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OZET

NANO/MIKROEMULSIYONLA STABILIZE EDILMIiS DEFNE ESANSIYEL
YAGININ AROMATIK, ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIiDAN
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
Mehmet Mert BERBER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitsi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Yonca YUCEER
28/08/2020, 87

Defne, yapraklarinda ve meyvelerinde igerdigi ugucu yaglar bakimindan degerli bir
bitkidir. Tlrkiye, Diinya’da kaliteli defne ihracatgisi1 birkag tlkeden biridir. Fonksiyonel bazi
oOzelliklere sahip olan defne bitkisinin yapraklari kurutularak, baharat veya esansiyel yag
elde etmek amaciyla kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada, defne esansiyel yagini kararli hale
getirmek amaciyla amilopektin = ve arap zamki  stabilizérleri  kullanilarak
nano/mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve karakteristik fiziksel, kimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal bazi O6zelliklerinin ortaya konmasi amaglanmigtir. Defne
yapraklarindan (Laurus nobilis), Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi ile elde edilen
esansiyel yagin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri, ucucu bilesenleri ve duyusal
Ozellikleri belirlenmistir. Defne esansiyel yagmin Escherichia coli standart susuna karsi
inhibisyonu (zon ¢ap1) 10,5 mm, Staphylococcus aureus standart susuna kars1 inhibisyonu
ise 19,0 mm olarak belirlenmistir. Antioksidan aktivitesi 70,56 mM troloks/mL ornek olarak
belirlenen defne esansiyel yaginda en yiiksek oranda 1,8-cineole, sabinene, linalool L ve
a-terpinenyl acetate ugucu bilesenleri tespit edilmistir. Calismada, amilopektin ve arap
zamki stabilizorleri kullanilarak hazirlanan emiilsiyonlarin parcacik boyutu, bulaniklik,
viskozite, renk gibi fiziksel dzellikleri ile antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri, ugucu
bilesenleri ve duyusal Ozellikleri belirlenmistir. Emiilsiyonlarin pargacik boyutlar
328-567 nm arasinda degiskenlik gosterirken arap zamki emiilsiyonunun amilopektin
emiilsiyonuna gore iki aylik depolama boyunca stabilitesini daha iyi korudugu saptanmistir.
Antimikrobiyal analiz sonucu amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlarinin E. coli ve
S. aureus bakterilerinin gelisimini engelledigi belirlenmistir. Ayrica gida uygulamasi

amaciyla nano/mikroemiilsiyonlar, portakal sularina eklenerek antibakteriyal, antioksidan
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aktivitesi ve ugucu bilesenleri belirlenmis, duyusal 6zellikleri ortaya konmustur. Emulsiyon
ilave edilmemis portakal suyunun antioksidan aktivitesi 2,58 mM troloks/mL &rnek olarak
belirlenmistir. Amilopektin ve Arap zamki emiilsiyonu ilave edilen portakal sularinin
antioksidan aktiviteleri sirastyla 3,36, mM troloks/mL 6rnek ve 3,47 mM troloks/mL 6rnek
olarak tespit edilmistir. Emiilsiyon ilave edilen portakal sularinin, emdiilsiyon ilave
edilmemis portakal sularina gore E. coli ve S. aureus iizerine inhibe edici 6zelliginin yiiksek
oldugu saptanmistir. Defne esansiyel yaginin, nano/mikroemiilsiyon formiilasyonlar ile
kararli hale getirilmesi ve gidalarda kullanilan katki maddelerine alternatif, antimikrobiyal
ve antioksidan 0Ozellige sahip dogal bir katki maddesi olarak kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

Anahtar sozcukler: Defne, Esansiyel yag, Nano/mikroemilsiyon, Antimikrobiyal,

Antioksidan, Aroma
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ABSTRACT

DETERMINATION OF AROMATIC, ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT
PROPERTIES OF NANO/MICROEMULSION STABILIZED LAUREL
ESSENTIAL OIL
Mehmet Mert BERBER
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Food Engineering
Advisor: Prof. Dr. Yonca YUCEER
28/08/2020, 87

Laurel is a valuable plant in terms of essential oils contained in its leaves and fruits.
Turkey, is one of the few countries in the world exporter of high quality laurel. The leaves
of the laurel plant, which has some functional properties, can be dried and used to obtain
spice or essential oils. In this study, it was aimed to prepare nano/microemulsion
formulations by using amylopectin and gum arabic stabilizers in order to stabilize laurel
essential oil and to reveal some characteristic physical, chemical, microbiological and
sensory properties. Antimicrobial and antioxidant activities, volatile compounds and sensory
properties of essential oil, obtained from laurel leaves (Laurus nobilis) with
Microwave-Assisted Clevenger Device were determined. The inhibition (zone diameter) of
laurel essential oil against Escherichia coli standard strain was determined as 10,5 mm, and
the inhibition against Staphylococcus aureus standard strain was determined as 19,0 mm.
In laurel essential oil, whose antioxidant activity was determined as 70,56 mM trolox/mL
sample, the highest percentage of volatile components of 1,8-cineole, sabinene, linalool L
and a-terpinenyl acetate were detected. In this study, physical properties such as particle
size, turbidity, viscosity, color and antimicrobial and antioxidant activities, volatile
components and sensory properties of emulsions prepared using amylopectin and gum arabic
stabilizers were determined. While the particle sizes of the emulsions vary between
328-567 nm, it has been determined that the gum arabic emulsion preserves its stability better
during two months of storage compared to the amylopectin emulsion. As a result of the
antimicrobial analysis, it was determined that amylopectin and gum arabic emulsions
prevent the growth of E. coli and S. aureus bacteria. In addition, nano/microemulsions were

added to orange juices for food application, and their antibacterial, antioxidant activity and
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volatile components were determined, and their sensory properties were revealed.
Antioxidant activity of orange juice without emulsion was determined as 2,58 mM trolox/mL
sample. Antioxidant activities of orange juices with amylopectin and gum Arabic emulsions
were 3,36 mM trolox/mL and 3,47 mM trolox/mL sample, respectively. It was determined
that the inhibitory properties of the emulsion-added orange juices on E. coli and S. aureus
were higher than those without emulsion. It is thought that laurel essential oils can be
stabilized with nano/microemulsion formulations and can be used as an alternative to

additives used in foods, as a natural additive with antimicrobial and antioxidant properties.

