondiirerek antioksidan aktivite gosterir. Kitosan amino ve hidroksil gruplari
serbest radikallerle reaksiyona girerek onlarin stabil molekiillere doniismesini
sagladiklar1 icin antioksidan aktiviteden sorumlu gruptur (Xie, W., Xu, P., Liu,
Q., 2001). Bol ve yaygin miktarda bulunmasi, mikroorganizmalar1 inhibe etmesi,
toksik etki gdstermemesi, biyo-uyumlu olmasi, pargalanabilmesi, kimyasal ve
fiziksel 6zellikleri nedeni ile diger biyopolimere gore pozitif 6zellikler gostermesi
sebebi ile kitosan basta gida olmak iizere kozmetik, tip, tekstil, immiinoloji ve
bir¢ok alanda kullanim olanagi saglamaktadir (Lee, M.T., and Chen, B.H., 2002),
(Muzzarellia, R.A.A., Boudrant, J., Meyer, D., Manno, N., Demarchis, M.,
Paolett1i, M.G. 2012), (Prashanth, K.VV.H., Tharanathan, R.N. 2007).



Hucrenin iginde en ¢ok bulunan serbest aminlerden birisi olan ve goji berry
bitkisinin ekstrakti olan taurin; renksiz, suda eriyebilen ve i¢inde siilfiir iceren bir
aminoasittir (Chesney R.W., 1985). Bazi alg tiirleri disinda bitkilerde olmayan ya
da ¢ok az olan taurin 6zellikle hayvan dokusunda ¢ok miktarlarda bulunmaktadir.
Serbest aminoasit olan taurin ilk kez okiiz safrasindan izole edilmistir

(Bouckenooghe T, Remacle C, Reusens B. 2006), (Sturman J.A., 1988).

A. Goji Berry

Kurt 0zimi ¢ok yillik bir bitkidir ve Solanaceae familyasindandir. Cesitli
bolgelerde yetisen yaklasik olarak 70 tiri oldugu arastirmalar sonucu
bulunmustur. En bilinenleri Lycium chinense L. Ve Lycium barbarum L. Tirtidiir
(Potterat, O., “Goji 2010). Kurt tiziimii vatanimizda ise sekil itibariyle dikenli
oldugu icin teke dikeni, atlangag, cay agaci, ¢ay bitkisi gibi isimler almistir

(Baytop, T., 1994), (Ebadi, M.,2002).
Sekil 2°de Lycium barbarum L. bitkisinin siniflandirilmasi verilmistir.

Alem: plantae
Bollim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Solanes
Familya:  Sonaneceaea
Cins: Lycium

Tiir: L. barbarum

Sekil 2 Lycium barbarum L. bitkisinin siniflandirilmasi

Bitkinin habitat1 tam olarak bilinmemekle beraber diinyanin 1lik ve sicak
bolgelerinde yaygin olarak yasamini siirdiirmektedir. Asya kitasi orijinli olan kurt
liziimii meyvesi Cin’de yilda yaklasik 100.000 ton civari yliksek bir tiretimi vardir

(Bruno, G., “Background & Traditional Use” Goji. 2009).

Kurt {izimii meyvesinin tibbi olarak Cin tarihinde sayisiz kez bilim

adamlar1 tarafindan arastirilmis ve sifali bitkiler ve kullanimi {istiine bir ¢calisma



olan “Root and Herbal Classic (Shennong bencao jing)” adli kitapta 365 ilagta
kurt tiziimii meyvesinin kullanildigini belirtilmistir (Wang, Y., Chen, H., Wu, M.,
Zeng, S., Liu, Y., And Dong, J 2015).

Cogu iilkede kurt iiziimii meyvesinden elde edilen jole, saraplar ve meyve
sularina 6nemli bir talep vardir ki bunun nedeni meyve bu yapilara islenmeye ¢ok
musaittir (Kocyigit, E, and Nevin S. 2017). Sekil 3’de kurt {iziimli meyvesinin

farkli gériintimleri verilmistir (Amagase, H., and Norman R. F., "A 2011).

Sekil 3 Kurt Uzimu meyvesinin genel gorianumleri

Kurt lizimi meyvesi, giinlilk harcamamizin ¢ogunlugunu karsilayacak
oranlarda makro besin igerir. I¢erisinde % 68 karbonhidrat, % 12 protein, %10
lipid, % 10 Iif bulunur ve vitamin, mineral bakimindan ¢ok zengin protein
depolaridir (Potterat, O., “Goji 2010). Kurt Gzimi meyvesi temel olarak 6 adet
monosakkaritten olusur. Bunlar mannoz, glukoz, ramnoz, galaktoz, arabinoz ve
ksilozdur (Tian, M., and Wang, M. 2006). Mineral yoniinden de zengin olan kurt
Gzumd meyvesi 11 temel mineral ve 21 iz mineral icerir (Duan, H., Chen, Y.,
And Chen, G. (2010), (Ji, J., Wang, G., Wang, J., and Wang, P., 2009).

Bildigimiz iizere sera ortaminda tohumlarin ¢imlenmesi ¢abuk ve kolay bir
yontemdir. Kurt {izimii meyvesinin ¢imlenme sicakligr 15-25 °C oldugu i¢in

diisiik sicakliga karsi dayanikli ve direnglidir (Yilmaz, G., ve Kinay, A., “Goji



Beri 2006). Kurt tzima bitkisi 1-4 metreye kadar biiylimesi sebebi ile yaprag: dar
ve etlidir (Wu, J.N., 2005), (Zhu, Y.P., “Gou Qi Zi. 1998).

B. Taurin

Taurin, ¢ogu biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarin siirdiirilmesinde
o6nemli role sahiptir (Hayes Kc 1976). Taurinin en iyi bilinen 6zelligi, safra
asitleriyle konjuge olmasidir (Chesney R.W., 1985).

Calismalar sonucu taurinin dayanikl etkiye sahip bir osmotik diizenleyicisi
oldugu bilinmektedir. Taurin hiicrelerde osmotik diizenleyicisi olarak gorev
almakla beraber bu sebeple bazi avantajlar saglamaktadir. Avantajlarindan biri,
tasinimin diizenlenmesi ile birlikte osmotik strese karsi hizli adaptasyona olanak
saglamasidir. Diger avantaji ise, hiicre disindaki olaylardan kendisini tamamen
soyutlayarak koruma saglamasidir (Huxtable R.J., Sebring L.A. 1986),
(Trachtman H., Barbour R., Sturman J.A., Finberg L. 1988), (Trayhurn P., Van
Heyningen R. 1973), (Yokoyama T., Lin L., Chakrapani B., Reddy V.N. 1993).

Bir biyomarker olan taurin, viicutta dogal olarak bulunan bir aminoasittir.
Protein lretimine katkida bulunan aminoasitlerin, arinndirma diger bir ifadeyle
notralizasyon ve detoks islemlerinde rol aldiklar1 da elde edilen bulgular

arasindadir.

