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Ozet

Stirdiiriilebilir gida iiretimini gelistirmeye yonelik yaklasimlardan biri,
gida sanayi atiklarina deger katmaktir. Zeytin ve zeytinyagi atiklarmdan
olan zeytin ¢ekirdegi, yapisindaki fenolik bilesikler nedeniyle dogal bir
antioksidan kaynagidir. Bu ¢alismada zeytin ¢ekirdegi su ekstraktinin,
kitosan varlhiginda dondurarak kurutma yontemiyle
mikroenkapsiilasyonu amaglanmustir. Toz tiriiniin bazi fiziksel, yigin,
partikiil ve rekonstitiisyon ozellikleri ile in vitro salimm degerleri,
fenolik bilesik icerigi ve antioksidan aktivitesi belirlendi. Diisiik nem
icerigine (% 3.58), yigin (0.06 g/cm3) ve sikigtiriimis yogunluga (0.10
g/em3) sahip toz tiriindeki fenolik bilesiklerin in vitro salinimi, simiile
mide sivisinda % 25.18 ve bagirsak sivisinda ise % 41.01 idi. Yiiksek
toplam fenolik i¢erige (565.61 mg GAE/100 g) ve antioksidan aktiviteye
(EC50: 1.85 mg ve demir indirgeme yetenegi: 1330.80 mg FeSO4/100
g) de sahipti. Hidroksitirosol, (+)-katesin, vanilik asit, siringik asit ve
oleuropeinin varhigi, kalitatif ve kantitatif olarak tespit edildi. Elde
edilen zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozunun gidalarin fonksiyonel
ozelliklerinin ~ gelistirilmesi icin dogal katki maddesi olarak
kullanilabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, Dondurarak kurutma, Fenolik
bilesik, Higroskopi, Zeytin ¢ekirdegi

1 Giris

Meyve ve sebzelerin tarimsal ve endiistriyel atiklari, iyi
biyoaktif bilesik kaynaklaridir ve bunlarin nutrasétik olarak
kullanimina iligkin literatiirde yer alan pek c¢ok caligma
vardir. Ekonomik agidan bakildiginda ise bu iiriinlerin geri
kazanimi, gida atiklarina katma deger kazandiracak ve
cevreye atilmasini azaltabilecektir. Boylece siirdiiriilebilir
endiistriyel liretim sistemine katki saglanarak yeni gida, ilag
ve kozmetik driinlerinin eldesi miimkiin kilinacaktir [1].
Zeytinyagi ve ¢ekirdeksiz sofralik zeytin, 6zellikle Akdeniz
iilkelerinde 6nemli ekonomik degere sahip iiriinlerdir. Zeytin
cekirdegi, zeytinyagi eksraksiyonunda ve ¢ekirdeksiz
sofralik zeytin iretiminde agiga ¢ikan bir atiktir [2].
Meyvenin agirlikga % 10-30'undan sorumludur ve bu da
yillik yaklasik 360000 tonluk zeytin ¢ekirdegi atiginin ortaya
¢iktig1 anlamina gelmektedir [2, 3]. Zeytin ¢ekirdegi pek ¢cok
alanda kullanilmasina ragmen, biiyiikk ¢ogunlugu biyoyakit
olarak degerlendirilmektedir ve gida sektdriinde kullanimi
bulunmamaktadir [3]. Selilloz, hemiselilloz ve lignin
icerigiyle lignoseliilozik bir materyal olarak bilinen zeytin
cekirdegi onemli miktarlarda antioksidan ozelliklere sahip
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fenolik bilesikleri de icermektedir [4]. Antioksidanlar,
hiicreleri serbest radikaller olarak bilinen kararsiz
molekiillerin neden oldugu kanser, diyabet, osteoporoz,
norodejeneratif ~ ve  kardiyovaskiiller  hastaliklardan
korumaktadir [5, 6]. Gidalarda dogal antioksidanlarin (gida
kaynakli fenolik bilesikler ve vitaminler) kullanimi, sentetik
olanlarinin muhtemel zararli etkileri nedeniyle tercih
edilmektedir [7]. Fakat antioksidanlar, molekiiler
yapilarinda doymamis baglarin varligi nedeniyle 15k,
oksijen ve neme karsi olduk¢a savunmasizdir. Bu nedenle,
depolama stabilitelerini artirmak, bazilarinin hos olmayan
lezzetlerini maskelemek ve gida ingredienti olarak daha
giivenli hale getirmek igin mikroenkapsiile edilmelidirler [8].
Gida sektdriinde siklikla kullanilan mikroenkapsiilasyon
teknolojileri, ince ve kuru tozlar olusturan piiskiirtmeli
kurutma ve dondurarak kurutma gibi desolvasyon
mekanizmalarina dayanmaktadir [9]. Ozellikle dondurarak
kurutma, antioksidanlar gibi 1siya duyarli molekiillerin
mikroenkapsiilasyonunda  siklikla  tercih  edilen ve
puskiirtmeli kurutmaya alternatif bir yontemdir [9, 10]. Bu
proseste, kaplama materyali ile matriks ¢dzeltisi homojenize
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edilir ve daha sonra birlikte liyofilize edilerek kuruma
saglamir [1]. Dondurarak kurutma, minimum termal ve
oksidatif degradasyon ile yiiksek kapsiilleme verimi
sonucunda daha kaliteli mikrokapsiillerin elde edilmesini
saglamaktadir [9]. Ayrica elde edilen tozlar genellikle diisiik
kiitle yogunluklari, yiiksek gozeneklilikleri, aroma ve
lezzetin iyi korumunu ile karakterize edilmektedir [10]. Bu
ve benzeri olumlu fiziksel 6zellikler, toz iirlinlerin diisiik
tasima maliyeti, ambalajlama ve depolama kolayligi
acisindan {retici i¢in 6nem arz etmektedir [11].

