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Oz: Karvakrol, kekik bitkisinin ucucu bilesenlerinden en cok calisilan fenolik
yapilt bir maddedir. Cevresel faktorlere bagli olarak stabilitesi azalan karvakrolii
daha stabil bir iirlin haline doniistiirmek i¢in enkapsiilasyon tekniginden
faydalanilabilmektedir. Bu ¢alismada gida, ziraat ve ilag endiistrisinde kullanimi
olan karvakroliin maya hiicreleri ile biyo-enkapsiile edilmesi ve karakterizasyonu
amaglanmigtir. Maya hiicrelerine 6n islem olarak plazmoliz islemi uygulanmig ve
hem plazmoliz olmus hem de olmamis hiicreler ile karvakrol enkapsile
edilmistir. Plazmolize olmus ve olmamis maya hiicrelerinde tutulan karvakrol
oranlar1 plazmolize olmus maya hiicresinde %80.79, plazmolize olmamis maya
hiicresinde ise %90.43 olarak tespit edilmistir. Enkapsiillerin toplam fenolik
madde miktarlar1 plazmolize olmus ve olmamis hiicre enkapsiilleri i¢in sirastyla
138.1 ve 146.8 mg GAE/g olarak belirlenmis ve maya enkapsiilleri icerisinde
plazmoliz olmamis enkapsiil (POE), plazmolize enkapsiile (PE) kiyasla daha
yiiksek antiradikal aktivite sergilemistir. Ayrica gergeklestirilen FTIR teknigi ile
karvakroliin maya hiicreleri tarafindan enkapsiilasyonu dogrulanmis ve taramali
elektron mikroskobu ile yapisal 6zellikleri belirlenmistir.
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Abstract: Carvacrol is the most studied phenolic substance, one of the essential
components of thyme. The encapsulation technique can be used to make more
stable carvacrol, which has decreased stability due to environmental factors. In
this study, it was aimed to encapsulate and characterize carvacrol, which is used
in the food, agriculture and pharmaceutical industry, with yeast cells. Yeast cells
were pretreated with plasmolysis and carvacrol was encapsulated with both
plasmolysed and non-plasmolysed cells. Carvacrol retained was 80.79% in the
plasmolysed yeast cells and it was 90.43% in the non-plasmolysed yeast cell. The
total amount of phenolic substances in the capsules was determined as to be 138.1
and 146.8 mg GAE/g for plasmolysed and non-plasmolysed yeast cells capsules
respectively and the non-plasmolysed yeast capsules exhibited higher antiradical
activity compared to the plasmolysed encapsules (PE). In addition, the
encapsulation of carvacrol by yeast cells was proved by FTIR technique and
structural properties were determined by scanning electron microscope.
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1. Giris

Ucucu yaglar, hidrodistilasyon, buhar distilasyon, kuru distilasyon veya uygun bir mekanik
islemle (Sangwan ve ark., 2001; Hiisnii ve ark., 2007) bitki ham maddesinden elde edilen ugucu ve yari
ucucu bilesiklerin kompleks karigimlaridir (Zuzarte ve Salgueiro, 2015; Husni ve ark., 2007).
Lamiaceae familyasi ugucu bilesikler ihtiva eden ¢ok ¢esitli aromatik otlar ile galilardan olusan ve
baslica esansiyel yaglari tasiyan bitki ailelerinden biridir (Nieto, 2017; Mamadalieva ve ark., 2017).
Lamiaceae familyasinin en 6nemli bitkilerinden olan kekik bitkisine ait Tiirkiye’de Thymus, Origanum,
Satureja, Tymbra ve Coridothymus isimli bes cins bulunmaktadir (Baser ve ark., 1994; Davis, 1982).
Bu cinslere ait bitkilerden elde edilen kekik esansiyel yaglari, timol ile bir monoterpenik fenol izomeri
olan karvakrol bakimindan olduk¢a zengindir (Baser, 2008).

Karvakrol monoterpenoid karakterde sivi bir fenolik maddedir. Karvakrol, lipofilik &zelliklere
ve oda sicakliginda (25 °C) 0.976 g/ml yogunluga sahip olup etanol, aseton ve dietil eterde ylksek
oranda ¢oziinmektedir. Bircok caligmada belirtildigi {izere bu bilesik, antibakteriyel ve antifungal
(Chavan ve Tupe, 2014; Du ve ark., 2008), antiviral (Gilling ve ark., 2014; Sanchez ve ark., 2015),
antioksidan (Aristatile ve ark., 2011; Guimardes ve ark., 2010; Milos ve Makota, 2012) ve
antikanserojen (Arunasree, 2010; Ozkan ve Erdogan, 2012) 0©zelliklere sahiptir. Aromasi ve
antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle, 6zellikle gida endiistrisi i¢in dogal bir gida koruyucusu olarak
bir¢ok ¢alismada 6nerilmistir (Solorzano-Santos ve Miranda-Novales, 2012; Karaman ve Sagdig, 2019).