Keywords: Laurel, Essential oil, Nano/microemulsion, Antimicrobial, Antioxidant,

Aroma
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BOLUM 1
GIRIS

Turkiye diinyada esansiyel yag liretiminde 6nde gelen {iilkeler arasinda yer almakta
olup 2014 yilinda 32,3 milyon dolarlik esansiyel yag ihracat1 gergeklestirmistir (Oztiirk ve
Temel, 2016). Thracat1 yapilan baslica esansiyel yaglar giil yag:, kekik yagi, itir yagi ve
defne yag1 olusturmaktadir (Kara, 2011). En 6nemli esansiyel yag bitkilerinden biri, Akdeniz
defnesi olarak adlandirilan Laurus nobilis L. tirudir (Ozer ve ark., 2019). Defne, diinya
Uzerinde Akdeniz kiyt havzasinin hakim bitki gruplarindan olan makinin karakteristik
elementlerinden biridir. Ulkemizde ise genel olarak dagilis gosterdigi bolgeler Giiney
Marmara Bolimi, Karadeniz Bolgesi, Akdeniz Boélgesi, Orta Firat boliumudur (Karik ve
ark., 2016; Ozhatay ve ark., 2018).

Defne herdem yesil, ¢ali ya da bazen 8-10 metre boylarinda kiigiik agagciklar

seklindedir. Yapraklar dar ve eliptik sekilde, derimsi, kenarlar1 ise hafif dalgalidir. Uziimsii

meyveleri onceleri yesilimsi iken olgunlastik¢a koyu siyah renge donerler (Sekil 1) (Karik
ve ark., 2016; Ozer ve ark., 2019).




Defne, yapraklarinda ve meyvelerinde igerdigi ugucu yaglar bakimindan degerli bir
bitkidir ve Turkiye’nin, en kaliteli defne iireticisi olarak dogal bitki ihracati igcindeki payi
%10’dur (Ozer ve ark., 2019). Yapraklar1 baharat olarak kullanilmasinin yaninda igerdikleri
esansiyel yaglar agisindan 6nem arz eder ve genel olarak Laurus nobilis tirl olan Akdeniz
defnesinin yapraklarindan esansiyel yaglar retilmektedir. Tirk Gida Kodeksi Baharat
Tebligi’ne (Anonim, 2013) gére defne yapraginin nem icerigi en cok %8, toplam kiil miktari
en ¢cok %7 (w/w), ucucu yag miktart 1 mL (mL/100g) olarak belirtilmistir. Turkiye
2012-2015 yillar1 arasinda 46 bin 154 ton defne yaprag ihrag etmistir (Ozer ve ark., 2019).
Ayni1 zamanda yil igerisinde iretilen 1 ton defne yaginin biiylik bir oran1 da ihrag
edilmektedir (Bektasoglu, 2006). Ayrica defne yapragi iiretimi 2017 yil1 igin 27 bin 678 ton,
thracati ise 12 bin 708 ton olarak gergeklestirilmistir (Anonim, 2018).

Odun dis1 orman iiriinii olan defne, dis ticaret agisindan onemli bir yere sahiptir.
Yaygin olarak Hatay bolgesinde yetismekle beraber Kuzeydogu Karadeniz’e kadar genis bir
alanda dagilim gostermektedir. Diinya defne ihtiyacinin %90’1n1 karsilayan Tiirkiye en
kaliteli defne Ureticisidir (Golukeu ve ark., 2018; Ozer ve ark., 2019). Yaprak (retimi haziran
ayinda baslayarak eyliil ayinda sonlanmaktadir (Karik ve ark., 2016). Uziimsii meyvelere
sahip olan defne bitkisinin hem meyvelerinde hem de yapraklarinda yag bulunmaktadir.
Meyveler yapraklara oranla daha fazla yag icermektedir. Defnenin duyusal 6zellikleri kafur,
sineolik koku, tatlimsi, baharatims1 lezzet olarak ifade edilmistir (Reineccius, 1999).

Esansiyel yaglar, bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen, oda sicakliginda s1vi olan,
acik sar1 renkli Uriinlerdir. Ticari degerleri oldukca yiiksektir ve ilag sanayinde, gida
sanayinde, kozmetik iiriinlerde kullanilmasinin yaninda dogal tedavi edici iiriinler olarak da
kullanilmaktadir. Esansiyel yaglar hidrodistilasyon, solvent ekstraksiyonu, soguk pres,
superkritik ekstraksiyon, subkritik karbondioksit (CO2) ekstraksiyonu ve mikrodalga
destekli ekstraksiyon gibi teknikler kullanilarak elde edilmektedir (El Asbahani ve ark.,
2015). Uzun willardir kullanilan mikrodalga teknolojisi esansiyel yag iiretiminde de son
yillarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi
slire, enerji ve verim gibi avantajlar saglamaktadir (Chemat ve ark., 2006; Bayramoglu ve
ark., 2008; Golmakani ve Rezaei, 2008; Bousbia ve ark., 2009; Wang ve ark., 2010; Farhat
ve ark., 2011; Sourmaghi ve ark., 2015).