Taurinin hiicre membran stabilizasyonu, antioksidasyon, detoksifikasyon,
ozmoregililasyon, ndéromodiilasyon, 6zellikle beyin ve retina gelisimi gibi bir¢ok
fizyolojik ve biyokimyasal olayda rol aldig1 g6z Oniine alindiginda, en 6nemli
Ozelliklerinden birinin antioksidan etkisi oldugu bu nedenle giinliik yasamda ve

hekimlik uygulamalarinda 6nemsenmesi gerektigi sdylenebilir.

C. Kitosan

Yengec, 1stakoz, karides vb. deniz canlilarinin dis iskeletinde, maya ve kiif
gibi mikroorganizmalarin hiicre duvarinda bulunan kitin, seliillozdan sonra dogada
en c¢ok karsilastigimiz polisakkaritlerdir. Kati formuda kitin zinciri, hidrojen
baglar1 ile baglanmas1 sebebi ile baskin kristal yapiya sahiptirler. Kitosan, kitinin
alkali ortamlarda 90 ila 150 °C’de 4-5 saat siire ile kismen veya tamami

deasetilasyonu yada kitin deasetilaz enzimi vasitasi ile enzimatik deasetilasyonu



ile elde edilen ve bu nedenle B-(1,4) bagi ile baglanmis degisen oran ve sayida D-
glukozamin ve N-asetil-D-glukozaminden olusan diiz zincirli kopolimer olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Potasyum hidroksite gore ¢ok fazla etkisini gdsterdigi igin
deasetilasyon isleminde Sodyum hidroksit tercih edilmektedir. Kimyasal yontem
ile deasetilasyon isleminde asidik kosullarinda kullanildigini biliyoruz fakat
glukozidik baglarin asidik kosullara ¢ok duyarli olmasi sebebi ile asiri
depolimerizasyon olucagi i¢in asidik kosullar1 tercih etmemeliyiz. Sodyum
hidroksit uygulamasi ile deasetilasyonun yani sira kismi depolimerizasyon islemi
de gerceklestirebilmekteyiz. Bu sebep ile deasetilasyon kosullarimiz, elde edilen
kitosanin deasetilasyon derecesine, asetil gruplarinin zincir boyunca dagilma
sekline, molekiil agirligina ve ¢ozeltideki viskozitesini belirlemektedir (Dash, M.,
Chiellimi, F., Ottenbrite, R.M., Chiellin1i, E. 2011), (Younes, 1., Rinaudo, M.,
2015). Endustriyel kitosan uretimi enzimatik yontemlerden ziyade kitlesel ve

ucuz oldugu i¢in sodyum hidroksit konsantresi tercih edilir.

Kitinin kristal yapida olmasi sebebi ile elde ettigimiz kitosandaki asetil
gruplar1 zincirler boyunca heterojen bir dagilim gostermektedir (Jayakumar, R.,
Menon, D., Manzoor, K., Nair, S.V., Tamura, H., 2010). Asetilasyon derecesi
cogunlukla % 5-30 arasinda degisim gostermektedir. Alkali uygulamasi bir iki
kez tekrar edildiginde tam bir deasetilasyon saglanmaktadir (Kurita, K., 2006).
Kitosanlar genel olarak molekiil agirliklariyla ve asetilasyon derecesiyle

karakterize edilir ve azot igerikleri ile karakterizasyonda biiyiik 6nemi vardir.

Kitin yapisinin en bas 6zelliginden biri de agirlik¢a % 6,89 oraninda asetil-
amino grubu (-NH-CO-CH3) yapisinda azot igerigidir. Azot oranlar1 (-NH2 ve -
NH-CO-CH3 seklinde) agirliginin % 7’sinin lizerine ulastiginda kullanimi en ¢ok
kullanilan kitosandir (Varma A.J., Deshpandea, S.V., Kennedy, J.F., 2004). Ticari
olarak kullanilan kitosanlarin ise deasetilasyon derecesi ¢ogunlukla % 85’ten
yiiksek olup molekiil agirliklar1 genelde 100 ila 1000 kDa arasinda degisim
gostermektedir. Uretim kosuluna baktigimizda kitosanin molekiil agirlig
degiskenlik gosterdigi icin, molekiil agirligi 50 kDa ve daha az olanlara diistik,
50-150 kDa arasinda kalanlar orta ve 150 kDa ve yiiksel olanlar ise yiiksek
molekiil agirlikli olarak adlandirilmaktadir (Goy, R.C., De Britto, D., Assis,
0.B.G., 2000). Polisakkarit iskeletinde var olan asetil-amino gruplar1 kitosana

farkl1 nitelikler kazandirmaktadir. Ornegin kitosanin toksik etkiler gdstermemesi,



lif ve film olusturma Ozellikleri, metal iyonlarin1 adsorbe etmeleri, ¢oziinen
maddeleri ¢oktiirme veya siispansiyonlari gibi kendine 06zgiin biyolojik

aktiviteleri asetil-amino gruplar: sayesin de yapmaktadir (Kurita, K., 2006).

Kitosan organik ¢6zlcude, suda, notral ve alkali pH’larda ¢6ziinmez iken
laktik, asetik asit, formik asit gibi seyreltik asit soliisyonlarinda (pH<6)
cOozunmektedirler (Kurita, K., 2006), (Kumar, M.N.V.R., 2000). Fakat diisiik
molekiil agirligina sahip kitosan oligosakkaritleri su igerisinde de ¢Oziinebilir.
Asidik ortamda ¢oziinen kitosanin amino gruplari proton baglayarak pozitif yiikli
hale gecmektedir. Su da ¢ok Onemlidir ki kitosanin stabilitesi depolama
sicakligina ve sureye olumsuz yonde etkilenir bu yizden pH 7 ve (zeri oda
sicakliginda uzun siire bekler ise, stabilitesi ve antimikrobiyal aktivitesi azalma
gosterir (No, H.K., Kim, S.H., Lee, S.H., Park, N.Y., Prinyawiwatkul, W., 2006.).

1. Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi

Kitosan dogal bir polimer oldugu i¢in viicudumuzda parcalanma ihtimali
olabilir ve bu sebeple givenli ve toksik etkisi bulunmaz antimikrobiyal
aktiviteye, bag dokusu iizerinde rejeneratif, kemik iireten hiicre olusumunu
hizlandirici, kanamayr durdurucu, memeli ve mikroorganizma htcrelerine
baglanabilmesine, anti-kanserojen, anti-kolesterol, kemik olusumunu hizlandirici,
merkezi sinir sistemini baskilayici aktivitesine ve bagisiklik sistemine gibi bir

cok biyolojik 6zelligi vardir (Dutta, P.K., Dutta, J., Tripathi, V.S 2004).