Son zamanlarda, arastirmacilar yapisi ve besinsel yararlar nedeniyle kapsiilleme alaninda yeni
tasiyict materyal olarak maya hiicrelerinin  kullanimi ile ilgilenmektedir. Bu arastirmacilar
enkapsiilasyon amaciyla maya hiicrelerinin kullanilmasinin farkli avantajlarmi vurgulamislardir.
Resveratrol (Shi ve ark., 2008), ugucu yaglar (Bishop ve ark., 1998), klorojenik asit (Shi ve ark., 2007),
kurkumin (Paramera ve ark., 2011) ve dogal mikro vezikiiller olarak enzimler (Chow ve Palecet, 2004)
gibi hem suda ¢6zlinen hem de ¢6ziinmeyen molekiiller igin ¢esitli gida bilesenlerinin kapsiillenmesinde
maya hiicreleri kullanilmistir. Yine benzer olarak Czerniak ve ark. (2015), maya htcrelerini biyokapsiil
olarak kullanarak ringa balik yaginin oksidatif stabilitesini basariyla gelistirmistir. Diger tekniklere
kiyasla, maya hiicrelerinde kapsiilleme nispeten basit prosediir gerektirir ve isleme sirasinda maya, su
ve sivi gekirdek bilegenlerinden bagka higbir ilave materyale gerek duyulmaz (Bishop ve ark., 1998).
Ticari maya mikrokapsiilleri, nanometre kalinligindaki giiclii ve elastik hiicre duvarlarma sahip
mikrometre boyutunda elipsoidlerdir. Kapsiillenmis aktif maddenin salinim mekanizmasi, su aktivitesi
ve sicaklik ile kontrol edilmektedir (Normand ve ark., 2005). Bugtine kadar, kapstlleme 6ncesinde bazi
caligmalarda maya hiicresi 6n muamelesi icin sodyum klorir kullanilarak plazmoliz islemi denenmistir
(Paramera ve ark., 2011, Shi ve ark., 2007, Shi ve ark., 2008). Plazmoliz islemi ile hiicre i¢i materyal
bosaltilarak maya hiicresi tam bir enkapsiil gibi kullanilabilmektedir.

Bu ¢alismada uguculugu sebebiyle ilave edildigi ortamda stabilitesi diisiik olan karvakrol, hem
plazmolize edilmis hem de plazmoliz olmamis maya hiicreleri ile enkapsiile edilmis ve elde edilen
enkapsullerin konformasyonel ve yapisal 6zellikleri ile antiradikal aktiviteleri karakterize edilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Calismada materyal olarak kullanilan maya hiicresi ekmek mayasi olarak satilan Saccharomyces
cerevisiae olup yerel piyasadan yas maya seklinde satin alimmistir. Enkapsdle edilen karvakrol ise Sigma
Aldrich (Saint Louis, MO, ABD)’den temin edilmistir.
2.2.'YOntem
2.2.1. Maya hucrelerinin én islemi

Enkapsulasyon islemi 6ncesi, 170 g maya hiicresi fosfat tamponu (pH 6.8) ile yikanmis ve daha
sonra santrifujleme ile (10 dakika boyunca 3984 x g) toplanmistir. Ardindan distile su ile yikama

prosediirii bes kez tekrarlanmis ve daha sonra yikanmis hiicreler dondurularak kurutulmustur
(plazmolize olmayan hiicreler). Ayni prosediir, hiicrelerin %10 sodyum klortir (NaCl) ¢ozeltisi igeren
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siselerde siispanse edildigi plazmolize hiicrelerin hazirlanmasi i¢in de takip edilmistir. Siseler,
calkalayicida 55 °C ve 180 rpm'de 48 saat slreyle ¢alkalanmistir. Plazmolize hiicreler, santrifiijleme (10
dakika boyunca 3984 x g) ile elde edilmis, daha sonra hiicre kalintilarin1 ve NaCl’l elemine etmek icin
bes kez deiyonize su ile yikanmis ve dondurularak kurutulmustur.

2.2.2. Karvakroliin maya hucresi ile enkapsilasyonu

Plazmolize olmus ve olmamis maya hiicrelerine (3 g), karvakrol (3 g) (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, ABD) ve 4 ml saf su ilave edilmis ve karisim, 45 + 1 °C'de 4 saat karistirilmustir.
Kapsiillenmig 6rnekler saf su ile yikanmis ve kapsiillenmemis karvakrolii uzaklagtirmak i¢in 10 dakika
boyunca 3000 rpm'de santrifilj islemi uygulanmistir. Bu sekilde plazmolize enkapsiil (PE) ve plazmoliz
olmamis enkapsiil (POE) seklinde 6rnekler iretilmistir. Kapsiillenmis maya hiicreleri -20 °C'de
dondurulmus ve daha sonra liyofilizatérde (Christ Freeze-Dryers, Osteode, Almanya) kurutulmustur.
Uretilen kapsiiller -20 °C'de muhafaza edilmistir.