Geleneksel bir yontem olan su distilasyonuyla esansiyel yag iiretimi, su ve bitki
materyalinin 2-8 saat araliginda kaynatilmasiyla saglanmaktadir ve uygulanan yiiksek
sicaklikla hidroliz ve izomerizasyon olaylari meydana gelmektedir (Kilig, 2008).
Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi esansiyel yag tiretim siiresini 1-2 saate diisiirerek, su
distilasyonuna gore daha diisiik ve kontrollii sicaklik parametreleri agisindan avantaj
saglamaktadir.

Esansiyel yaglarin antibakteriyel, antifungal ve antioksidan 6zellikleri bulunmaktadir
(Friedman ve ark., 2004; Varona ve ark., 2013; Zuzarte ve ark., 2013). Ancak esansiyel
yaglarin kararli yapida olmamalar1 biyoyararliliklarin1 diisiirmektedir. Esansiyel yaglarin
nanoemdlsiyon olarak formdile edilmesi, kiiglik parcacik boyutu, fiziksel kararlilik, faz
ayriminin azalmasi, damlaciklarin birlesiminin engellenmesi ve biyoyararliligin artmasi gibi
avantajlar saglamaktadir (Oca-Avalos ve ark., 2017). Nano boyuttaki emiilsiyon
damlaciklar1 hiicre membranindaki lipit yapisini1 bozarak hiicre i¢i bilesenlerin sizmasina
neden olmaktadir. Ayrica bu etki daha direngli mikrobiyal suslarin gelisimine de yol
acmamaktadir (Ghosh ve ark., 2013).

Calismada, 6nemli bir ihracat tiriiniimiiz olan defne bitkisinden, Mikrodalga Destekli
Clevenger Cihazi ile elde edilen esansiyel yaglarin farkli stabilizorler kullanilarak kararl
hale getirilmesi ve antioksidan, antimikrobiyal, duyusal 6zellikleri ve aroma bilesenlerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Esansiyel Yaglar ve Elde Edilme Ydntemleri

Aromatik bitkiler esansiyel yaglar bakimindan zengin olmalariyla bilinir ve esansiyel
yaglar aromatik bitkilerin ¢icek, tohum, kabuk, meyve, yaprak ve dallarindan ekstrakte
edilen ikincil metabolitler olarak tamimlanmaktadir (Tural ve Turhan, 2017). Oda
kosullarinda siv1 halde, renksiz veya acik sar1 renkte, ugucu bilesenlerdir ve eterik yag,
esansiyel yag, ugucu yag olarak adlandirilmaktadir (El Asbahani ve ark., 2015).

Esansiyel yag iiretiminde genel olarak su distilasyonu (hidrodistilasyon) kullanilmakla
beraber buhar distilasyonu, vakum distilasyonu, ¢oziicli ekstraksiyonu, siiperkritik sivi
ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu, sikistirilmis ¢6ziicti ekstraksiyonu ve mekanik
yontemler de uygulanmaktadir. Su distilasyonu, geri sogutuculu bir diizenekte su ve bitki
materyalinin 2-8 saat kaynatilmasiyla yag molekiillerinin su buhar tarafindan tasinarak
sogutucu kisimda yogunlagsmasi prensibine dayanmaktadir. Buhar distilasyonu, bitki
materyaline basingli buhar uygulanarak yag molekiillerinin buharla beraber toplama kabina
stiriklenmesi ve yagin yogunlastirilmas: yontemidir. Vakum distilasyonu, diisiik basigta
kaynama noktasinin diistiriilmesiyle gerceklestirilen distilasyon yontemidir. CO6zUcU
ekstraksiyonu, bitki materyalinin direkt olarak oda sicakliginda ¢ézucude bekletilmesi ya da
sokslet igerisinde ¢oziici ile kaynatilmasi islemidir. Cozicli ekstraksiyonunun
dezavantajlarindan biri ekstraksiyon islemi sonrasi yogunlastirma gergeklestirilirken
molekiil agirligi diisiik ugucu bilesiklerin kaybidir. Aslinda bir ¢dzlict ekstraksiyonu olan
stiperkritik siv1 ekstraksiyon yontemini ¢oziicli ekstraksiyon yonteminden ayiran unsur ise
¢oziicii yerine siiperkritik sivi oOzelligi gosteren c¢oziicii kullanilmasidir. Mikrodalga
ekstraksiyonu, acik (atmosferik basing) ve kapali (kontrollii sicaklik ve basing) bir sistemde
bitki materyali ve ¢ozuctnun mikrodalga sistemi ile kaynatilmasi ve esansiyel yagin geri
sogutucu ile toplanmasiyla gergeklestirilir. Mikrodalga ekstraksiyonunun avantajlarindan
biri de molekiillerin yiikseltgenen zayif hidrojen baglarinin bozundurulmasi ve 6rnegin
tamaminin ayni anda 1sitilmasidir. Ayn1 zamanda ekstraksiyon siiresinin kisalmasi ve daha
az c¢oziicli kullanilmasina avantaj saglamaktadir. Acik kap mikrodalga sistemi kapali kap
mikrodalga sistemine gore yaklasik 20 dakikalik bir siire avantaji saglamaktadir. Bu siire
farkinin nedeni kapali kap mikrodalga sisteminde ekstraksiyon sonunda kapagin agilmasi
icin glivenli sicakliga diismesinin beklenmesinden kaynaklanmaktadir (Biiytiktuncel, 2012).