Antimikrobiyal aktivitenin en 6nemli biyolojik o6zelliklerine sahip olan
kitosan ve tiirevleridir. Kitosanin antibakteriyel, antiviral ve antifungal aktiviteye
sahip oldugu birgok arastirma sonucu bulunmustir (Kong, M., Chen, X.G., Xing,
K., Park, H.J., 2010), (No, H.K., Kim, S.H., Lee, S.H., Park, N.Y.,
Prinyawiwatkul, W. 2006), (Rabea, E.l., Badawy, M.E.T., Stevens, C.V.
Smagghe, G., Steurbaut, W. 2003). Kitosan ayrica Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere de karsi etkisini siirdurip bunlara 6rnek olarak da Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, E. coli, Salmonella
typhymurium, Lactobacillus plantarum verebiliriz. Son zamanlarda yapilan
calismalar sonucu kitosanin bakteriler listiinde ki inhibitor etkilerinin daha fazla
bakteriyostatik oldugu kaanati getirilmistir (Kong, M., Chen, X.G., Xing, K.,
Park, H.J.(2010), (Goy, R.C., De Britto, D., Assis, O.B.G., 2000).



D. Allisin

Sarimsagin antimikrobiyal ozellik igerdigi siilfiir tiyosiilfinatlaridir. Bu
bilesigin en 6nemlilerinden olan ve sarimsagin tadin1 ve kokusunu veren allisin,
diger antimikrobiyal etki gosteren sekonder metabolitler gibi dogal olarak
sarimsakta bulunmamaktadir (Cowan, M.M., 1999). Sarimsagin kesilmesi,
ezilmesi veya c¢ignenmesi sonucu allinaz enziminin dokuda var olan alliini

parcalamasi sonucu olusmaktadir (Khanum, F., Anilakumar, K. R., Viswanathan,
K. R., 2004).

Allisin, Alliin’in allinaz lizis tarafindan dretilen Allin-SOH’in 2
molekiiliiniin hizla kondensasyonu ile olusmakta ve aciga ¢ikmaktadir (Sekil 4)
(Arnault, 1., Christides, J.P., Mandon, N., Haffner, T., Kahane, R. And Auger, J.
(2003), (Egen- Schwind, C., Eckard, R., Jekat, F.W. And Winterhoff, H. 1992).

alliin
NH2 ara uridn sulfonik asit
[ .
J s allinaz N
COOH OH
0
5 Il
-H20
z — ~ g -
OH allisin

Sekil 4 Allisin olusum mekanizmasi

Sarimsakdaki temel aktif ajanlar allisinlerdir (Sekil 5). Allisin taze
sarimsaga kokusunu ve aromasini veren ve gii¢lii bir antioksidan 6zellige sahip
oldugu i¢in antiviral, antikanserojenik, antiparazitik etkilerinin yapilan

arastirmalar sonucu bulunmustur (Tung, Y. And Chung, W. 1989).



Sekil 5 Allisin molekiil yapisi

Bailey ve Cavallito oda sicakliginda igerisinde bulunan etanollii sarimsak
Oziitiinii diisiik basing altinda buharla damitmislar, antibakteriyel madde olan
allisini izole edip tanimlamislardir (Cutler, R.R. and Wilson, P. 2004). Kesilen
sarimsagin aromatik kokusunu meydana getiren saf allisin sarimtirak yagl bir
sivt oldugu bulunmustur (lberl, B., Winkler, G., Knobloch, K. 1990). Allisin
olusumu sarimsagin disler ile ¢ignedikten 6 saniye sonra tamamen olustugu i¢in
sarimsakta sorun teskil etmez; fakat allisin olusumu ¢ok hizli1 gergeklestiginden
ve pH 3,5’in altinda geri donlisiimsiiz olarak inhibe oldugunu i¢in ¢ok dnemli bir
sorundur (Lawson, L.D. and Huges, B.G. 1992), (Lawson, L.D., Wang, Z.-Y.J.
and Papadimitriou, D. 2000).

Allisin stabil bir yapist olmadigr i¢in hazirlanma kosuluna bagli olarak
hizlica diallil disiilfit, diallil siilfit, diallil trisiilfit ve ajoen gibi siilfiirli
bilesiklere doniisebilmektedir (Khanum, F., Anilakumar, K. R., Viswanathan, K.
R., 2004). Sarimsagin antimikrobiyal Ozellik bakimindan ¢ok Onemli bir
bilesigide ajoenlerdir. Is1 yolu ile allisinden meydana gelen diallil disiilfit ile
allisin birlestigi zaman ajoenler olusmaktadir (Mc Elnay, J.C., ve Po, A.L.W.,
1991). Sarimsagin bakteri {istiindeki inhibitor etkileri allisinin —S(O)-S— gruplari
ile bakterilerin hicre igerisinde bulunan proteinlerindeki —SH gruplariyla
olusturdugu spesifik baglar ile oldugu bulunmustur (Kyung, K.H., Kim, M.H.,
Park, M.S. ve Kim, Y.S., 2002). Sarimsakda ki kiikiirt bilesiklerinin diallil

disalfar, diallil stlfir, non-enzimatik antioksidan etkisini incelemek i¢in yapilan



arastirmalar sonucunda bu bilesiklerin lipit stabilitesini artirdiklarini bulunmustur

(Yin, M.C., Hwang, S.W. and Chan, K.C. 2002).

Cogu in vivo calismalarinda kiikiirt bilesiklerin (DADS, DAS) ve katalaz
gibi antioksidan aktivite gosteren enzimler ayarlama yolu ile antioksidan
korumayr sagladiklar1 yapilan arastirmalar sonucu bulunmustur. Sarimsak
ekstrakti ile islem gdormiis hiicrelerde zamana ve doza bagli olarak siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesinde artma goézlemlenmistir. Buradan c¢ikaracagimiz
sonug¢ sarimsagin bazi enzimatik ve non-enzimatik serbest radikal inhibisyon
sistemlerine karistig1 ve koruyucu antioksidan durumunu saglamaya calistigini
gormekteyiz. Bu bilesikler enzimatik antioksidan aktivitesi, hayvanlar ve
insanlarin saghig icin uygulanmasini desteklemektedir; fakat bu sonuglar
antioksidan koruma i¢in gida sistemlerini desteklemeyedebilir (Wei, Z. and Lau,
B.H.S. 1998), (Yamasaki,T., Lin, L. and Lau, B. H. S. 1994), (Yeh, Y.Y. and Liu,
L. 2001). Sarimsagin antioksidan koruyuculugunu devam ettirebilmesi igin
serbest radikallerini ortadan kaldirarak, olusmalarini engelleyerek, antioksidan
Ozellige sahip enzimlerin etkisini arttirarak (Wei, Z. and Lau, B.H.S. 1998). diger
antioksidanlarla sinerjetik etki kurarak, non-enzimatik sekilde; metal iyonlar1
selatlayarak, indirgen gii¢ 6zelligini kullanarak yaparlar (Yin, M.C., Hwang, S.W.
and Chan, K.C. 2002), (Yeh, Y.Y. and Liu, L. 2001). Fakat burada énemli olan
husus sarimsaga uygulanan proses islemidir. Ciinkii pH, sicaklik, yagda ve de
suda ¢oziinebilme ve uygulama siiresi degiskenligi sarimsagin baskin olan kiikiirt
bilesiginin degismesine ve farkli antioksidan aktivite 6zellik gostermelerine sebep
olur (Kim, S.M., Kubota, K. and Kobayashi, A. 1997).