2.2.3. Gaz Kromatografisi/Kitle Spektrometresi (GC-MS) ile ucucu bilesen analizi

Orneklerde ugucu bilesen analizi igin, HP-5 MS kapiler kolon (30 m x 0.25 um) ve HP 5973
kitle selektif dedektore sahip Shimadzu QP2010 Ultra GC-MS (Gaz Kromatografisi Kitle
Spektrometresi, Japonya) cihazi kullanilmistir. Tasiyic1 gaz olarak helyumdan yararlanilmis, akis orani
1 mL/dk ve enjektdr sicakligi 220 °C, MS transfer sicakligi ise 290 °C'ye ayarlanmistir. Kolon sicakligi
ilk 3 dk i¢in 50 °C'ye, ardindan 3 °C/dk'lik artiglarla 150 °C'ye yiikseltilmis ve bu sicaklikta 10 dk
tutulduktan sonra 250 °C’ye yukseltilmistir. Splitless yontemde 1.0 ul seyreltilmis 6rnekler (1/100
metanol, v/v) otomatik olarak enjekte edilmistir. Bilesenlerin karakterizasyonu elektronik kiitiiphaneler
(Flavor2.L, Wiley7n.1 ve NIST98.L) kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.2.4. Orneklerin toplam fenolik madde ve antiradikal aktivitelerinin belirlenmesi
2.2.4.1. Maya hucresi ve enkapsullerin ekstraksiyonu

Orneklerin toplam fenolik madde ve antiradikal aktivitelerini belirleyebilmek amaciyla,
karvakrol yiiklenmis (PE ve POE) &rnekler ile karvakrol yiiklemesi yapilmamis olan maya hiicreleri
(Plazmoliz maya (PM) ve plazmoliz olmamis maya (POM)) ilk olarak ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Bu amagla yaklasik 0.5 g 6rnek hassas bir sekilde tartilmis ve sonrasinda 5 ml metanol (Merck,
Almanya) ilave edilen 6rnekler 1 dk siireyle vorteks ile karigtirilmistir. Daha sonra oda sicakliginda
calkalamali su banyosu ile 30 dk siireyle ekstraksiyona tabi tutulan érneklere 9000 g’de +4 °C sicaklikta
5 dk siireyle santrifiij islemi uygulanmistir. Ardindan siipernatant 0.45 um siringa filtre yardimriyla
stiziilmiis ve siiziilen kisim toplam fenolik madde ve antiradikal aktivite testlerinde kullanilmagtir.

2.2.4.2. Toplam fenolik madde

Orneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 Singleton ve Rossi (1965) tarafindan &nerilen
yontemde bazi1 modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. Bu amagla 200 pl 6rnek, 1800 ul su ile
karistirilmis ve ardindan 6rneklere 1 ml Folin Ciocalteu reaktifi (1/10 oraninda seyreltilmis) eklenmistir.
Son olarak 2 ml sodyum karbonat (%2, w/v) ilavesi yapilmis ve sonrasinda drnekler agizlari sikica
kapatilarak oda sicakliginda ve karanlik ortamda 2 saat siireyle inkiibe edilmistir. Siire sonunda
orneklerin absorbans degerleri 765 nm’de UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu, Japonya) ile okunmus
ve sonuclar gallik asit standard: kullanilarak olusturulmus olan kalibrasyon egrisi ile mg GAE/g 6rnek
olarak hesaplanmistir. Olciimler dort paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir.

2.2.4.3. DPPH radikali stiptrme aktivitesi
Orneklerin DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) radikali stipiirme aktivitesi Moreno ve ark.

(1998) ile Brand-Williams ve ark. (1995) tarafindan Onerilen metot yardimiyla tespit edilmis ve
ornekleri birbiriyle kiyaslayabilmek amaciyla da ECsy degerleri hesaplanmistir. Bu baglamda belli
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oranlarda seyreltilen 6rneklerden 100 pl alinmis ve 3900 ul DPPH solusyonu (0.1 mM) ile
karigtinnlmistir. Agizlan sikica kapatilan 6rnekler 30 dk siireyle karanlik ortamda ve oda sicakliginda
inkibe edildikten sonra 517 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu, Japonya) ile
absorbans degerleri okunmus ve asagidaki esitlik kullanilarak (Denklem 1) her bir seyreltme oranina ait
% inhibisyon degeri tespit edilmistir.

% TnhibiSy0n= [(Abskontroi-AbSEkstrakt)/ ADSkontrol] 1)

Her bir seyreltme oranina karsilik gelen % inhibisyon degerleri belirlendikten sonra her bir
ornek i¢in ortamda siipiirilmemis DPPH miktarlar1 da tespit edilmis ve bu amagla asagidaki esitlik
kullanilmistir (Denklem 2).