Bu ¢aligmanin amaci, zeytin ve zeytinyagi endiistrisinin
atig1 olarak karsimiza ¢ikan zeytin ¢ekirdeginden ekstrakte
edilen antioksidanlarca zengin ekstraktin, kitosan varliginda
dondurarak kurutma yéntemiyle mikroenkapsiile edilmesi ve
mikrokapsiillerin fizikokimyasal ozelliklerinin
belirlenmesidir. Bunun i¢in elde edilen toz iirlinlin fiziksel
ozellikleri (nem igerigi, su aktivitesi (aw), renk, partikiil
ozellikleri (SEM)), yigm ozellikleri (y1gin ve sikistirilmis
yogunluk, akabilirlik, yapiskanlik, keklesme derecesi ve
higroskopi), ve rekonstitiisyon 6zellikleri (1slanabilirlik ve
dagilabilirlik) tespit edilmistir. Ayrica zeytin ¢ekirdegi
antioksidani tozlarinin in vitro fenolik bilesik salinimlari,
antioksidan aktiviteleri ve hem toplam hem de bireysel
fenolik bilesik igerikleri ortaya konulmustur.

2 Materyal ve metot

2.1 Zeytin ¢ekirdeginden antioksidan bilesiklerce zengin
su ekstraktinin eldesi

Bu ¢alismada kullanilmak tizere Domat tipi zeytinlere ait
cekirdekler, Manisa’nin Akhisar ilgesindeki bir ticari
salamura isletmesinden temin edilmistir. Cekirdekler, bir
hafta boyunca gilines goérmeyen ortamda serilerek
kurutulmug ve analize kadar oda kosullarinda depolanmustir.
Ekstraksiyon oncesi c¢ekicli degirmen (Brook Crompton
series 2000, UK) yardimiyla ogiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis
¢ekirdeklerin antioksidan bilesiklerini ekstrakte etmek icin
Nakilcioglu-Tas ve Otles [12]’in calismas1 temel alinmistir.
Cekirdek  materyali olarak  kullanilan  antioksidan
bilesiklerce zengin su ekstrakti, pilot 6lgekte basingli su
ekstraktorii kullanilarak optimum ekstraksiyon kosullarinda
(50°C-50 bar-90 dk) elde edilmistir.

2.2 Dondurarak kurutma yontemiyle zeytin ¢ekirdegi
antioksidanlarinin mikroenkapsiilasyonu

Zeytin ¢ekirdeginin antioksidan bilesiklerce zengin su
ekstrakti ile 1:1.25 (v/v) oraninda kaplama materyali olarak
kullanilan %1°lik (w/v) kitosan ¢ozeltisi karistirilmis ve
manyetik karistirict (Stuart Scientific, UK) ile 5 saat siireyle
homojenize edilmistir [13]. Daha sonra karisim, -45°C'lik
sabit sicaklikta 0.045 bar basingta bir liyofilizatér (Labconco
2.5 FreeZone, ABD) yardimiyla dondurarak kurutulmustur.
Kurutulmus iriin, havanda ogiitiilmistir. Elde edilen
mikrokapsiillerin ~ bir  kismi  bekletmeden  fiziksel
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in analize alinmig ve kalanlari
ise aliiminyum kapli polietilen (ALPE) ambalajlarda
paketlenmistir. Ambalajli {iriinler, analize kadar -20°C'de
depolanmustir.

2.3 Mikrokapsiillerin karakterizasyonu

Elde edilen toz iiriiniin nem igerigi, gravimetrik olarak
vakumlu etiiv yontemiyle 65 °C’lik kurutma sicakligi
kullanilarak belirlenmistir [14]. Su aktivitesi degeri + 0.001
hassasiyete sahip su aktivitesi 0l¢iim cihaziyla (Testo AG
400, Almanya) ve renk degerleri (L, a, b) ise kolorimetrenin
(HunterLAb ColorFlex, ABD) Hunter modunda tespit
edilmistir. Kroma (C), Hue agis1 (h°) ve renk degisimi (AE)
degerleri, Denklem(1-3)’den hesaplanmigtir:

C=/(a*+ b?) 1)

h®=tan™?! S @)

((Lekstrakt - Ltoz ﬁrﬁn)z
AE= +(aekstrakt — Qtoz iirl"m)z (3)

— 2
+ (bekstrakt btoz ﬁrﬁn)

Toz {irliniin partikiil morfolojisi, taramali elektron
mikroskobu (SEM, FEI, QUANTA 250 FEG, Hillsboro,
Oregon, ABD) kullanilarak 5000x ve 20000x biiylitme
orantyla degerlendirilmistir. Y1gin 6zelliklerinin tespiti ise
toz trlinlin y1gin yogunlugu (pb) ve sikistirtlmis yogunluk
(pt) degerlerinin belirlenmesiyle baslamistir [15]. Daha
sonra bu veriler ile toz iirtiniin Denklem (4)’ten akabilirlik
(Carr indeks (CI) [16, 17]) ve Denklem (5)’den yapiskanlik
(Hausner orami (HR) [18]) degerleri hesaplanmistir. Toz
triiniin % higroskopi degeri, Cai ve Corke [19] ile Fernandes
ve ark. [20]'min yOntemlerine gore tespit edilmistir.
Higroskopi analizine tabi tutulmus toz {irliniin kullanimiyla
da % keklesme derecesi, Denklem (6)’da verilen denklem
vasitasiyla ortaya konulmustur [21-23].

Ccl= 222 5 100 )
Pt
HR= £t (5)
Pb
% Keklesme derecesi = 10(:1Xb (6)

Toz iriinlerin rekonstitiisyon ozellikleri ise “dk”
cinsinden 1slanabilirlik degerinin [20, 24] ve % dagilabilirlik
degerinin [25] belirlenmesiyle ifade edilmistir.