Kim et al.”e gore allisin, diallil disulfir, diallil tristlfur ve ugucu kikartli
bilesenler sarimsagin esas antioksidan bilesikleri oldugu yaptigi calismalar
sonucu ortaya koymustur. Farkli bir 6rnek vericek olursak Lawson’un hayvan
testi ise allisinin diisiik konsantrasyonlarda sarimsagin antioksidan aktivite
Ozelliginden sorumlu oldugunu buna ragmen yiiksek konsantrasyonlarda pro-
oksidan olarak rol oynadigini bulmustur. Sicaklik 33 °C, pH 6,5, siire ise 1 saat
uygulamast allisinin olusumu i¢in uygun oldugundan, sarimsagin lipit
peroksidasyonu Uzerine etkileri allisinden ileri gelmektedir (YYamasaki,T., Lin, L.
and Lau, B. H. S. 1994), (Yarnell, E. 1999).
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E. Enkapstlasyon Prosesleri

Enkapsiilasyon uygulamasi aktif olan bilesenlerin tasiyict madde igine
hapsedilmesidir. Bu yiizden tiiketicinin gida maddesine dogru zamanda ve dogru
yerde basit bir sekilde erisebilmesine olanak saglamaktadir. Bu ylizden aroma ve
tat farkini, kotii kokunun ve kotii tatin maskelenebilmesini, gida maddesinin
stabil olmas1 ve biyoyararliliklarinin arttirilmasi saglanmaktadir. Enkapsiilasyon
islemleri ayrica fermantasyon, gida maddesi ve ya iiriinlerin liretiminde enzimleri
ya da hicreleri hareketsiz kilmak igin de kullanilmaktadir (Zuidam, N.J. and
Shimoni, E., 2010).

Enkapstile olan maddeler aktif maddeler, ¢ekirdek maddeler, dolgu, i¢ faz
ya da ylkleme fazi1 olarak isimlendirilirken, enkapsiile edici maddeler, zar,
kaplama, tasiyict malzeme, kabuk, duvar malzeme, dis faz ya da matriks olarak
isimlendirilir. Gida maddelerinin enkapsiilesinde kullanim1 kolaylastirabilmek
i¢in tastyict malzemelerin gida {iretimini ve aktif maddeleri ¢evreleyerek bariyer
olusturmasina uygun olmalidir. Matriks tipi ve rezervuar tipi olmak Uzere iki tir
enkapsiilasyon modeli karsimiza ¢ikmaktadir. Sekil 6’da enkapsiilasyon modelleri

gosterilmistir (Zuidam, N.J. and Shimoni, E., 2010).

Sekil 6 Enkapsilasyon- a) Matriks- b) Rezervuar tipi- ¢) Kaplanmis matriks modeli

Enkapstlasyon drianleri partikill boyutuna gore nanopartikil, mikrokapsul
ve mikrorezervuar olarak tanimlanir. Gida teknolojisinde mikroenkapsiile olan

irtinlerin faydas1 asagidakiler gibi siralayabiliriz.

Aktif maddelerin kolaylikla tasinmalari, gida isleme sisteminde aktif
maddelerin hareketsizliginin saglanmasi, son iriinlerde ve proses esnasinda

kararliligin gelismesi, giivenligin gelismesi (aroma gibi ugucu 6zellik gosteren
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bilesiklerin yanmasini engellemek), goriiniir ve yapisal etki olusturmak, aktif
bilesiklerin ayarlanabilir 6zellikleri (yapisi, partikiil boyutu, suda veya yagda

¢Oziinlirligl, renk), tat maskelemesi, kontrollii salinim gibi faydalar1 mevcuttur.

Bu saydigimiz faydalarin asagidaki siraladigimiz  negatif etkilerin

ustesinden gelmesi beklenmektedir.

Ekstra maliyet, liretim prosesleri ve ya tedarik zincirlerinin karmasikliginin
artmasi, enkapsiile olan iriinlerin istenmeyen tiiketici geri bildirimi, gida
tirlinlerinin Uretimi ve ya saklanmasi sirasinda ki enkapsiile iiriinlerin kararlilig
tizerindeki zorluklardir. Bu negatif etkilerden otiiri gida formiilasyonu
olusturulurken enkapsiile {riinler birinci tercih olarak se¢ilmemektedir.
Mikroenkapsiiller, gida {iriiniinde kullanimi gidalarin saglikli, lezzetli ve daha
kullanilabilir olmasin1 saglamaktadirlar. Bu sebepten oOtiirii son zamanlarda

mikroenkapsiillere karsi talep yiiksek dl¢iide artmistir (Frost & Sullivan 2005).

Uygulanan en oOnemli enkapsiilasyon metotlari, sprey sogutmasi, sprey
dondurmasi, ekstriizyon kaplamasi, akigkan yatakta kaplama, lipozom sikistirma,
koaservasyon, inkluzyon kompleks, santrifij ekstriizyonu, rotasyonel
siispansiyonuve sprey kurutmadir. Bu tez ¢aligmasinda piiskiirtmeli kurutma

yontemi uygulanmistir.