DPPHkalan(Mg/ml)=[37.92xAbs517+0.27]x1000 (R?=0.997) 2

% Kalan DPPH oram ise reaksiyon sonunda kalan DPPH miktarmin baslangigtaki oranina
boliinmesiyle hesaplanmistir (Denklem 3).

% DPPHkain=[DPPH]Y/[DPPH]t=0 (3)

ECso degeri baslangicta mevcut DPPH radikal miktarinin %50’sini siipiirmek amaciyla gerekli
olan enkapsiill ya da karvakrolden alinan toplam fenolik madde miktarim1 ifade etmekte olup,
siipiiriilmeden kalan DPPH radikal miktar1 ile 6rnekten elde edilen toplam fenolik madde miktar
kullanilarak hazirlanan lineer regresyon egrisi vasitasiyla hesaplanmistir. Tiim olgiimler dort paralel
olacak sekilde gergeklestirilmistir.

2.2.4.4. ABTS" radikali siplrme aktivitesi

ABTS* (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonik asit) radikali supiirme aktivitesi
Wettasinghe ve ark. (2002)’nin uyguladig1 yonteme goére belirlenmistir. Bu amagla, ABTS* radikali
olusturmak maksadiyla 7 mmol ABTS*, bir miktar suda ¢0ziinmiis ve 2.45 mmol potasyum persiilfat
ile ilgili hacme tamamlanmistir. Karisim daha sonra oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 16 saat
siireyle koyu mavi renk olusana kadar bekletilmistir. Koyu mavi renkli bu ¢6zelti, fosfat tamponu ile
(pH 7.4) absorbans degeri 734 nm’de 0.700+0.10 olana kadar seyreltilmistir. Daha sonra seyreltilmis bu
cOzeltiden 2 ml (ABTS * ¢ozeltisi) alinarak 75 pl uygun oranlarda seyreltilmis 6rnek ile karigtirilmig ve
6 dk sureyle oda sartlarinda ve karanlik ortamda inkiibasyona birakilan drneklerin absorbans degerleri
UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu, Japonya) ile 734 nm’de belirlenmistir. Orneklerin siipiirme giicii
sonucunda ABTS " radikal katyonundaki azalma yiizde olarak hesaplanmig (Denklem 4) ve sonuglar
Trolox ile olusturulmus olan kalibrasyon egrisi kullanilarak pg Trolox/g Ornek olarak verilmistir.
Yapilan tiim 6l¢timler dort tekrarl olarak gerceklestirilmistir.

% Inhibisy0n= [(Abskontroi-AbSEkstrakt)/ AbDSkontrol] 4)
2.2.5. Orneklerin konformasyonel ve yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi
2.2.5.1. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile konformasyonel karakterizasyon
IR spektrumu ve yapidaki baglarin durumu, hem bos hem de yiiklii maya hiicresi yapilarinin
baglanma yerleri Perkin Elmer 400 FT-IR Spektrometre Spotlight 400 Goruntileme Sistemi (Fransa)
kullanilarak izlenmis ve spektrumlar karsilagtirilmistir.
2.2.5.2. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM) ile kapstillerin yapisal karakterizasyonu
Hem dondurularak kurutulmus mikrokapsiillerin hem de bos maya hiicrelerinin ylizey ve

mikroyapisini izlemek i¢in Taramali Elektron Mikroskop sistemi (LEO 440 Bilgisayar Kontrolli Dijital
Taramal1 Elektron Mikroskobu, Zeiss, Oberkochen, Almanya) kullanilmistir. Numuneler puskirtme
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cihazi kullanilarak iletken bir tabaka (Au-Pd) ile kaplanmis ve bu asamada vakum altina alinarak
kurutulduktan sonra goriintiileme islemi baslatilmistir. Ornekler, 50X, 100X, 1000X ve 3000X gibi
farkl1 biiyiitme oranlartyla 5 kV'luk bir hizlanma geriliminde ¢aligilirken analiz edilmistir.