Sikistirilmis ¢oziicti ekstraksiyonu, gelik bir kap igerisine yerlestirilen kat1 ya da yarikati
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ornegin ¢oziicii ile bir firin igerisinde 50-200 °C arasinda degisen sicakliklarda 1sitilmast ile
baglar ve 1sitma sirasinda firmna 500-3000 psi degerleri arasinda basing uygulanir.
Ekstraksiyonun bes ve onuncu dakikalarinda ortama yeni ¢oziicli pompalanarak 6rnegin ve
kabin yikanmas1 saglanmaktadir. Sistem igerisindeki biitlin ¢oziicli genellikle nitrojen gazi
kullanilarak bir sise icerisinde toplanmaktadir. Mekanik yontem ise distilasyon yontemleri
uygulandiginda ugucu bilesenlerinin olumsuz etkilenecegi iiriinlerde (limon, portakal gibi
turunggil kabuklar1) soguk hidrolik preslerle ugucu yag elde etme yontemidir (Kilig, 2008).

Kilig (2008) esansiyel yaglarin elde edilme yontemlerini inceledigi calismasinda
adacay1 ve defne yapraklarindan, Klasik su distilasyonu ve mikrodalga ekstraksiyonu ile
gerceklestirilen tiretimlerde, mikrodalga ekstraksiyonunun su distilasyonuna gore ¢cok daha
kisa siirede gergeklestigini (su distilasyonu: 180 dakika, mikrodalga ekstraksiyonu: 45
dakika), klasik distilasyon ve ekstraksiyon yontemleri ile daha fazla esansiyel yag elde
edilmesine karsilik nitelik olarak ¢ok iyi sonu¢ alinamadigimi (yiiksek sicaklik kaynakli
gerceklesen termal reaksiyonlarin olugmast ve bitkinin dogal kimyasal yapisindan
uzaklasmasi), mikrodalga ekstraksiyonu ile nitelik olarak daha tatmin edici sonuclar elde
edildigini belirtmistir. Ayrica modern yontemlerin (mikrodalga ekstraksiyonu gibi) daha
kisa stirede sonu¢ vermesi, daha az ¢oziicii kullanimiyla ¢evre sagligina katki saglamasi ve
nitelikli sonuclar alinmasi gibi olanaklar sagladigini belirtmistir.

Tung ve ark. (2014) findik yag: iretiminde kullandiklar1 sokslet ve mikrodalga
ekstraksiyonlar1 arasindaki verimi arastirdiklari bir ¢alisma gerceklestirmis ve sokselet
ekstraksiyonu ile 80°C’de 240 dakikada yapilan islem sonucunda findik yagi veriminin,
mikrodalga ekstraksiyonu ile 64°C’de, 45 dakikada elde edilen findik yagi veriminden
yiksek ancak mikrodalga ekstraksiyonu ile 50°C’de, 80 dakikada elde edilen findik yagi
veriminden diisiik oldugunu belirlemislerdir. Sonuglara gére mikrodalga ekstraksiyonuyla
elde edilen findik yaginin, sokslet ekstraksiyonuna gore, daha disiik sicaklik ve daha kisa
stire ile daha yuksek verim elde edildigini saptamislardir.

Moreno ve ark. (2003) yapmis olduklar1 caligmada avakado yagi iiretiminde
mikrodalga ekstraksiyonu ve sokslet ekstraksiyonunun verim (zerine etkisini
karsilagtirmislardir. Calisma sonucunda 11 dakikalik mikrodalga ekstraksiyonu iglemimin,
240 dakikalik sokslet ekstraksiyonu islemine gore yag veriminde daha yiiksek sonug
verdigini saptamislardir.

Kara ve ark. (2020) mikrodalga destekli distilasyon yontemi ile su distilasyonu
yonteminin rezene (Foeniculum wvulgare Mill.) ve anason (Pimpinella anisum L.)

meyvelerinin ugucu yag oranina etkisini incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada mikrodalga
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islemini 6n iglem olarak ii¢ farkl giicte (400W, 600W, 800W) uygulamislar, kontrol grubu
olarak da mikrodalga islemi uygulanmamis bitki materyalleri ile distilasyon iglemi
gerceklestirmisglerdir. Mikrodalga ©on islemi uygulanmayan rezene meyvelerinde su
distilasyonu ile %0,96 oraninda, 400, 600 ve 800W giiciinde mikrodalga 6n islemi
uygulanan rezene meyvelerinde ise sirasiyla %0,96, 1,16 ve 1,31 oraninda ugucu yag elde
etmislerdir. Anason meyvesinde mikrodalga 6n islemi uygulanan ve uygulanmayan
materyallerle elde edilen esansiyel yaglar arasinda istatistiksel olarak fark olmadigini
belirtmislerdir. Ancak mikrodalga giicii arttik¢a elde edilen esansiyel yag oraninda da artig
oldugunu belirtmiglerdir. Anason meyvesinden, mikrodalga 6n islemi uygulanmamis
distilasyon yonteminde %21,98, 400, 600 ve 800W mikrodalga on islemi uygulanmis
distilasyon yontemi ile sirasiyla, %1,98, 2,00 ve 2,10 miktarlarinda esansiyel yag elde
edildigini belirtmislerdir.