1. Puskdrtmeli kurutma

Plaskurtmeli  kurutma metodu aktif malzemenin  enkapsulasyon
uygulamasinda kullanilan en eski yOontemlerden biridir. Bu yontemde, aktif
bilesikler ile tasiyict malzemenin sulu bir ¢dzelti de eritme islemi yaparak
emiilsiyon olusturulur ve sonrasinda karigimin sicak hazne i¢ine atomize olarak
puskiirtiillmesi saglanmaktadir (Barbosa-Canovas Gv, Ortega-Rivas E, Juliano P,
Yan H 2005). Bu islem sirasinda damlacik yiizeyde film olusturulur. Sonrasinda
kii¢iik su molekiillerinin buharlagmasin1 saglayarak daha biiyiik aktif bilesiklerin
buharlagtirilmas: geciktirilir. Gida teknolojisinde piiskiirtmeli kurutma metodu
genellikle santrifiij carki yada yliksek basing memesiyle beslenir ardindan
atomize edilir ve ¢ok 1sinmis havayla partikiillerin kars1 akimi ile ¢alismaktadir.
Fakat ucucu bilesenler ya da bilesenler 1siya duyarliysa bu birinci agsama daha

onemlidir.
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Piiskiirtmeli kurutma metodunda, damlaciklarin boyutu yiizey gerilimi ve
sivinin  viskozitesine, sprey hizi ve basing diisiisiine baglhidir. Piiskiirtme
damlaciginin  blyiikliikleri, partikiil biiyiikligiini ve kuruma siiresini
belirlemektedir. Havanin giris sicakligr (150-220°C), beslenme orani, beslenme
sicakligl, akis hizi, buharlasmali sogutmayla kontrolii yapilarak damlacik
sicakliginin 100°C’yi gegmemesi saglanmalidir. O yiizden sicaklik genelde 50-
80°C hava cikis sicakligr olarak belirtilmektedir. Kurutma islemi siiresince
damlacik yiizeyinde bir film olustugu goriiliir, damlaciklarin kurumasinda ise
bilesenlerin konsantrasyonu arttigi goriilmektedir (Carneiro, H. C. F., Tonon, R.,
Grosso, C. and Hubinger, M. 2013). Kullanilan tasiyici malzemeler, aktif
bilesenleri korumali, suyun i¢inde yiiksek ¢oziiniirliikte olmali, dagilimi, molekiil
agirhig, kristalligi, iyi film yapma o6zelligi, iyl emiilsiyon olusturma ozelligi ve
disiik maliyet gibi ozellikleri bulunmalidir (Gharsallaoui, A., Roudaut, G.,
Chambin, O., Voilley, A. and Saurel, R. 2007). Tasiyic1 malzemeler olarak
proteinler, karbonhidratlar yaglar ve dogal gamlar kullanilmaktadir. Piiskiirtmeli
kurutucu ile elde edilen kapsiiller su ile temas ettigi an aktif bilesenlerini

salmaktadirlar.

Piiskiirtmeli kurutma metodunda aromanin ve yaglarin mikroenkapsiilesinde

kullanilan en bilinen yontemdir. islem sonucunda olusan toz formundaki iiriinler
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Il. MATERYAL VE METOD

A. Materyal

Sarimsak oziitii garlik, sodyum tripolifosfat, metanol, hidroklorik asit,
sodyum hidroksit, asetik asit, DDPH, trolox ve kitosan Sigma-Aldrich'ten satin
alindi. Goji berry meyvesi Tirkiye’nin Karadeniz Bélgesinde yerli bir marketten

temin edildi.

B. Metod

1. Goji berry oziitiiniin hazirlanmasi (taurin)

Goji berry meyvesi, 21 giin oda sicakliginda kurutulduktan sonra ¢giitiilme
islemi yapildi ve toz haline getirildi. Toz numunesi (10 g) 100 mL metanol ile
karistirilma islemi yapildi. Daha sonra karisim, manyetik bir karistirict ile 60
dakika boyunca karistirilarak homojen bir hale gelmesi saglandi ve stok ¢ozelti,
30 dakika siire ile ultrasonik banyoda bekledi sonrasinda numuneler, 10 dakika
siire ile 3500 rpm'de santrifiij islemi yapildi. Elde edilen taurin oziitii (tagm),
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) analizi ile tespiti yapildi (Baysal
G, 2020).

2. Taurin ve garlik yiiklii kitosan nanoparc¢aciklarinin hazirlanmasi

Kitosan 10 gr tartildi ve 900 ml distile su ile tamamlanarak 100 ml asetik
asit ilave edildikten sonra manyetik karistirictda oda sicakhiginda 30 dk
karigtirildi. Daha sonra karisma devam ederken 500 mg goji berry ekstaktini ve
1000 mg garlik ekstrakt: tartildi ve pastor pipetle damla damla ilave edilerek 15
dk boyunca karistirma islemine devam edildi. 15 dakika sonra kitosan/TPP 3/1
oraninda sodyum tripoli fosfat bilesigi (%1 lik) damla damla pastor pipetle
karigma devam ederken ilave edildi ve 0.1 N HCI ¢ozeltisi ile pH degeri 4.0’
ayarlandi ve 24 saat karistirma islemi gerceklestirildi. 24 saat karistirdiktan sonra

120 °C’de puskirtmeli kurutucuda kurutuldu. Elde edilen son triin CSA olarak
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adlandirildi. Ayni islemler 1000 mg goji berry ekstrakti ve 1000 mg garlik
ekstrakt1 i¢in tekrarlandi ve elde edilen son iiriin CSB olarak adlandirild: (Baysal
G., Kasapbas1 E. E., Yavuz N.I, Hur Z., Geng K., Gen¢ M. 2020).

3. Karakterizasyon

Taurin Ozltleri, HPLC-DAD-UV-Vis cihazi ile analiz edildi. Mobil faz
olarak asetonitril ve % 0.1 trikloroasetik asit kullanildi. PDA detektor dalga boyu
470 nm, Emisyon dalga boyu 530 nm olarak kaydedildi. Sentezlenen bilesiklerin
tizerindeki organik gruplart belirlemek i¢in Fourier doniisimlii kizil6tesi
spektroskopisi FTIR kullanildi. FTIR spektrumlart (Mattson 1000 kizilotesi
spektrofotometre) 4000-400 cm™ dalga sayisi araligim da 4 cm™ ¢ozlnirlikte

slgildu.

4. Taurin ve garlik ekstrakti ve nano bilesiklerin antioksidan kapasitesinin

belirlenmesi

Antioksidan analizlerde DPPH yontemi kullanilmigtir. 60 pM DPPH
¢ozeltisi metanol ¢oziiciisii kullanilarak hazirlandi. 10 uM Trolox c¢ozeltisi
hazirland1 ve hacimsel bir sisede (25 mL) metanol ile tamamland:1 (Wei, Z. and
Lau, B.H.S. 1998). Kontrol ¢ozeltisi 3.9 mL DPPH ve 0.1 mL metanol ile
hazirlandi. Kalibrasyon egrisinin grafigini hazirlamak i¢in, stok Trolox ¢ozeltisi
0.2 uM, 0.25 uM, 0.4 uM, 0.5 uM ve 0.7 uM konsantrasyonlarinda seyreltildi. Bir
kalibrasyon egrisi ¢izmek icin, stok Trolox c¢oOzeltisi dahil olmak iizere Trolox
cozeltileri ile toplam alt1 test tiipiiniin her birinden 100 pL ¢dzelti alt1 ayr1 test
tiipline aktarildi. Bu yeni tiiplerin her birine 3.9 mL stok DPPH c¢ozeltisi ilave
edildi ve vortex kullanilarak homojen bir karisim elde edildi. Kontrol ¢6zeltisi ve
bu preparatlar 60 dakika boyunca karanlikta tutuldu. Absorbans degerleri UV
spektrofotometrede 517 nm'de okundu ve kalibrasyon egrisi ¢izildi. Ekstraktlar
Igin, her bir ekstrakttan 1.5 mL ve 3.9 mL stok DPPH ¢ozeltisi test tiplerine ilave
edildi. Preparatlar karanlikta tutuldu ve absorbans degerleri UV
spektrofotometrede 517 nm'de okundu. Antioksidan degerler (%) bu absorbans
degerleri asagidaki denklem 1’e¢ gore uygulanip hesaplanmistir (Czerwinska M,
Kiss Ak, Naruszewicz Ma 2012), (Deleonardis A, Macciola V, Lembo G, Aretini
A, Nag A 2007), (Figueiredo-Gonzalez M, Reboredo-Rodriguez P, Gonzalez-
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Barreiro C, Simal-Gandara J, Valentao P, Carrasco-Pancorbo A, Andrade Pb,
Cancho-Grande B (2018).