2.2.6. Istatistiksel analizler

Calisma kapsaminda elde edilen verilerin birbiri ile kiyaslanmas1 amaciyla SAS istatistiksel
paket programi kullanilmigtir. Tek faktor varyans analiz yontemi ile varyans analizine tabi tutulan veriler
arasindaki farklilik Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmis ve bu baglamda manidarlik diizeyi
olarak 0=0.05 hata degeri dikkate alinmustir.
3. Bulgular

3.1. Orneklerin aromatik bilesen kompozisyonu

Plazmoliz olmus ve karvakrol yiiklenmis maya hiicreleri ile yiikleme yapilmamis bos hiicrelerin
major aromatik bilesen kompozisyonlart GC-MS ile belirlenmis ve Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. Mikrokapsullerin ve maya hicrelerinin major ugucu bilesen miktarlart

Ornek tipi Bilesen ismi Alikonma Oran
zamani (dk) (%)
Karvakrol Karvakrol (Phenol,5-methyl-2-(1-methylethyl) 9.23 96.96
Karvakrol (Phenol,5-methyl-2-(1-methylethyl) 9.03 80.79
Cis-9-Hekzadekanoik asit 23.41 9.38
Plazmoliz olmus maya 9-Oktadekenoik asit 23.65 472
enkapsulleri Oktadekanoik asit 2,3 dhidroksipropil ester 29.03 1.09
Karvakrol (Phenol,5-methyl-2-(1-methylethyl) 9.02 90.43
Plazmoliz olmamis maya Cis-9-Hekzadekenoik asit 22.97 1.04
enkapsdlleri 11- Oktadekanoik asit metil ester 25.99 1.04
9-Octadekenoik asit 26.21 0.06
Heptadekan-8-karbonik asit 26.97 3.82
2-Pirolidinon 3.68 2.35
Dekanoik asit 9.98 1.69
L-Prolin metil ester 10.37 1.58
9-Hekzadekenoik asit metil ester 22.24 14.98
Hekzadekanoik asit metil ester 22.66 6.64
] Cis-9-Hekzadekenoik asit 23.10 14.33
Plazmoliz olmus maya n-Hekzadekanoik asit 23.46 8.22
htcreleri 9-Oktadekenoik asit 26.10 20.05
10-Oktadekanoik asit 26.21 2.00
Metil stearat 26.57 3.09
Heptadekan-8-karbonik asit 26.88 11.78
Oktadekanoik asit 27.28 3.02
Fumarik asit 29.06 5.85
Oktanoik asit 29.41 1.48
Cis-9-Hekzadekenoik asit 23.55 29.09
Etil-9-Hekzadekanoat 23.65 3.32
n-Hekzadekanoik asit 23.86 11.35
Hekzadekanoik asit etil ester 24.05 1.59
Plazmoliz olmamis maya  Metil stearat 26.44 1.22
htcreleri 9-Oktadekenoik asit 27.24 25.71
Oktadekanoik asit 27.51 9.73
Palmitaldehit 28.38 2.00

Standart madde olarak kullanilan karvakroliin %96.96 oraninda saf Phenol,5-methyl-2-(1-
methylethyl) yapisinda oldugu goriilmiis ve maya hiicresi igerisinde kapsiillenen karvakroliin yiiksek
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saflikta oldugu gozlenmistir. Plazmolize olmus ve olmamis maya hiicreleri farkli oranda karvakrol
tutmus ve tutulan karvakrol oranlar1 plazmolize olmus maya hiicresinde %80.79, plazmolize olmamig
maya hiicresinde ise %90.43 olarak tespit edilmistir. Maya hiicresinin spesifik yag asitlerinden biri olan
cis-9-hekzadekanoik asit (Blagovi¢ ve ark., 2005) plazmoliz olmamis ve karvakrol yukli maya
hiicresinde %9.38 oraninda belirlenmisken, bu deger plazmoliz islemi sonrasinda elde edilen karvakrol
yliklii maya hiicresinde stoplazmik icerigin bosaltilmis olmasi sebebiyle %1.04 olarak tespit edilmistir.
Karvakrol yiiklemesi yapilmamis maya hiicrelerinde ise bu yag asidi degeri plazmoliz maya icin
%14.33, plazmoliz olmamis maya hiicresi i¢in ise %29.09 olarak tespit edilmistir. Aym1 sekilde 9-
oktadekenoik asit maya hiicrelerinde yer alan diger bir major yag asidi olup, biitiin maya hiicrelerinde
tespit edilmistir. Karvakrol yiiklemesi yapilmamis maya hiicrelerinde daha yiiksek oranda belirlenmis
olup, enkapsiil olusturan maya hiicrelerinde miktar1 diismiis, plazmoliz islemi ile ilgili yag asidinin
konsantrasyonunda azalma meydana gelmistir.