Ertas ve ark. (2019) kara ardi¢ (Juniperus sabina L.) kozalaklar1 {izerine yapmis
olduklar ¢alismada mikrodalga ekstraksiyonuyla elde ettikleri esansiyel yag veriminin su
distilasyonuna gore diisiik oldugunu belirtmislerdir (mikrodalga ekstraksiyonu ugucu yag
verimi: %1,37, su distilasyonu ugucu yag verimi: %1,61). Ancak c¢aligmada mikrodalga
ekstraksiyon siiresini 60 dakika, su distilasyonu siiresini 120 dakika olarak uygulamislardir.

Hosgiin (2008) soya fasiilyesi lizerine yapmis oldugu calismada ti¢ farkli yontemle
(sokslet ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu, siiperkritik sivi ekstraksiyonu) iirettigi
esansiyel yaglarin verimlerini karsilagtirmistir. Sokslet ekstraksiyonuyla 480 dakikada
%17,98, mikrodalga destekli ekstraksiyonla 50 dakikada 917,65, slperkritik sivi
ekstraksiyonuyla %15,98 yag verimi elde etmistir. Sokslet ekstraksiyonuyla en yiiksek yag
verimi elde edilmesine ragmen sekiz saatlik bir iglem siirecinin oldugunu ve mikrodalga
ekstraksiyonunda 50 dakikalik bir siireyle sokslet ekstraksiyonuna yakin bir yag verimi elde
edildigini belirtmistir.

Ozcan ve Chalchat (2005) Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yetistirilen defne bitkisi
(Laurus nobilis L.) tizerine yaptiklar1 ¢alismada su distilasyonu ile elde ettikleri esansiyel
yaglarin verimlerini %2,0 (Hatay), %1,8 (Buyukeceli-Gilnar/Mersin), %2,6 (Bursa),
%1,4 (Sinop), %2,0 (Alanya/Antalya), %1,7 (Mugla), %1,5 (Anamur/Mersin) olarak
belirtmislerdir. Laurus nobilis L. cinsi kuru defne yapraklarinda yapilan baska bir ¢alismada
ise Derwich ve ark. (2009) su distilasyonu ile elde edilen esansiyel yag veriminin %1,86
oldugunu saptamistir. Karik ve ark. (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada su distilasyonu
(distilasyon stiresi: 4 saat) ile farkli bolgelerdeki defne bitkisinin esansiyel yag verimlerini

ve ugucu yag bilesenlerini incelemislerdir. 2013 yilinin kasim ay1 igerisinde topladiklar
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defne yapraklarinda, Hatay ilinde Samandag, Yayladagi ve Antakya bolgelerindeki defne
esansiyel yagi verimlerini sirasiyla %1,5, %1,6 ve %1,5 olarak belirlemislerdir. En yuksek
esansiyel yag veriminin ise %4,5 ile Kastamonu ilinin Ginolu mevkiinden toplanan defne
yapraklarina ait oldugunu saptamislardir. Tiirk Gida Kodeksi Baharat Tebligi’ne gore defne
yapraginin ugucu yag miktar: en az %1 olarak belirtilmistir (Anonim, 2013).

Akgiil ve ark. (1989) yapmis olduklar1 ¢alismada, Antalya, Hatay, Manisa, Sinop ve
Trabzon bolgelerinde yabani olarak yetisen Laurus nobilis L. tiri defne bitkisinden su
distilasyonu ile ugucu yag eldesi gergeklestirmistir. Ugucu yag verimleri sirastyla %1,3,
%1,4, %1,0, %0,8 ve %0,9 olarak saptanmistir. En yiiksek yag verimi, %1,4 ile Hatay

bolgesinden toplanan defne bitkilerinden elde edilmistir.

2.2. Esansiyel Yaglarin Antioksidan, Antimikrobiyal ve Antifungal ve Ozellikleri

Esansiyel yaglarin antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve antiseptik Ozellikleri
bulunmaktadir (Friedman ve ark., 2004; Varona ve ark., 2013; Zuzarte ve ark., 2013; Karik
ve ark., 2015).

2.2.1. Antioksidan Ozellikler

Yilmaz (2005) defne meyvesi kabugu ve meyve i¢inden elde ettigi ekstraktlarin DPPH
yontemine gore antioksidan ozelliklerini arastirmistir. Yapilan bu ¢aligmada meyve igi
ekstraktinin, sentetik antioksidan olan BHT (biitillenmis hidroksi toluen) aktivitesine yakin
degerlerde oldugu belirtilmistir. Ayni g¢aligmada ekstraktlarin toplam fenolik madde
icerikleri de incelenmis ve meyve igi ekstraktinin meyve kabuguna gore daha fazla fenolik
madde icerdigi belirtilmistir.

Basmacioglu Malayoglu ve ark. (2011) yapmis olduklar1 ¢aligmada anason, biberiye,
defne, karanfil, kekik ve kimyon bitkilerinden buhar distilasyonu ile elde ettikleri esansiyel
yaglarin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitelerini (DPPH ve TEAC)
incelemislerdir. Calisma sonucunda toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan kapasite
arasinda yiiksek korelasyon saptamislar ve elde edilen esansiyel yaglarin antioksidan
kapasitelerinin ¢oktan aza dogru karanfil, kekik, defne, biberiye, kimyon ve anason seklinde
oldugunu belirtmislerdir. Tural ve Turhan (2017) DPPH ve FRAP yodntemine gore kekik,
biberiye ve defne esansiyel yaglariin antioksidan 6zelliklerini incelemisler ve en yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip esansiyel yagin defne esansiyel yagi oldugunu bildirmislerdir.
Diger bir calismada kizilcik, Japon hurmasi ve karayemis ekstraktlarinin farkli yontemlerle

antioksidan aktivite kapasiteleri incelenmistir. Ayni ¢alismada toplam fenolik madde
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icerikleri de belirlenmistir. Sonug¢ olarak ekstraktlarin iyi bir antioksidan kapasitelerinin
oldugu ve toplam fenolik madde igerikleri kizileik i¢in 31,25 (mgGAE/g), Japon hurmasi
icin 66,97 (mgGAE/g), karayemis i¢in 23,64 (mgGAE/g) olarak ifade edilmistir. Ornekler
i¢cin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan kapasitleri arasinda iyi bir korelasyon
bulundugu belirtilmistir (Celep ve ark., 2012).