% Inhibisyon = [(ADPPH_ Aekstrakt) / ADPPH] x 100 ( Denklem 1 )
Apppy : DPPH sahit 6rneginin absorbans degeri

Ackstraki - Ornek ekstraktinin absorbans degeri

5. Antioksidan bilesiklerin enkapsiilasyonda yiikleme kapasitesinin belirlenmesi

Antioksidant bilesiklerin Kapsiilleme verimliligi (AYK) Goji berry
meyvesindeki antioksidant bilesik miktarinin 517 nm absorpsiyonda UV
spektrofotometre ile Olciilerek belirlendi. Hesaplama i¢in asagidaki denklem 2

formiili kullanildi (Yin, M.C., Hwang, S.W. and Chan, K.C. 2002).

Toplam anticksidan aktive —kitozanin antioksidan aktivitesi) x 100
% AYK= Toplam antioksidan

(Denklem 2)

6. Molekiil agirhklarimin belirlenmesi

Molekiil agirliginin belirlenmesinde donma noktasi algalmasi yontemi yani
kriyoskopi metodu kullanildi. ilk olarak saf kitosan ve sentezlenen CSA ve CSB
bilesigi 0.5 gr tartilarak 25 ml ¢6ziiciide 1 saat boyunca karistirildi ve daha sonra
sogutma banyosunda donma noktalar1 tespit edildi. Asagida yer alan esitlik
yardimiyla molekiil agirliklart hesaplandi. Td= donma noktasi algalmasi,

Kd=molal donma noktas1 diisme sabiti 1.86 olarak hesaplandi, m=molalite)

ATd:' Kd X m(;(')z[]nen

7. Antibakteriyel analiz

Antibakteriyel analizler igin kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir. E. coli,
Listeria Monocytogenes, S. aureus ve Salmonella bakterileri Nutrient agarina
asiland1 ve aerobik ortamda 24 saat 37 °C'de inkiibe edildi. 24 saat sonra
sentezlenen bilesiklerin disk c¢evresinde inhibisyon bdlgeleri olusturup
olusturmadigi kontrol edildi. Inhibisyon bélgelerinin alanlari mm?® birimleri

cinsinden 0Olg¢iildii ve mikroorganizmalarin antibakteriyel maddelere duyarlilig
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belirlendi. Antibakteriyel analiz sonuglarina istatistik analiz uygulandi (Baysal G,
Dogan F. 2020), (Nafchi Am, Alias Ak, Mahmud S, Et Al. 2019).

8. Ylzey aktivite analizi

E. coli, S. aureus, Listeria monocytogenes ve Salmonella bakterileri,
nutrient agar iizerine asilandi ve aerobik ortamda 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi.
Hiicreler ayn1 ortam iginde yayildi ve 24 saat sonra, disk ¢evresinde sentezlenen
bilesikler inhibisyon konsantrasyonlarinda uygulandi. Bakteri sayisinda
mikroskop altinda goriintiilenen azalmalar, bu mikroorganizmalarin kapsiillenen
bilesiklere karsi hassas olduklarin1 ve kapsiillenen bilesiklerin yiizey aktivite
Ozelliklerine sahip olduklarin1 dogrulamaktadir. Elde edilen bilesiklerin
bakterilere karsi yilizey aktivite performanslari Zeiss Mikroskobu kullanilarak
X40 blyilitme 6lgeginde incelenmistir (Baysal G, C,Elik By. 2019), (Ren L, Yan
X, Zhou J, Et Al. 2017).
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I11.BULGULAR

A. HPLC Analizi

Sekil 6’da goji berry ekstraktinin taym'in HPLC analiz spektrumunu
gostermektedir. HPLC spektrumunda 5 dakika, 5,5 dakika ve 8 dakika civarinda
goriilen zirveler, goji berry oziitiiniin taurinin varligin1 kanitlamaktadir (Baysal G,

.2020), (Sawabe Y, Tagami T, Yamasaki K. 2008).

miv 10} 07

Detector A Ch1: 210nm B.Conc.Method
2.0D¢eeactor A Ch2: 254nm 75.0
1.5

50.0
1.0
0.5 25.0
0.0 A -
10 20 30 min

Sekil 7 Goji berrynin HPLC spektrumu

B. FTIR Analizi

Sekil 7, 8’de a ve b’de kitosan (CS) ve taurine ve garlik ekstraktlariyla
kapstillenen kitosanin CSA ve CSB bilesiklerinin FTIR spektrumlari
goriillmektedir. Spektrumlarda 3300-3500 cm™de goriilen keskin pik kitosanin
karakteristik piki olarak belirmekte ve OH bantlarina karsilik gelmektedir.

18



Kitosanmn 1650 cm™ civarinda gozlenen Amid II karbonil baglari CSA ve CSB
bilesiklerin spektrumunda ufak bir esneme olarak goértilmektedir. 1650 ce 1420
cm™de goriilen sogurma bandi (amid I) asetamid gruplarinin karbonil baglarinin
gerilmesi ve C-H baglarinin deformasyonundan kaynaklanmaktadir (J. Hafsaa,
M.A. Smacha, B. Charfeddinea, K. Limema, H. Majdoub, S. 2016), (Rahul
Varma and Sugumar Vasudevan 2020).

1320 cm™deki bant C-NH deformasyonuna (amid II) karsilik gelir ve 1550
cm™ civar gozlenen pik ise amino grubunun (amid II) N-H deformasyonudur.
550 ve 700 cm™‘de goriilen pikler kitosanin diizlem dis1 biikiilmelerini (NH)
temsil etmektedir. 1100 cm-""deki absorpsiyon bandi C-O-C képrisiiniin
asimetrik gerilmelerini sergilemektedir. Kitosanin kapsiillenmesi i¢in kullanilan
taurin ve garlik ekstraktlari ise 2800 cm-"'"de CH, gerilme baglar ikili pik
seklinde gozlenmektedir (Diky Mudhakira, Caroline Wibisono, Heni
Rachmawati, 2014), (Rama Pulicharla, Caroline Marques, Ratul Kumar Das,
Tarek Rouissi, Satinder Kaur Brar, 2016).
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Sekil 8 Kitosan, CSA (a)
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CsB

absorbance

s .