3.2. Orneklerin toplam fenolik madde igerigi ve antiradikal aktivitesi

Maya hiicresi ile enkapsiile edilmis karvakroliin 6zellikle antiradikal aktivitesinin ne derece
tasindig1 ve kapsiil formun kontrol grubu karvakrol bilesigine nazaran ne kadar etkin bir biyoaktivite
sergiledigini tespit edebilmek amaciyla 6rneklerde toplam fenolik madde miktar ile antiradikal kapasite
analizleri yapilmistir. Orneklerin toplam fenolik madde miktarlart Sekil 1°de gdsterilmistir. Maya
hiicresi ile hazirlanmis enkapsiillerin toplam fenolik madde miktarlar1 plazmolize olmus ve olmamis
hucre enkapsiilleri igin sirasiyla 138.1 ve 146.8 mg GAE/g ornek olarak belirlenmistir. Karvakrol i¢in
ise toplam fenolik madde miktar1 350.5 mg GAE/g olarak hesaplanmistir. Karvakrol yiiklenmemis bos
maya hiicreleri i¢in de toplam fenolik madde miktar1 belirlenmis ve bu degerler de plazmoliz maya
hicresi (PM) ve plazmoliz olmamis maya hiicresi (POM) i¢in sirasiyla 0.42 ve 0.66 mg GAE/g 6rnek
olarak tespit edilmistir.
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Sekil 1. Karvakrol yiiklenmis enkapsiillerin ve yiikleme yapilmamis maya hiicrelerinin toplam fenolik
madde icerikleri. PE: Plazmoliz enkapstil, POE: Plazmoliz olmamig enkapsiil, PM: Plazmoliz
maya, POM: Plazmoliz olmamis maya.

Gorildiugii lizere bos maya hiicreleri ile kiyaslandiginda onemli miktarda karvakrol maya
hiicreleri ile enkapsiile edilmistir. Plazmoliz islemi 6rneklerin karvakrol tutma etkinligi iizerinde de
etkili olmus ve her iki maya hiicresi arasindaki toplam fenolik madde miktarlarindaki farklilik
istatistiksel olarak da 6nemli bulunmus ve plazmolize olmamis maya hiicresinin toplam fenolik madde
miktar1 bakimidan daha zengin oldugu gozlenmistir (p<<0.05).
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Sekil 2. Karvakrol yliklenmis enkapsiillerin ECso degerleri ile yiikleme yapilmamis maya hiicrelerinin
DPPH radikali % inhibisyon oranlari. PE: Plazmoliz enkapsiil, POE: Plazmoliz olmamis
enkapsiil, PM: Plazmoliz maya, POM: Plazmoliz olmamis maya.

Maya hcrelerinin ve karvakrolun biyoaktif performanst DPPH ve ABTS* radikali stiplirme
aktivitesi testleri ile belirlenmistir. Orneklerin DPPH radikali siipiirme aktiviteleri kapsiil drnekleri igin
ECso degeri olarak, bos maya hiicresi drnekleri i¢in ise % inhibisyon olarak belirlenmis ve Sekil 2°de
gosterilmistir. Karvakrol yiiklenmis maya hiicreleri hapsettikleri karvakrol bilesigi sayesinde énemli
diizeyde radikal yakalama aktivitesi gostermistir. Bu aktivite, hem maya hticrelerinin plazmolize olup
olmamasina hem de maya hiicrelerinin yiiklenmis olup olmamalarina gore 6nemli farkliliklar sergilemis
olup bu farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Plazmolize olmus karvakrol yiiklii
maya hucresi ECso degeri 2680 pg 6rnek/g DPPH, plazmolize olmamis hiicre i¢in ise 2090 pg 6rnek/g
DPPH olarak hesaplanmistir. Bu deger karvakrol bilesigi i¢in ise 800 pg 6rnek/g DPPH olarak tespit
edilmistir. Karvakrol yliklemesi yapilmamis maya hiicrelerinin DPPH siipiirme aktiviteleri arasinda da
plazmoliz islemi Onemli bir etki gostermis (p<0.05) ve plazmoliz olmus hiicreler daha diisik %
inhibisyon degeri sergilemistir. Karvakrol ile yiiklenmis maya hiicrelerinin ECs degerleri ile ilgili maya
hiicrelerinin sahip oldugu karvakrol miktarlari arasinda negatif ve onemli bir korelasyon oldugu
gozlenmis (r=-0.949, p<0.05); karvakrol miktar1 arttikga Orneklerin ECso degerlerinde diisiis
gdzlenmistir.
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Sekil 3. Karvakrol yiiklenmis enkapstllerin ABTS™ radikal stplrme aktiviteleri. PE: Plazmoliz
enkapsil, POE: Plazmoliz olmamis enkapsiil, PM: Plazmoliz maya, POM: Plazmoliz olmamis
maya.