Medina-Torres ve ark. (2016) puskurtmeli kurutma mikroenkapsilasyon yontemi
(sicakliklar: 140, 160, 180°C, besleme hizi: 8 ve 10 mL/dk, kapstilleyici ajan: maltodekstrin)
ile defne infiizyonlarmin antioksidan kapasitelerini incelemislerdir. En diisiik pargacik
boyutuna, en yiiksek toplam fenolik madde ve antioksidan aktiviteye sahip 6rnegin 160°C’de
8 mL/dk parametreleri ile elde edilen 6rnek oldugunu saptamislardir.

Yilmaz ve ark. (2013) yapmus olduklari ¢alismada, Hatay bdlgesinden temin edilmis
defne yapraklaridan edilen defne esansiyel yaginin antioksidan aktivitelerini incelemislerdir.
Antioksidan analizi sonucunda defne esansiyel yaginin antioksidan aktivitesinin sentetik
antioksidan ajan olarak kullanilan biitillenmis hidroksi toluen ve askorbik asitten daha az
giiclii oldugu belirlenmistir.

Ertlrk ve ark. (2020) Laurus nobilis L. (defne), Silybum marianum L. (deve dikeni),
Nigella sativa L. (¢orek otu) ve Prunus cerasus L. (visne) bitkilerinden soguk pres ile elde
edilen esansiyel yaglarin antioksidan aktivitelerini aragtirmiglardir. Defne esansiyel yaginin

diger o6rneklere gore en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.

2.2.2. Antimikrobiyal ve Antifungal Ozellikler

Tural ve Turhan (2017) kekik, biberiye ve defne esansiyel yaginin agar disk difiizyon
yontemine gore Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli O157:H7 (NCTC
12900) ve Listeria monocytogenes ATCC 19111 suslar iizerine antimikrobiyal aktivitelerini
incelemislerdir. Caligma sonucunda en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip esansiyel yagin
kekik esansiyel yagi oldugunu belirtmislerdir. Yapilan bagka bir ¢calismada ise Sugumar ve
ark. (2014) okaliptus yagimnin ultrasonik emiilsifikasyonu ile hazirlanan nanoemiilsiyonun
Staphylococcus aureus Uzerine antimikrobiyal etkisini ve siganlarda olusan yaralarin
iyilesmesi tizerine etkilerini incelemislerdir. Uygulanan sonikasyon siiresinin emulsiyonun
stabilitesini ve saydamligini etkiledigi ve 30 dakika streyle uygulanan sonikasyon sonunda
en kararli nanoemiilsiyonlarin olustugu saptamiglardir. Ayrica sicanlarda yaralarin
iyilesmesinde de olumlu etkilerinin oldugunu ve ila¢g sanayinde kullanilabilecegini

belirtmislerdir.



Dadalioglu ve Akdemir Evrendilek (2004) yapmis olduklar1 ¢alismada kekik, defne,
lavanta ve rezene esansiyel yaglarinin, bazi gida kaynakli patojenlere karsi antibakteriyal
aktivitelerini incelemislerdir. Bakteri kiiltiirii olarak Escherichia coli O157:H7 (ATCC
35218), Listeria monocytogenes (NCTC 2167), Salmonella Typhimurium (RHSM 1996) ve
Staphylococcus aureus (ATCC 43300) kullanmiglar ve bu bakteri suslar lizerine esansiyel
yaglarin farkli derisimlerdeki (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 80 pL/mL) antibakteriyal aktivitelerini
arastirmiglardir. Sonug olarak esansiyel yaglarin artan derisimlerinde bakteri suslarina karsi
antibakteriyal aktivitelerinin de arttigin1 saptamislardir.

Friedman ve ark. (2004) elma suyu uygulamasinda, bazi esansiyel yaglarin (melisa,
bergamot, greyfurt, lavanta, limon, kekik vd.) Escherichia coli ve Salmonella enterica
Uzerine inhibe edici 6zelliklerini incelemislerdir. Baska bir ¢alismada ise Bayaz (2014) bitki
ekstraktlarinin ve aktif bilesenlerinin gida kaynakli patojen kiiflere karsi dogal antifungal
etkilerinin oldugunu bildirmistir. Bu bilesenlerden bazilarini, Guynot ve ark. (2003) yapmis
olduklar1 ¢aligmada, adagayinda thujone, camphor, caryophyllene; defnede eugenol,
myrcene, limonene; kekikte p-cymene, thymol, 1,8-cineole ve eugenol olarak
belirtmiglerdir. Ayrica esansiyel yag bilesenlerinden carvacrol, thymol ve
cinnamaldehyde’in Escherichia coli 0157 ve Salmonella Typhimurium Uzerine
antibakteriyel etkisinin oldugu belirtmislerdir.