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

wavenumber (cm-1)

Sekil 9 CSB (b) bilesiklerinin FTIR spektrumlari
C. % Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Antioksidan analizlerinde referans c¢ozelti olarak trolox antioksidan
materyal kullanilmis ve bir kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Kalibrasyon
denkleminden trolox icin r? degeri 0,9974 olarak hesaplandi. Kalibrasyon
denklemi y = 0,1863x + 0,5394'dur. Tablo 1, Sekil 8’de, elde edilen goji berry
ekstraktlarinin, kitosan ve garlik ekstrakt1 ile kapsiillenmis kitosan 6rneklerinin
yuzde antioksidan aktivitesini gosterir (Czerwinska M, Kiss Ak, Naruszewicz Ma
2012), (Deleonardis A, Macciola V, Lembo G, Aretini A, Nag A 2007),
(Figueiredo-Gonzalez M, Reboredo-Rodriguez P, Gonzalez-Barreiro C, Simal-
Gandara J, Valentao P, Carrasco-Pancorbo A, Andrade Pb, Cancho-Grande B
(2018).

Tablo 1'e gore elde edilen analiz sonuglar1 degerlendirildi. Kullanilan ¢
farkli ekstrakt ve bunlarin seyreltilmis soliisyonlarindan ekstraktlar en yliksek

antioksidan aktiviteye sahip atmosferik kosullarda kurutuldu.
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Cizelge 1. Taurin ekstraktlarinin % antioksidan aktivite degeri

(517 nm)

30 uM 15 uM 7.5 uM 3.75 uM
Taam 37 38 38 38
CS 25.2 28.1 20.5 21
CSA 40.1 44.5 49.3 42.1
CSB 56 50.2 58.7 53.8

% antioksidan aktivite

TAATM CS CSA CSB

m30mM =15mM @ 7.5 mM 3.75 mM

Sekil 10 Kitosan, CSA (a) ve CSB (b) bilesiklerinin % antioksidan aktiviteleri

Tablo 1°de yer alan veriler karsilastirildiginda kitosanin % antioksidan
aktivitesi % 20.5 iken goji berry ve garlik ekstraktlarinin ilavesiyle sirasiyla CSA
ve CSB i¢in % 49.3 ve % 58.7 degerlerinde artis gostermistir. CSB nin %
antioksidant aktivitesi CSA’ya gére daha fazla aktivite gdstermektedir. Bunun
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nedeni CSB bilesiginin, CSA bilesiginin icerdigi goji berry miktarindan iki kat

daha fazla miktarda goji berry ekstrakt1 icermesinden kaynaklanmaktadir.

D. Antioksidan Bilesiklerin Enkapsiilasyonda Yiikleme Kapasitesinin

Belirlenmesi

Yiikleme verimliligi kullanilan polimerin 06zelliklerine ve antioksidan
bilesenlerin fizikokimyasal 6zellikleriyle dogrudan iligki i¢cindedir. Hidrojen bagi,
elektrostatik etkilesim ve hidrofobik kuvvetler etkilesimi etkileyen ana
faktorlerdir. Antioksidan bilesenlerin hidroksil gruplar1 ve kitosanin amin
gruplar1 asidik ortamda (pH<4) hidrojen baglar1 ile birbirine baglanirlar.
Asagidaki esitlige gore CSA ve CSB bilesiklerinin kitosan bilesigine yliklenme
kapasitesi hesaplanmistir. Elde edilen verilere gore CSA bilesiginin antioksidan
yiikleme kapasitesi % 58.4’dir. Taurine ve garlik ekstraktlarindan olmak iizere %
9.4 taurine ekstraktindan % 19.4 ise garlik ekstraktindan etkilenmigstir. CSB
bilesigi icin yapilan hesaplamaya gore antioksidan bilesigi yiikleme kapasitesi %
65.1 olup taurine ve garlik ekstraktlarindan olmak iizere % 9.4 taurine
ekstraktindan % 19.4 ise garlik ekstraktindan yiiklenme gergeklesmistir (Rama
Pulicharla, Caroline Marques, Ratul Kumar Das, Tarek Rouissi, Satinder Kaur
Brar, 2016).

(Toplam anticksidan aktivite —kitosanin antioksidan aktivitesi)x 100
WAY K= Toplam anticksidan aktivite

(Denklem?2)

E. Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

Molekiil agirligi hesaplama yontemi olarak donma noktasi algalmasi adi
verilen Kriyoskopi metodu kullanilmistir. Ham ve sentezlenen numuneler 0.5 g
tartilarak c¢oziiciide hidroklorik asit yardimiyla ortam asidik pH degerine
getirildikten sonra 1 saat siireyle karistirildiktan sonra sogutma kabininde donma
noktas1t termometre yardimiyla Ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonucglara gore ham
kitosanin molekiil agirligi 67 kDa olarak hesaplanmistir. Sentezlenen CSA ve
CSB bilesiklerinin molekiil agirliklart ise sirasiyla 95 kDa ve 134 kDa olarak

hesaplanmistir. Bu sonucglar dogrultusunda kapsiilleme metodunun kitosanin
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molekiil agirligina etkisinin oldukca yiiksek oldugu ve kapsiilleme veriminin

etkili oldugu tespit edilmistir.

F. Antibakteriyel Analiz Sonuclar:

Kitosan ve kapsiillenenen CSA ve CSB bilesiklerinin antibakteriyel
analizleri i¢in 4 farkii bakteri kullanildi. Gram negatif bakteriler olarak E.coli ve
salmonella bakterileri, gram pozitif bakteriler olarak S.aureus ve L.monocytogenes
kiltiirleri kullanildi. Analizler igin kuyu diflizyon metodu kullanildi ve bakteri
kulturleri 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra meydana gelen
inhibisyon zonlar1 mm? olarak Olgiildii. Elde edilen sonuglar Sekil 10, 11, 12, 13
ve Tablo 2°de gosterilmektedir (Baysal G, Dogan F (2020), (Baysal G, C Elik By.
2019).

Cizelge 2.  Orneklerin inhibisyon zon alanlar1 (mm?)