Orneklerin ABTS* radikali siipiirme aktivitesi ise Sekil 3’te gosterilmistir. DPPH radikali
siiplirme aktivitesi degerlerine benzer sekilde, en yiiksek ABTS* radikali sliplirme aktivitesi karvakrol
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bilesiginde belirlenirken (874.5 pug Trolox/g), maya enkapsiilleri igerisinde plazmoliz olmamis enkapsiil
(POE), plazmolize enkapsiile (PE) kiyasla daha yiiksek antiradikal aktivite sergilemistir. Bos maya
hiicreleri de ayni sekilde karvakrol yiiklii hiicrelere nazaran ¢ok diisiik bir antiradikal aktivite sergilemis
olup, plazmolize olmamis maya (POM), plazmolize maya hiicresine nazaran daha ytiksek bir antiradikal
aktivite gdstermistir (p<0.05). Orneklerin ABTS* ve DPPH radikali siipiirme aktiviteleri (ECso) arasinda
negatif ve 6onemli bir korelasyon belirlenmisken (r=-0.961, p<0.05), toplam fenolik madde miktari ile
antiradikal aktivite degerleri arasinda da pozitif ve onemli bir korelasyon varligi tespit edilmistir
(r=0.996, p<0.05). Yine aym sekilde orneklerin ABTS-* radikali sliplrme aktivitesi ile enkapsillerin
tagidiklar1 karvakrol miktarlar1 arasinda pozitif ve 6nemli bir korelasyon (r=0.824, p<0.05) oldugu
gdzlenmistir.

3.3 Orneklerin konformasyonel ve yapisal 6zellikleri

Sekil 4’te hem karvakrole hem de enkapsil ve bos maya hiicrelerine ait FTIR spektrumlari
gosterilmistir.  Spektrum  profili, karvakrolin maya hiicreleri tarafindan kapsillenmesini
dogrulamaktadir. 1300-1000 cm™'deki pikler fenol grubuna karsilik gelen C-O titresimlerine
atfedilmektedir (Pavia ve ark., 2008). Enkapsiillerde goriilen bu piklerde yogunluk, karvakrolun
kapstllenmesi sebebiyle olusmustur. 860 cm™'den daha diisiik gerilim titresimleri benzene (aromatik
halka) karsilik gelmektedir ve bos maya hiicrelerinde bu piklerin goriilmemesi yine karvakrollin
enkapsiilasyonunu dogrulamaktadir (Pavia ve ark., 2008).

Galichet ve ark. (2001) ve Burattini ve ark. (2008) yaklasik 1026 cm Ydeki bilesen bantlarinin
esas olarak B-glukanlarla (B (1 — 4)) iligkili oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada s6z konusu
bantlarin karvakrol hari¢ diger drneklerin spektrumlarinda elde edildigi goriilmektedir ve B-glukanin
maya hiicre duvarinda bulunan major bilesen olmasi bu durumun ortaya ¢ikmasim saglamistir. Sekil 5,
hem bos maya hiicrelerinin (plazmoliz olmus ve olmamis) hem de iiretilen enkapsiillerin taramali
elektron mikroskop goriintiilerini gostermektedir. Sekil 5¢’de plazmolizin maya hiicreleri tizerinde
meydana getirdigi deformasyon goriinmekte, Sekil 5d’de diizgiin yiizeyli maya hiicreleri
gozlenmektedir. Bununla birlikte Sekil 5a’da plazmolize ragmen enkapsiil iiretimine bagli olarak maya
hiicrelerinin elips formunu korudugu sdylenebilmektedir.

,  Karvakrol
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Sekil 4. Mikrokapsiillerin ve maya hiicrelerinin FTIR spektrumlari.
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Sekil 5. Mikrokapstllerin ve maya hiicrelerinin SEM gdrintileri (a: plazmoliz olmus maya enkapsiilleri,
b: plazmoliz olmamis maya enkapsiilleri, ¢: plazmoliz olmus maya hiicreleri d: plazmoliz
olmamis maya hiicreleri).

4. Tartisma ve Sonug¢

Enkapsulasyon, aktif bilesiklerin ¢evresel faktorler karsisinda stabilitesini muhafaza etmek
amaciyla fazlaca basvurulan énemli bir kaplama teknigidir. Maya hiicreleri sahip olduklari hiicresel
ozellikler sebebiyle aktif bilesiklerin kapsiillenmesinde etkili bir sekilde kullanilabilmekte ve ¢ok farkl
biyoaktif bilesikler maya hiicresi igerisine hapsedilerek muhafaza edilebilmektedir. Ciamponi ve ark.
(2012) maya hiicrelerinin, cesitli aktif maddelerin mikrokapsiilasyonu i¢in biyouyumlu ve biyolojik
olarak bozunabilir materyaller oldugunu belirtmislerdir. Nelson ve ark. (2006), maya ile kapstllemenin,
bilinen tiim mikrokapsiilleme teknolojilerine kars1 daha uygun maliyetli oldugunu savunmuslardir.