2.4  Mikrokapsiillerin in vitro salimim, fenolik bilesik ve
antioksidan igeriginin tespiti

2.4.1 Ekstraksiyon

Toz iiriin, 4:1 (mg/mL) oraninda %1 asetik asit (v/v)
¢ozeltisiyle karigtirllmig ve manyetik karistirict yardimiyla
ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstrakt, toz
iirliniin toplam fenolik madde miktarinin, in vitro kosullarda
gastrointestinal sistemde salinan fenolik madde oraninin,
bireysel fenolik bilesik igeriginin, toplam flavonoid
miktarinin  ve antioksidan aktivitesinin  belirlenmesi
amactyla kullanilmigtir. Toz {irtin, 1:10 (mg/mL) oraninda
metanol:etanol (1:1, v/v) ¢ozeltisiyle manyetik karigtirici
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varliginda ekstrakte edilmis ve elde edilen ekstrakttan ise toz
iiriiniin yiizey fenolik madde miktarinin belirlenmesinde
faydalanilmigtir [26, 27].

2.4.2 Spektroskopik analizler

Toz iriiniin toplam fenolik ve ylizey fenolik madde
miktarlari, Singleton ve Rossi [28] tarafindan gelistirilen ve
Li ve ark. [29] tarafindan modifiye edilen Folin-Ciocalteu
yontemine gore tespit edilmistir. Sonuglar, “gallik asit
esdegeri (GAE)” cinsinden ifade edilmistir. Toz iiriiniin
toplam flavonoid miktari, Heimler ve ark. [30]’nin yéntemi
kullanilarak ortaya konulmus ve “(-)-epikatesin esdegeri ((-
)-EE)” olarak verilmistir. Toz tiriiniin mikroenkapsiilasyon
etkinligi (%) ise Denklem (7)’de verilen denklem
kullanilarak hesaplanmstir [31]:

% Mikroenkapsiilasyon etkinligi =

()

Toplam fenolik madde miktari—Yizey fenolik madde miktari

%100

Toplam fenolik madde miktart

Luca ve ark. [27] ve Konecsini [32] tarafindan kullanilan
yontemler esas alinarak; in vitro kosullarda enzimsiz simiile
edilmis gastrik ve intestinal sivilarda zeytin ¢ekirdegi su
ekstraktinin ve toz lriiniin fenolik bilesiklerinin salinim
oranlari, Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmistir. Sonuglar
“% salmim” cinsinden ifade edilmistir. Toz {iriiniin
antioksidan aktivitesi ise hem DPPH radikal siipiirme
aktivitesi hem de demir indirgeyici/antioksidan gii¢ (FRAP)
denemesiyle tespit edilmistir. Brand-Williams ve ark. (1995)
[33]’'min yontemine gore gergeklestirilen DPPH analizinin
sonuglari, antiradikal etkinlik (AE) ve ECS50 cinsinden
verilmistir. DPPH radikalinin % 50'sini inhibe eden
antioksidan maddenin “mg” cinsinden miktarin1 gdsteren
EC50 degeri, Graph Pad 5.0 programi kullanilarak
hesaplanmistir. AE, “1/EC50” olarak ortaya konulmustur.
Toz iiriinde Guo ve ark. [34] ile Xu ve ark. [35] tarafindan
uygulanan FRAP yonteminden elde edilen sonuglar, “FeSO4
esdegeri” cinsinden ifade edilmistir.

2.4.3 Fenolik bilesiklerin yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) ile analizi

Toz {iirliniin fenolik bilesikleri, otomatik enjeksiyon,
kuaterner pompa ve diyot dizinli dedektor (DAD)
sistemlerine sahip Agilent 1200 serisi bir HPLC (Agilent
Technologies Ltd, ABD) cihaz1 kullanarak kalitatif ve
kantitatif olarak tespit edilmistir. Bu amagla 20 pl ekstrakt,
40 °C sicakliktaki Nucleosil C18 kolona (5um, 4.6 mm x 250
mm) enjekte edilmistir. Mobil faz olarak metanol (¢coziicii A)
ve % 2.5 (v/v) asetik asit/su (¢oziicii B) kullanilmis ve akis
hiz1 0.7 ml/dk’ya ayarlanmigstir. Kullanilan dereceli eliisyon
programi, Tablo 1‘de verildigi gibidir:

Fenolik bilesik standartlarinin 190-400 nm arasinda
spektrumu alinarak, DAD dedektdrde maksimum absorbans
yaptiklar1 dalga boylar1 belirlenmistir. Toz {irlinde
hidroksitirosol, (+)-katesin, siringik asit ve oleuropein
varligt 280 nm’de, vanilik asit ise 265 nm’de tespit
edilmistir. Fenolik bilesiklerin belirlenmesinde standart
katma teknigi, dis standart metodu ve polifenol
standartlarinin  spektrumlarmin  6rnekle  kiyaslanmasi

yontemlerinden faydalanilmigtir. Sonuglar “mg/100 g”
cinsinden ifade edilmistir.

2.5 Istatistiksel analiz

Analizler 2 tekrar 2 paralel seklinde gerceklestirilmis ve
tiim sonuglar “ortalama + standart sapma” seklinde ifade
edilmistir. Zeytin g¢ekirdegi su ekstrakti ile toz iiriiniin in
vitro salinim degerleri, SPSS 20.0 paket programi yardimiyla
bagimsiz Orneklem t-testi ile istatistiksel bakimdan
degerlendirilmistir. Toz iiriiniin bireysel fenolik bilesikleri
ise tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Duncan testi
kullanarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Bireysel
fenolik icerikleri arasinda anlamli bir farkliligin olup
olmadig1 % 95 giiven araliginda ortaya konmustur.