Cerit (2008) yapmis oldugu caligmada hidrodistilasyon yontemi ile elde ettigi
mercankosk, defne, kimyon ve biberiye esansiye yaglarinin Escherichia coli ATCC 11230,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 65031, Klebsiella
pneumoniae ATCC 27853, Lactobacillus lactis NRRL 1821 ve Lactobacillus cremoris
NRRL 634 f{izerine antimikrobiyal etkilerini incelemistir. Sonug¢ olarak en yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahip esansiyel yagin mercankosk oldugunu ve mercankosk esansiyel
yagini izleyen sirada kimyon, defne ve biberiye esansiyel yaglarinin oldugunu belirtmistir.

Ramos ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada defne esansiyel yaginin antibakteriyal
aktivitelerini incelemislerdir. Yedi farkli mikroorganizmaya (B. termosfokta (CECT 847),
E. coli (ATCC 25922), Listeria innocua (CECT 910), L. monocytogenes (CECT 5873), P.
putida (CECT 7005), S. Typhimurium (ATCC 14028) ve S. putrefaciens (CECT 5346)) kars1
incelenen antibakteriyal aktivite sonucuna goére defne esansiyel yaginin tiim bakterilerin
gelisimini engelleyici etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Cenet ve ark. (2006) defne ve zencefil ugucu yaglarinin Micrococcus luteus LA 2971,
Bacillus megaterium NRS, Bacillus brevis FMC 3, Enterococcus faecalis ATCC 15753,

Pseudomonas pyocyaneus DC 127, Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Escherichia coli
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DM, Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Yersinia enterocolitica AU 19, Staphylococcus
aureus Cowan 1, Streptococcus faecalis DC 74, bakterileri ile Saccharomyces cerevisiae
WET 136 ve Kluvyeromyces fragilis DC 98 mayalar tizerine antimikrobiyal ve antifungal
aktivitelerini incelemislerdir. Calisma yapilan mikroorganizmalar {izerinde defne ve zencefil
esansiyel yaglarinin antimikrobiyal ve antifungal etkilerinin oldugunu belirtmislerdir
(Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2013).

Nalbantbasi ve Golcii (2010) yapmis olduklar1 ¢calismada farkli ¢oziiciilerde ve farkl
siire/sicaklik parametreleriyle 18 farkli bitkide (adagayi, nane, papatya, defne, keten vd.)
ekstraksiyon islemi gerceklestirerek ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir.
Test mikroorganizmasi olarak Enterococcus gallinarum (CDC-NJ-4), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Bacillus subtilis, Escherichia coli (ATCC 25922), Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans (845981), Candida crusei (ATCC 6258) suslarini kullanarak
agar disk difuzyon yontemi uygulamiglardir. Sonu¢ olarak bitki ekstraktlarinin tim
mikroorganizmalar Uzerinde (en fazla E. coli) antimikrobiyal etkilerinin oldugunu
belirtmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada yedi farkli bitki ekstraktinin (Kimyon, kekik,
defne, mersin yapragi vd.) farkli derisimlerde (%0,5, %1,0, %1,5 ve %2,0) Escherichia coli
O157:H7 gelisimine karst yedi gun boyunca, inhibe edici etkisi agar disk difiizyon
yontemine gore incelenmis, kekik ve mercankoskii ekstraktinin yedinci giine kadar yiksek
antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmistir. Ancak defne ekstraktinin (%0,5 derisimi harig)
Escherichia coli O157:H7 gelisimine kars1 tiglincii gline kadar inhibe edici 6zelligi oldugu
belirtilmistir (Sagdig, 2002).

Yilmaz ve ark. (2013) yapmis olduklar ¢aligmada, Hatay bolgesinden temin edilmis
defne yapraklaridan defne esansiyel yaginin antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir.
Dokuz farkli mikroorganizmaya karsi uygulanan antimikrobiyal analizler sonucunda da tiim
test mikroorganizmalarinin esansiyel yaga kars1 duyarli oldugunu, fakat E. coli O157: H7,
C. albicans ATCC 16231, S. Enteritidis ATCC 13076 ve L. monocytogenes ATCC 7644
mikroorganizmalarina kars1 daha 1yi sonuglar elde edildigini ifade etmislerdir.

Sarikaya ve ark. (2017) ise defne ve ¢orekotu pres yag karisimlarinin Escherichia coli
ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi antibakteriyal aktivitelerini agar disk difiizyon
yontemi ile incelemislerdir. 1:1 oraninda karigtirilan pres yaglariin Staphylococcus aureus
bakteri susuna karsi Escherichia coli standart susuna gore daha fazla inhibe edici 6zelliginin

oldugunu saptamisglardir.
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Tiirkkan ve ark. (2019) ise defne esansiyel yaglar tizerine yaptiklar bir ¢alismada,
defne esansiyel yaglarmin toprak kdkenli bazi funguslara (F. oxysporum f. sp. cepae,
R. solani AG-4, M. phaseolina ve S. rolfsii) kars1 antifungal 6zelliklerini incelemisler ve
defne esansiyel yaglariin F. oxysporum f. sp. cepae'nin spor ¢imlenmesini azalttigini,
S. rolfsii’nin sklerot ¢cimlenmesini ise tamamen engelledigini saptamiglardir.