Karaman (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢orek otu yagi maya hiicresi ile enkapstle
edilmis ve maya hiicresi i¢in uygulanan plazmoliz isleminin son iiriin biyoaktivitesi lizerinde etkili
oldugu ve plazmolize olmus maya hiicresi ile iiretilen enkapsiillerin daha yiiksek timokinon igerdigi
ifade edilmistir. Ancak, plazmolize edilerek kapsiilleme yapilan maya hiicreleri, plazmoliz olmamis
olanlara nazaran daha diisiik antiradikal aktivite sergilemistir. Plazmoliz islemi maya hiicresinin osmoz
sebebiyle hiicre i¢i sitoplazmik materyalin atilmasina yol agmasi sebebiyle, plazmolize hiicre daha fazla
materyal kapsiilleyebilmekte; ancak bu durumda hiicre i¢i materyalin sahip oldugu biyoaktif etki
kaybolmaktadir. Hassan (2011) yas ekmek mayasinin olduk¢a kuvvetli antioksidan ve antiradikal etki
gosterdigini bildirmis, bu durumun da hiicre i¢i glutatyon miktari, baz1 Maillard reaksiyon iiriinleri ve
siilfiir iceren aminoasitlerden kaynaklandigi ifade edilmistir (Soomer ve Jamieson, 1996). Kavosi ve
ark. (2018) semizotu ¢ekirdegi yagim maya hiicresi ile enkapsiile ettikleri bir ¢alismada, maya
hiicresinin plazmoliz islemi ile hiicre i¢i materyalinin bosaltilmasi neticesinde daha fazla yag enkapsiile
edilebildigini, bu baglamda plazmoliz hiicrenin enkapsiilasyon etkinliginin %60.27, plazmoliz olmamis
hiicrenin ise %52.96 olarak hesaplandigim ifade etmislerdir. Diger taraftan Salari ve ark. (2013)
yaptiklar ¢aligmada plazmoliz isleminin maya hiicresi yapisinda ve 6zelliklerinde degisikliklere neden
olmasina ragmen, hiicrelerde berberin etken maddesinin yiikiini arttirmadigini tespit etmislerdir.

Mevcut calismada da kuvvetli bir antioksidan bilesik olan karvakrol, ugucu olmasi ve bu sebeple
cevresel kosullardan hizlica etkilenmesi sebebiyle maya hiicresi igerisinde kapsiillenmis ve lretilen
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kapsullerin biyoaktif, konformasyonel ve yapisal karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Maya
hiicrelerinde plazmoliz isleminin etkisi de arastirilmis ve karvakrol plazmolize olmus ve olmamis maya
hiicreleri ile ayr1 ayr1 enkapsiile edilmistir. Plazmolize olmus maya hiicreleri karvakrolii oldukga iyi bir
sekilde hapsetmis olsa da plazmolize olmayan maya hiicreleri daha fazla oranda karvakrol tutmus ve bu
sebeple daha yiiksek antiradikal aktive sergilemistir. Plazmoliz bir¢ok ¢alismada mayanin &n
islenmesinde kullanilmis ve bu yolla enkapsiilasyonda verimlik artirilmaya c¢aligilmigtir. Pham-Hoang
ve ark. (2013) plazmoliz isleminin enkapsiilasyon verimliligi lizerine etkisinin ¢esitli oldugunu ancak
enkapsiilasyon etkinliginin asil olarak kapsiillenmis molekiiliin hidrofobikligine bagli oldugunun
bildirmislerdir. Shi ve ark. (2007) polar klorojenik asit icin iki kat daha yiksek bir enkapsulasyon
etkinligi gozlemlerken, Paramera ve ark. (2011), plazmolize hiicreler igin daha hidrofobik olan
kurkumin'in kapsiillenmesinde bir gelisme gozlemlememiglerdir.

Kavetsou ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada maya hiicreleri igerisinde Mentha pulegium
esansiyel yagim kapsiillemisler ve bocek zararlist Myzus persicae'ye karsi bir pestisit olarak
degerlendirilmesi icin yesil bir yaklasim sunmuslardir. Kapsiillemenin ugucu yagin bocek oldiiriicii
aktivitesini 3 giin uzattigini ve ekmek mayasinin insan sagligi iizerinde olumsuz etkisi bulunmadigindan
biyopestisit formiilasyonlarinda kullanimimin yasal kisitlamalara uyumlu olacagini bildirmislerdir.
Plavcova ve ark. (2019) maya glukan partikiilleri ile kurkumin aktif bilesiginin biyolojik etkisinin
artirtlmasi iizerine ¢alismalar yapmiglar ve elde ettikleri sonuglar ile kurkumin kompozitlerinin
nihayetinde inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini one siirmiislerdir. TUm bu
arastirmalar gida, ziraat ve farmasotik uygulamalarinda maya hiicreleri ile yapilan diisiik stabiliteli hem
ucucu yag hem de fenolik bilesik gibi maddelerin enkapsullerinin biyoyararlanimini artirmak igin
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Mevcut calisma ile de karvakrolin maya hucreleri ile
enkapsulasyonu sayesinde gida, ziraat, ilag ve tekstil endiistrisi gibi alanlarda yer alan bazi
formilasyonlarda kullanilabilecek, biyoaktivitesi korunmus ve diger enkapsiilasyon tekniklerine
nazaran daha diistik maliyetli enkapsiil tiretimi ortaya konmustur.
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