3 Bulgular ve tartisma

3.1 Mikrokapsiillerin bazi fiziksel ve toz tiriin ézellikleri

Zeytin ¢ekirdeginden elde edilen ve antioksidan
bilesiklerce zengin su ekstrakti ile kitosan karigiminin
liyoflizatorle kurutulmasi iglemi 43 saat siirmiistiir. Elde
edilen toz iiriiniin bazi fiziksel ve toz tiriin 6zellikleri Tablo
2’de gosterilmistir. Dondurarak kurutulmus zeytin ¢ekirdegi
antioksidan tozlarinin nem igerigi ve su aktivitesi sirasiyla %
3.58 ve 0.14 olarak bulunmustur. Mikrokapsiillerin raf 6mrii,
nem igerigine ve hazirlama/depolama sicakligina baglidir.
Gida endiistrisindeki ¢ogu kurutulmus toz igin nem,
maksimum % 3-4 civarindadir [10]. Bu ¢alismadaki toz
iiriintin nem igerigi, dondurarak kurutulmus siit tozlar1 (%
1.78-2.22) [36] ile dondurarak kurutulmus ¢ilek aromasi
mikrokapsiillerinin (% 3.9-4.1) [10] nem igerigi degerleri
arasindadir. Toz {iriiniin su aktivitesi goriildiigii gibi olduk¢a
distiktiir ve Tontul ve ark. [37]’nin dondurarak kurutulmus
yogurt tozunda tespitledikleri su aktivitesi degerine (0.14)
benzer bulunmustur. Dondurarak kurutma, genellikle daha
disiik su aktiviteli Griin olusumuna yol a¢gmaktadir. Bu
durum, kurutma mekanizmasiyla iligkilidir. Dondurarak
kurutmada su, buz kristallerinin  siiblimasyonu ile
uzaklastirilir ve daha gozenekli bir yap1 olusur. Bu gézenekli
yapi, kapiler kuvvetleri arttirmakta ve boylece toz {iriiniin su
aktivitesi azalmaktadir [37]. Su aktivitesi, kurutulmus
iiriiniin depolama stabilitesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Toz {iiriinlerin kimyasal ve mikrobiyolojik agidan stabil ve
giivenli olarak kabul edilebilmesi i¢in su aktivitesi degerinin
0.30’un altinda olmasi gerekmektedir [38].

Zeytin cekirdegi antioksidani tozlarmin nem ve su
aktivitesi degerlerinin diigitk olmasi, nispeten uzun raf
Omriine sahip ve mikrobiyolojik ve kimyasal reaksiyonlar
acisindan giivenli bir {irtin elde edildiginin gostergesidir.

Tablo 1. Dereceli eliisyon programi

( d%‘re Céziicii A (%) C(f,;)z)ucu B
0 5 95
2 5 95
5 25 75
15 40 60
23 50 50
37 100 0
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Tablo 2. Dondurarak kurutulmus zeytin ¢ekirdegi
antioksidani tozunun bazi fiziksel ve toz iiriin dzellikleri

Ozellikler Degerler

Nem igerigi (%) 3.58+0.06
Su aktivitesi (aw) 0.14 £ 0.00
L 79.43 £0.02
A 3.11+0.01
B 25.43 +£0.02
Kroma (C) 25.62+0.02
Hue Agisi (h°) 1.45+0.00
AE 73.25+0.01
Y13 yogunlugu (py) (g/cm?) 0.06 = 0.00
Sikistirilmis yogunluk (py) (g/cm?®) 0.10+0.01

Akabilirlik (Carr indeks, CI) 43.51+£3.11
Yapiskanlik (Hausner orani, HR) 1.77+0.10
Islanabilirlik (dk) 21.00 = 1.57
Dagilabilirlik (%) 45.42+0.03
Higroskopi (%) 33.01+0.24
Keklesme (%) 53.17+£1.20

Degerler, ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

Kurutulmus iiriinlerde renk, hem duyusal agidan {iriiniin
cekiciligini etkileyen hem de kalitesini yansitan dnemli bir
kriteridir. Fonksiyonel gidalar, bir¢ok saglik yararlarina
ragmen  tiiketicileri ~ gorsel  olarak  etkilemeden
pazarlanamazlar. Bu nedenle genellikle kullanilan
ingredientlerin  renginin, katildigr  {riiniin  rengini
degistirmemesi istenmektedir [39]. Dondurarak kurutulmusg
zeytin gekirdegi antioksidani tozlarinin da ¢ok az kirmizimst
(a=3.11) agik parlak (L = 79.43 ve C = 25.62) sar1 renge (b
= 25.43 ve h® = 1.45) sahip oldugu tespit edilmistir. Sar1
rengin varligi, zeytin ¢ekirdeginin kendi renginden sorumlu
olan pigmentlerden kaynaklanmaktadir. Diisiik kirmizilik
degeri, dondurarak kurutma islemiyle esmerlesme
reaksiyonlarinin ve karotenoid degredasyonunun diisiik
oldugunun gostergesidir [38]. Gonzalez-Ortega ve ark [9],
bu ¢alismaya benzer sekilde dondurarak kurutma yontemiyle
uretilen zeytin yapragi ekstrakti mikrokapsiillerinin L
degerini yiiksek (46.07-55.32), a degerini 0’a yakin (0.03-
2.41) ve b degerini 0’dan biiyiikk (11.90-21.73) olarak
bulgulamigtir. Toz iirliniin toplam renk degisimi (AE) ise
73.25 olarak belirlenmistir. Bu renk degisiminin en énemli
sebepleri kurutma sirasinda karotenoid kayiplari, renk
pigmentlerinin pargalanmasi ve L-askorbik asitin okside
olmasidir [38]. Ergiiney ve ark. [40] tarafindan dondurularak
kurutulan karayemis tozunun toplam renk degisimi (27.58-
35.87), bu galismadan daha diistiktiir.