L.monocytogenes S.aureus E.coli Salmonella
CS 0.28 0.13 1.54 1.13
CSa  490.6 64.3 105.6 22.9
CSg 176.7 21.2 9.1 9.1
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Sekil 11 Kitosan, CSA (a) ve CSB (b) bilesiklerinin L.monocytogenes bakterilerisine
kars1 inhibisyon zonlar1




Sekil 12 Kitosan, CSA (a) ve CSB (b) bilesiklerinin S.Aureus bakterilerisine kars1
inhibisyon zonlar1




Sekil 13 Kitosan, CSA (a) ve CSB (b) bilesiklerinin E.coli bakterilerisine kars1
inhibisyon zonlar1
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Sekil 14: Kitosan, CSA (a) ve CSB (b) bilesiklerinin Salmonella bakterilerisine kars1
inhibisyon zonlar1
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G. Yiizey Aktivite Analiz Sonuclari

Listeria Monositogenes, Staphylococcus aureus, E.coli ve Salmonella
bakterileri, besleyici agar iistiine asilandi1 ve aerobik bir ortamda 37 °C'de 24 saat
inkiibe edildi. Hiicreler ayn1 ortamda dagitild1 ve 24 saat sonra, kitosan, CSA ve
CSB bilesiklerinin inhibitor konsantrasyonlarinin uygulandigir disk etrafinda
bakteri sayilarinda anlamli azalmalar goriildii. Mikroorganizma sayisindaki
anlamli bu azalmalar, mikroorganizmalarin sentezlenen bilesik numunelerine ne
kadar duyarli olduklarin1 ve yiizey aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Nafchi
Am, Alias Ak, Mahmud S, Et Al. 2019), (Ren L, Yan X, Zhou J, Et Al. 2017).

Sekil 14 - 25 aras1 kitosan, CS ve CSB bilesiklerinin Listeria
Monositogenes, Staphylococcus aureus, E.coli ve Salmonella bakterilerine karsi

24 saat siire sonunda gostermis oldugu ylizey aktivite goriilmektedir.

Sekil 14’de kitosanin birinci giine ait yiizey goriintiisiinde yogun bir E.coli
bakteri varligi gozlenmektedir. Ancak Sekil 15 ve 16’da CSA ve CSB
bilesiklerinin E.coli bakterisine karsi gostermis oldugu yiizey aktivite oldukca
bariz bir sekilde goriilmektedir. Sekil 17°de Listeria Monositogenes bakterisine
kars1 kitosanin gostermis oldugu yiizey aktivite CSA ve CSB’ye gore daha
disikken CSA bilesigi pozitif aktivite olarak CSB’ye gore biiyiik bir fark
gostermektedir. Ancak bu olumlu gelisme Sekil 20, 21, 22°de gorildigi gibi S.
Aureus bakterisi i¢in s6z konusu degildir. Kitosan, CSA ve CSB bilesikleri S.
Aureus bakterisine karsi anlamli bir yiizey aktivite gostermemektedir. Sekil 23,
24 ve 25°de goriildiigii gibi kitosan, CS ve CSB bilesikleri Salmonella bakterisine
kars1 oldukgca belirgin yiizey aktivite gostermis olup, hatta CSA bilesiginin
yuzeyinde neredeyse Salmonella bakterisi bulgusuna pek rastlanilmamaktadir
(Baysal G, Dogan F. 2020), (Baysal G, C.elik By. 2019). Tablo 3’de kitosan,
CSA ve CSB bilesiklerinin bakterilere kars1 gostermis oldugu yilizey aktiviteyi
Ozetlemektedir.

Cizelge 3. Orneklerin yiizey aktivite sonuglari

L.monocytogenes S.aureus E.coli Salmonella
CS + - + +
CSA + - + +
CSg + - + +
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Sekil 15 Kitosanin E.coli bakterisine kars1 1. giin ylizey aktivitesi
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Sekil 16 CSA'nin E.coli bakterisine karsi 1.giin ylizey aktivitesi
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Sekil 17 CSB’nin E.coli bakterisine kars1 1.gilin yiizey aktivitesi
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Sekil 18 Kitosanin Listeria Monocytogenes bakterisine karsi 1. giin yiizey aktivitesi
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Sekil 19 CSA'nin Listeria Monocytogenes bakterisine karsi 1.giin yiizey aktivitesi
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Sekil 20 CSB'nin Listeria Monocytogenes bakterisine karsi 1.giin yiizey aktivitesi
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Sekil 21 Kitosanin S. Aureus bakterisine kars1 1.giin yiizey aktivitesi
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Sekil 22 CSA’nin S. Aureus bakterisine karsi 1.giin ylizey aktivitesi
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Sekil 23 CSB'nin S. Aureus bakterisine karsi 1.giin ylizey aktivitesi
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Sekil 24 Kitosanin Salmonella bakterisine karsi 1.giin yiizey aktivitesi
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Sekil 25 CSA'nin Salmonella bakterisine kars1 1.giin yiizey aktivitesi
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Sekil 26 CSB'nin Salmonella bakterisine kars1 1.giin yiizey aktivitesi

Bakterilerilere karsi yiizey aktivite analizlerinden genel anlamda pozitif
sonuglar elde edilmis ve birinci giine ait mikroskobik goriintiiler, ikinci giine ait
mikroskobik goriintiilerle karsilastirildiginda daha aydinlik ve temiz bir goriinti

elde edilmistir.
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IV. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, goji berry ekstrakti olan taurin, sarimsak 0ziitii olan garlik ve
kitosan enkapsiilasyon islemi gerceklestirildi. Elde edilen ekstraktlar ve
kapsiillenmis kitosan bilesikleri Fourier dontisimlii kizi1l6tesi
spektroskopisi (FTIR) ve Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
analiz edildi ve kriyoskopi yontemi ile molekiil agirliklar1 belirlendi. Sectigimiz
iki gram pozitif bakteriler olan S.aureus ve L.monocytogenes ve sectigimiz igi
gram negatif bakteri olan E.coli ve Salmonella bakterilerine karsi piiskiirterek
kurutma ve kuyu difiizyon metotlar1 kullanildi. Elde edilen analiz sonuglarina
gore, sentezlenen CSA ve CSB bilesiklerinin % antioksidan aktivite degerleri
sirastyla % 49.3 ve % 58.7 olarak belirlendi. Molekiil agirliklar1 kitosan (CS),
CSA ve CSB bilesikleri icin sirasiyla 67, 95 ve 134 kDa olarak hesaplandi.
Antioksidan bilesiklerin enkapsiilasyonda ylikleme kapasiteleri CSA ve CSB i¢in
sirastyla % 58.4 ve % 65.1 olarak analiz edildi. Antibakteriyel analiz sonuglarina
gére en buyuk inhibisyon zonlari CS ve CSA bilesikleri igin Listeria
monocytogenes bakterisine karsi elde edilmistir. Bilesiklerin E.coli, Salmonella,
Listeria monocytogenes ve S.aureus bakterilerine karsi yapilan yiizey aktivite
analiz sonuglarina gore ise S.aureus bakteri disinda diger tiim bakterilere karsi

anlamli ylizey aktivite sonuglari elde edilmistir.
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