Sekil I'de gosterildigi gibi, dondurarak kurutulmus zeytin
cekirdegi antioksidani tozunun partikiil morfolojisi, kiiclik
ve degisken boyutlarda kirtk cam yapisina benzemektedir.
Bu yapi, dondurarak kurutma yontemiyle {iretilen
mikrokapsiillerin ortak 6zelligidir [1]. Pellicer ve ark.
[10’nin  tirettigi ¢ilek aromasi mikrokapsiillerinde ve
Yamashita ve ark. [1] tarafindan bogiirtlen yan iriiniinden
elde edilen antosiyaninlerce zengin ekstratin
mikroenkapsiilasyonunda da benzer morfoloji gézlenmistir.

Diizensiz sekilli bu camsi yap1 fenolik bilesikleri, 1s1ya ve
oksijene maruz kalmaya karsi koruyabilir [1, 10]. Ayrica
partikiiller, aglomere mikrokapsiiller gibi goriinmektedir.
Benzer davrams Quispe-Condori ve ark. [41] tarafindan
dondurarak kurutma kullanilarak keten yaginin zein ile
mikrokapsiilasyonunda da gézlenmistir.

Zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozunun yigm yogunlugu
0.06 g/cm® ve sikistinlmis yogunlugu 0.10 g/cm?® olarak
tespit edilmistir. Dondurarak kurutulmus tozlarin hem yigin
hem de sikistirtlmis yogunlugunun olduke¢a diisiik oldugu
gdzlenmistir ve bu istenilen bir durumdur. Ornegin
gozenekli yapida olmasi, disik yigin ve sikistirtlmis
yogunluga sahip olmasimin sebebi olabilir [37]. Yigin
yogunlugunun diisiik olmasi, toz Trlinlerin paketleme
maliyetini ve tagima verimliligini olumlu yonde
etkilediginden {iretici ve tiiketici tarafindan 6nemlidir. Fakat
disik yigin yogunluklu kurutulmus gidalarin oksidatif
bozunmaya yatkin olabildigi ve depolanma stabilitelerinin
azalabildigi unutulmamahdir [42]. Zeytin c¢ekirdegi
antioksidant tozu i¢in bulunan yigm ve sikistirilmig
yogunluk degerleri, Dirim ve ark. (2015) (0.16-0.32 g/ml ve
0.25-0.42 g/ml) [11] ile Laokuldilok ve Kanha (yigmn
yogunlugu 0.33-0.35 g/ml) [42]’min bulduklar1 degerlerden
daha diisiiktiir.

Bu c¢alismada elde edilen toz iiriiniin akabilirligi ve
yapiskanlig1 sirasiyla Carr indeksi (CI) ve Hausner orant
(HR) ile hesaplanmistir. Bu degerler, toz firiinlerin
depolanmasi, tasinmasi, iglenmesi sirasinda kullanilacak
ekipmanlarin tasarimlar1 ve dizaynlariyla ilgili 6nemli yol
gostericilerdir [11]. CI degeri 38’den ve HR degeri 1.60’dan
biiyilk olmast durumunda toz {iriiniin akabilirligi ¢ok ¢ok
zayitf ~ve  yapiskanligit  olduk¢a  yiikksek  olarak
degerlendirilmektedir [17]. Bu simiflandirmaya dayanarak
zeytin ¢ekirdegi antioksidami tozunun akabilirligi ¢ok ¢ok
zay1f ve yapiskanligi oldukga yiiksek olarak bulgulanmustir.
Yiiksek HR degeri, toz {iriiniin daha yapiskan ve serbestge
daha az akabilecegi anlamina gelmektedir [41]. CI degerinin
yiiksek olan toz tiriiniin HR degerinin de yiiksek olmasi
beklenilen bir durumdur. Ayrica toz iiriiniin oldukga kiigiik
partikiillii olmasinin, iiriiniin akigkanlik davranigini olumsuz
yonde etkiledigi diisiiniilmektedir. Bu caligmaya benzer
sekilde dondurarak kurutulmus maltodekstrin ilaveli kamkat
tozunun [38] ve maltodekstrinsiz kivi tozunun [43]
akabilirligi ¢ok cok zayif ve ve yapiskanligr da oldukca
yliksek olarak tespit edilmistir.

Islanabilirlik ve dagilabilirlik partikiiliin boyutuna,
gozenekliligine, yogunluguna ve ylizey alanina bagh olarak
degismektedir [44]. Islanabilirlik, toz driiniin kapiler
kuvvetlerle siviya niifuz etme kabiliyetidir. Daha diisiik
1slanma siiresi arzu edilen bir 6zelliktir [37]. Zeytin ¢ekirdegi
antioksidan1t tozunun 1slanabilirligi 21.00 dk olarak
belirlenmistir. Islanabilirligin yiiksek olmasi, toz iiriiniin
diisiik yogunlugu ve nem igerigi ile iliskili olabilir [11, 37].

Toz iirtiiniin dagilabilirligi ise tiriiniin hafif¢e karigtirarak
suda dagildiginda, ayr1 ayri pargaciklara ayrilma yetenegidir.
Bu deger, gida isleme endiistrisi i¢in 0onemli bir indekstir.
Yiiksek dagilabilirlik degeri, daha az topaklanmanin ortaya
¢ikmasi anlamina gelmektedir [42].
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(b)
Sekil. 1. Dondurarak kurutulmus zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozunun taramali elektron mikroskobu goriintiileri ((a) -
x5000, (b) — x20000 (6l¢eklendirilmis))

Tablo 3. Dondurarak kurutulmus zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozlarinin polifenol igerikleri, simiile mide ve bagirsak
stvilarinda salinan fenolik bilesik miktarlar1 ve antioksidan aktiviteleri

Ozellikler Degerler
Toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/100 g) 565.61 £ 6.64
Yiizey fenolik madde miktar1 (mg GAE/100 g) 14724 £5.42
Mikroenkapsiilasyon etkinligi (%) 73.95+1.26
Toplam flavonoid miktart (mg (-)-EE/100 g) 264.00 £ 6.75
in vitro salinim-simiile mide (SGF) (%, w/v) 25.18+0.48
in vitro salinim-simiile ince bagirsak (SIF) (%, w/v) 41.01 £0.56
DPPH-ECs, (mg) 1.85+0.13
DPPH-Antiradikal Etkinligi (AE) 0.54 +0.04

FRAP (mg FeS0,/100 g)

1330.80 + 14.73

*Degerler, ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

Zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozunun dagilabilirlik degeri %
45.42°dir ve orta diizeydedir. Bu ¢alismada elde edilen toz
driiniin 1slanilabilirlik degerinin, dondurarak kurutma
yontemiyle dretilmis yogurt tozu (71 sn) [37] ile
maltodekstrinsiz  ve maltodekstrinli  kumkat tozunun
1slanabilirliginden (196.33 ve 774.66 sn) [38] daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Toz {iriiniin dagilabilirlik degeri ise
vakssiz propolis tozunun (% 83.2-98.7) [45] ve karayemis
tozunun dagilabilirliginden (% 87-95) [40] daha diistiktiir.
Higroskopi, toz {irtiniin yiiksek bagil nemli ortamda nem
absorplama yetenegi olarak tanimlanir. Genellikle {iriiniin
gozenekliligi veya gidada bulunan sekerin amorf camsi
durumu ile ilgilidir [37]. Depolama sirasinda fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyolojik stabilite saglamak igin toz
irlinde diigiik higroskopi istenmektedir [37, 46]. Ayrica toz
riinlerin  higroskopi degeri, nem igerikleriyle de ters
orantilidir. Toz {irlin ile ortam havasi arasindaki nem farki
arttikga, Uriin tarafindan daha fazla nem absorbe

edilebilmektedir [46]. Zeytin ¢ekirdegi antioksidan tozunun
higroskopi degerleri % 33.01°dir. Keklesme ise ¢okme
durumudur. Toz {iriiniin partikiillerine yiizey temasi igin
yeterli zaman tanindiginda, kalici agregasyon meydana
gelmektedir. Keklesme durumunda toz {iriiniin akis
Ozellikleri yok olmaktadir [44]. Zeytin ¢ekirdegi
antioksidani tozunun keklesme derecesi ise % 53.17 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen iiriinlin higroskopi
degeri ve keklesme derecesi, dondurarak kurutulmus
karayemis tozunun keklesme derecesinden (% 16-24) [40] ve
yogurt tozunun higroskopi degerinden (% 9.78-10.16) [37]
daha yiiksektir.

3.2 Mikrokapsiillerin in vitro salimim, fenolik bilesik ve
antioksidan igerigi
Zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozlarinin fenolik bilesik

igerikleri, in vitro fenolik bilesik salinimlar1 ve antioksidan
icerikleri Tablo 3’de verilmigtir. Toz iriniin toplam

144



NOHU Miih. Bilim. Derg. / NOHU J. Eng. Sci. 10(1): 140- 149
E. Nakilcioglu-Tas, S. Otles

fenolik madde miktar1 % 0.57, toplam flavonoid miktar1 %
0.26 ve yiizey fenolik madde miktar1 % 0.15 olarak tespit
edilmistir. Nakilcioglu-Tas ve Otles [12] tarafindan
puskiirtmeli kurutma yontemi ile elde edilen zeytin
cekirdegi antioksidani tozlarinin toplam fenolik igeriginin
(% 1.72), dondurarak kurutulmus =zeytin c¢ekirdegi
antioksidani tozlarininkine kiyasla daha yiiksek oldugunu
belirlenmistir. Buna paralel olarak piiskiirtmeli kurutmayla
elde edilen toz iriiniin dondurarak kurutma yontemine
kiyasla daha yiiksek toplam flavonoid (% 0.46) ve yiizey
fenolik igerdigi (% 0.40) de goriilmektedir. Dondurarak
kurutma islemi, 1siya duyarli fenolik bilesikler iizerinde
yiiksek sicakligin yarattig1 olumsuz etkiyi
Onleyebilmektedir [42].

Tablo 4. Dondurarak kurutulmus zeytin ¢ekirdegi
antioksidani tozlarinin bireysel fenolik miktarlari

Alikonma zamani

Fenolik bilesikler Miktar (mg/100 g)

(dk)
Hidroksitirosol 10.783 11.15+0.21°¢
(+)-katesin 12.412 90.93+0.512
Vanilik asit 15.966 6.42+0.15¢
Siringik asit 16.941 1.93+0.10°
Oleuropein 25.130 25.91+0.08"

*Degerler, ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni
stitundaki farkli harfler, fenolk bilesikler arasindaki istatistiksel
farkliliklari gostermektedir (p<0.05).

Bununla birlikte, dondurarak kurutma yonteminde
fenolik ve antioksidan igerigiyle ilgili gozlenen kayiplar,
kurutma isleminden sonra {irliniin dgiitiilmesi ile iliskilidir ve
benzer sonuglar Barbados kirazi posasint piiskiirtmeli ve
dondurarak kurutma ile mikroenkapsiile eden Rezende ve
ark. [47] tarafindan da belirlenmistir. Bu calismada elde
edilen sonuglarin, dondurarak kurutulmus kamkat tozunun
toplam fenolik igerigi (%0.45-0.70) ile benzer ve toplam
flavonoid igeriginden (%0.15-0.22) yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Dondurarak kurutulmus zeytin ¢ekirdegi antioksidani
tozlarinin mikroenkapsiilasyon etkinligi % 73.95 olarak
hesaplanmuigtir. Bu durum zeytin cekirdegi
antioksidanlarmin %  26.05’inin  yiizeyde  kalip
kapsiillenemediginin ve oksidasyona yatkin oldugunun bir
gostergesidir. Mikroenkapsiilasyon etkinliginin yiiksek
olmasi istenilen bir durumdur ve fenolik bilesiklerin %
73.95’inin kapsiillenebilmesi oldukga iyi bir orandir. Benzer
sonuglar, piiskiirtmeli kurutma yontemiyle iiretilen zeytin
cekirdegi antioksidam tozlarinda (% 65.35-76.89) [12] ve
dondurarak kurutulmus zeytin yapragi ekstraktinda (%
50.22-91.60) [9] da elde edilmistir. Quispe-Condori ve ark
[41], dondurarak kurutulmus keten yagi mikrokapsiillerinde
mikroankapsiilasyon etkinligini % 32.68 ile % 59.63
araliginda bulgulamis ve bu calismaya gore daha diisiik bir
mikroenkapsiilasyon etkinligi tespit etmislerdir. Bu degerin
caligmalarda farklt olmasinin sebebi, mikrokapsiilasyon
etkinliginin kapsiillenmis bilesiklere ve kullanilan kaplama
materyaline bilyiik 6l¢iide bagli olmasidir [8].

Zeytin ¢ekirdegi su ekstraktinin simiile SGF’de salinan
toplam fenolik madde miktar1 % 54.67 + 2.58 ve SIF’de
salinan toplam fenolik madde miktar1 ise % 88.59 + 1.99
olarak belirlenmigtir. Dondurarak kurutulmus zeytin
cekirdegi  antioksidani  tozunda  ise  kapsiillerin
parcalanmasiyla midede toplam fenolik iceriginin % 25.18’1
salinmakta ve kalan mikrokapsiillerin bir kismininda ince
bagirsakta parcalanmasiyla kalan toplam fenolik igeriginin
% 41.01°1 de ince bagirsakta salinmaktadir. Bu durumda
zeytin ¢ekirdegi su ekstraktinin tiiketimiyle fenolik
bilesiklerin sadece % 5.17’si  kolona ulasabilirken,
dondurarak kurutulmus zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozu
tiketimiyle fenolik bilesiklerin % 44.14°i  kolona
ulasabilmektedir. Bu da gerceklestirilen
mikroenkapsiilasyon  isleminin  fenolik  bilesiklerin
biyoyararlilig1 {izerinde olumlu etkiler yarattiginin en iyi
gostergesidir. Su ekstrakti ile toz {iriin arasinda simiile
SGF’de salinan toplam fenolik madde miktar1 ve SIF’de
salinan toplam fenolik madde miktar1 agisindan istatistiksel
bakis agisiyla anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Ayrica su ekstraktinda SGF’de salinan toplam fenolik madde
miktart ile SIF’de salinan toplam fenolik madde miktar
arasinda ve toz triinde SGF’de salinan toplam fenolik madde
miktar1 ile SIF’de salinan toplam fenolik madde miktar
arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin varligi
tespit edilmistir (p<<0.05).

Toz iirliniin mikroenkapsiile edilmesindeki nedenlerden
biri fenolik bilesiklerin gida matriksiyle interaksiyonunu
onleme ve gastrointestinal yolda kontrollii salinimlarini
saglamaktir. Bagirsak kosullarinda korunarak kontrollii
bicimde plazmadaki konsantrasyonlarinin artirimi ana
hedeftir. Fenolik bilesiklerin absorpsiyonunu etkileyen en
onemli faktorler olan protein interaksiyonu ve bagirsak
mukozasindaki enzimlerle etkilesim, mikroenkapsiilasyonla
engellenebilmektedir ve  bu  durum  bilesiklerin
biyoyararliliklarim1 artirmaktadir [31]. Luca ve ark. [27],
santrifiijlenme sonrasinda dondurarak kurutulmus visne
posast fenoliklerinin SGF’de in vitro salimim degerlerini %
11.88-14.41 ve SIF’de in vitro salimim degerlerini ise %
31.74-38.28 olarak belirtmistir. Santrifiijlenmis kontrol
orneklerinde ise salinim oranlar1 daha ytiksektir ve % 26.79-
41.09 (SGF) ile % 47.07-49.22 (SIF) araligindadir.
Dondurarak kurutulmus katesin nanopartikiiliiniin simiile
edilmis SGF’deki fenolik salinim1 % 5-15 ve simiile edilmis
SIF’deki salinimi ise % 9-25 olarak tespit edilmistir [31]. Bu
caligmadaki in vitro salinm degerlerinin daha yiiksek
belirlenmesinin  sebebi, mikroenkapsiilasyon  verimi,
kapstillenen fenolik bilesikler ve kaplama materyalindeki
farkliliklar oldugu kanisina varilmstir.

Zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozunun antioksidan
aktivitesi incelendiginde, 1.85 mg toz iiriiniin DPPH serbest
radikalinin % 50’sini siipiirme yeteneginde oldugu ya da
baska bir ifadeyle toz {irliniin antiradikal etkinliginin (AE)
0.54 oldugu ortaya ¢ikmistir. Kiyaslamak agisindan fenolik
bilesiklerden gallik asidin EC50 degerinin 0.001 mg ve AE
degerinin ise 960.42 oldugu tespit edilmigtir. Zeytin
¢ekirdeginin DPPH yontemiyle belirlenen antioksidan
aktivitesi gallik asidinkine gore diisiik iken, dondurarak
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Sekil 2. Dondurarak kurutulmus zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozunun HPLC ile belirlenen fenolik bilesikleri

kurutulmug kamkat tozundan (EC50: 76.16-137.16 mg/mg)
olduk¢a yiiksektir. Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde
edilen zeytin cekirdegi antioksidani tozunun antioksidan
aktivitesinden (EC50: 1.56 mg ve AE: 0.64) ¢ok az diisiik
oldugu goriilmektedir. Dondurarak kurutulmus zeytin
cekirdegi antioksidani tozunun FRAP yontemiyle belirlenen
antioksidan aktivitesi ise 1330.80 mg FeSO4/100 g’dir. Toz
tirliniin FRAP yontemiyle tespitlenen antioksidan aktivitesi
fenolik igerigiyle baglantili olarak Nakilcioglu-Tas ve Otles
[12] tarafindan piiskiirtmeli kurutulmus zeytin ¢ekirdegi
antioksidan1 tozununkinden daha disik (4724.61 mg
FeS04/100 g) oldugu goriilmiistiir. Literatiirde dondurarak
kurutulmus Japon ayvasimnin FRAP yontemiyle belirlenen
antioksidan aktivitesi 3.3-6.7 mmol Troloks/100 g kuru
madde [48] iken, dondurarak kurutulmus kahve telvesininki
ise 1.21-1.58 mmol Fe+2/100 ml [8] oldugu ifade edilmistir.
Antioksidan aktivitenin giivenli ve kesin bir sekilde
belirlenmesi igin farkli testlerin kullanilmasi 6nemlidir.
Ciinkii her yontemin kendine 6zgili bir 6zelligi vardir ve
belirli bir etki alanina sahiptir [47]. Sonuglar dondurarak
kurutulmus zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozunun yiiksek
indirgeme giiciine sahip oldugunu ve kontrolsiiz oksidasyona
kars1 koruyucu olabilecegini géstermistir.

3.3 Mikrokapsiillerin bireysel fenolik bilesikleri

Zeytin ¢ekirdegi antioksidani tozunda HPLC-DAD
kullanilarak belirlenen fenolik bilegiklerin miktarlar1 Tablo
4’te verilmistir. Toz iriinde bes adet fenolik bilesik
(hidroksitirosol, (+)-katesin, vanilik asit, siringik asit ve
oleuropein) tespit edilmistir (Sekil 2). Bunlardan
hidroksitirosol ve oleuropein, zeytin ve zeytin irlinlerinde
bulunan baskin fenolik bilesiklerdir [49].

Toz iirtinde en fazla miktarda bulunan fenolik bilesigin
(+)-katesin oldugu, daha sonra ise onu sirasiyla oleuropein,
hidroksitirosol, vanilik asit, siringik asittin takip ettigi
bulunmustur (p<0.05). En diisiik miktarda tespitlenen
fenolik bilesik ise siringik asittir (p<0.05).

Piiskiirtmeli kurutmayla elde edilen zeytin cekirdegi
antioksidan1t tozunun fenolik bilesiklerinin belirlendigi
caligmada, Ornekte bu calismaya benzer sekilde
hidroksitirosol, (+)-katesin, vanilik asit, siringik asit ve
oleuropein varlig1 belirlenmis ve baskin fenolik bilesigin (+)-
katesin (231.5 mg/100 g), miktar1 en diisiik olanin da siringik

asit (2.73 mg/100 g) oldugu ifade edilmistir [12].
Piiskiirtmeli  kurutmayla elde edilen zeytin ¢ekirdegi
antioksidani tozunun bireysel fenolik bilesik miktarlari, bu
calismadakine kiyasla daha yiiksektir. Bu sonug diger analiz
sonuglariyla da uyumludur ve sebebi daha 6nce ifade edildigi
gibi dondurarak kurutma isleminden sonra iiriiniin havanda
ezilerek ogiitiilmesidir [47]. Bu asamada mikrokapsiiller
zarar gormiis ve polifenollerin oksidasyonunun gergeklesmis
olabilecegi  diisliniilmektedir. ~ Dondurarak  kurutma
yonteminde uygulanan diisiik sicaklik ve vakum basincinin
fenolik bilesiklerin bozunmasina yol agan termal ve oksidatif
reaksiyonlar1 biiyiik oranda smirlandirdigi bilinmektedir
[38]. Buna ragmen bu caligmada kullanilan kaplama
materyali: ¢ekirdek materyali orani, kurutma kalinligi ve
dondurarak kurutma kosullar1 gibi parametrelerin optimize
edilmemis olmasi, piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde
edilen kadar yiiksek polifenol ve antioksidan igerige sahip
toz {irlinin elde edilememesindeki diger bir neden
olabilecegi kanisina varilmistir.

4  Sonuglar

Bu c¢alismada hem fonksiyonel gida tasariminda
kullanilabilecek bir ingredient hem de dogal katki maddesi
elde etmek amaciyla, antioksidan bilesikleri koruyabilen bir
kurutma yontemi olan dondurarak kurutma yontemi
kullanilmis ve zeytin ¢ekirdeginin antioksidan bilesiklerce
zengin su ekstrakti, kitosan ile mikroenkapsiile edilerek toz
formuna getirilmistir. Gelistirilen toz {irtiniin baz1 fiziksel ve
toz iriin Ozellikleri ile polifenol ve antioksidan igerigi
incelenmistir. Zeytin c¢ekirdegi antioksidani tozlarinin nem
igerigi ve su aktivitesi degerleri giivenli depolama i¢in uygun
sinirlardadir. Agik sar1 renge sahip tirliniin, katildig1 gidanin
rengini ciddi derecede degistirmeyecegi diisiiniilmektedir.
Partikiiller aras1 aglomerasyon gozlenmistir ve partikiiller,
degisken boyutlarda, kiicik ve kirik cam yapisindadir.
Yiiksek keklesme derecesine, yapigkanliga, higroskopi ve
1slanabilirlik degerine, orta diizeyde dagilabilirlik degerine,
zayif akabilirlige, diisik y1gin yogunlugu ve sikistirtlmis
yogunluk degerlerine sahip bir iirinin elde edildigi
sOylenebilir. Ayrica gelistirilen zeytin ¢ekirdegi antioksidan
tozu dikkate deger diizeyde fenolik bilesik icerdigi ve
antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistir. Bu
calismada elde edilen fizikokimyasal 6zelliklere ek olarak,
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toz Uriiniin depolama siiresi ve kosullarinda stabilitesinin
degerlendirilecegi ¢alismalarin da gergeklestirilmesi tavsiye
edilmektedir.

Cikar catismasi

Yazarlar ¢gikar ¢atigmasi olmadigin1 beyan etmektedir.
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