Merigli Yapici ve Kaya (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada 5 farkli ticari defne
esansiyel yagiin 8 farkli klinik izolata karsi antibakteriyal aktivitesini arastirmislardir.
Antibakteriyal aktivite icin agar disk difizyon ve mikrodilisyon ydntemlerini
kullanmislardir. Acinetobacter boumannii, Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus cereus
JCM 2152, Escherichia coli NBRC 102203, Escherichia fergusonii ATCC 35469,
Escherichia fergusonii NBRC 102419, Klebsiella pneumonia, Serratia marcescens JCM
1239 standart suslar1 kullanilan antibakteriyal aktivite analizleri sonucunda kontrol grubu
olarak kullanilan antibiyotiklerle esansiyel yag gruplart karsilastirildiginda, esansiyel
yaglarin etkili antibakteriyal sonuglarinin oldugunu belirtmiglerdir.

Ertlrk ve ark. (2020) Laurus nobilis L. (defne), Silybum marianum L. (deve dikeni),
Nigella sativa L. (¢orek otu) ve Prunus cerasus L. (visne) bitkilerinden soguk pres ile elde
edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Antimikrobiyal
aktiviteyl patojen 12 bakteri ve 2 fungus iizerinde gergeklestirmislerdir. Defne esansiyel
yaginin diger orneklere gore tiim mikroorganizmalar {izerinde en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Kirpik ve ark. (2019) kuru bitki yapraklarindan (defne ve zahter) buhar distilasyonu
ile esansiyel yag tiretimi gergeklestirerek bu ugucu yaglarin farkli derisimlerde (12,5, 25, 50,
100, 150 uL/L) baz1 bocekler (Rhyzopertha dominica ve Oryzaephilus surinamensis) Uzerine
fumigant etkilerini arastirmislardir. Rhyzopertha dominica igin 100 pL/L’lik dozda defne
(Lauris nobilis L.) esansiyel yaginin 24 saat sonunda %100 fumigant toksisite gosterdigi,
zahter (Thymbra spicata L.) esansiyel yaginimn ise 150 pL/L’lik dozunun 24 saat sonunda
%100 fumigant toksisite gosterdigini saptamislardir. Ayrica O. surinamensis i¢in de benzer
sonuclar elde edildigini belirtmislerdir. Calisma sonuglarina gore zararlilar i¢in kullanilan
pestisitlere alternatif olarak bu ucucu yaglarin etken maddeleri belirlenerek, bu etken
maddelerin kullanimiyla hem c¢evreye hem de insan sagligma olumlu katkilar

saglanabilecegini ifade etmislerdir.
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2.3. Esansiyel Yaglarda Ucucu Bilesenler

Dadalioglu ve Akdemir Evrendilek (2004) yapmis olduklar1 ¢calismada, GC-MS ile
belirledikleri defne ugucu bilesenleri arasinda en yiiksek konsantrasyona sahip bilesenleri,
%60,72 oraninda 1,8-cineole, %12,53 oraninda a-terpinene, %12,12 oraninda sabinene
olarak saptamislardir. Akgiil ve ark. (1989) yapmis olduklart ¢alismada, Antalya, Hatay,
Manisa, Sinop ve Trabzon bolgelerinde yabani olarak yetisen Laurus nobilis L. tliri defne
bitkisinden su distilasyonu ile u¢ucu yag eldesi gergeklestirmistir. EIde edilen ugucu yaglarin
ucucu bilesenleri belirlenerek, Hatay bdlgesinde yetisen defne bitkisine ait en yiiksek
konsantrasyondaki ugucu bilesenleri, %52,87 oraninda 1,8-cineole, %12,15 oraninda alpha
terpinyl acetate, %9,19 oraninda sabinene olarak saptamislardir. 1,8-Cineole ugucu bilesen
oraninin en yiiksek oldugu (%52,99) defne ucucu yaginin Antalya bolgesinden toplanan
defne bitkilerinden elde edildigini ifade etmislerdir.

Turkkan ve ark. (2019) yaptiklari bir ¢alismada defne esansiyel yaginda GC-MS
analizi ile 16 adet ugucu bilesen belirlemis ve bu ugucular arasinda en yiiksek
Konsantrasyona sahip bilesenin %57,03 oraninda 1,8-cineole oldugunu saptamistir.

Baratta ve ark. (1998) yapmis olduklar1 ¢alismada, defne bitkisine ait yiiksek
konsantrasyondaki ugucu bilesenleri, %46,5 oraninda 1,8-cineole, %11,8 oraninda alpha
terpinyl acetate, %7,3 oraninda sabinene olarak belirlemistir.

Ozogul ve ark. (2017) biberiye, defne, adagay1 ve kekik yaglari iizerine yapmus
olduklari caligmada bitki materyallerinden elde ettikleri esansiyel yaglarin GC-MS ile ugucu
bilesenlerini belirlemis ve defne esansiyel yaginda, en yiiksek konsantrasyonda olan bazi
bilesenlerin, %29,60 oraninda 1,8-cineole, %18,16 alpha terpinyl acetate ve %11,75
oraninda a-terpineol oldugunu saptamiglardir. Yapilan diger bir calismada buhar
distilasyonuyla (yaprak ve meyve) ve siiperkritik sivi ekstraksiyonuyla (yaprak) elde edilen
defne ucucu yaglariin ucucu bilesenleri GC-MS ile belirlenmistir. Buhar distilasyonu ile
elde edilen defne yapragi ugucu yaginda en yiiksek oranda belirlenen ugucu bilesenin,
%38,15 oraniyla 1,8-cineole oldugu, 1,8-cineole oraninin buhar distilasyonu ile elde edilen
defne meyvesinde %32,30, siiperkritik sivi ekstraksiyonu ile elde edilen defne yapraginda
ise %19,14 oldugu saptanmistir (Zekovi¢ ve ark., 2009). Bennadja ve ark. (2013) yapmis
olduklar1 ¢alismada ise defne esansiyel yaginin ugucu bilesenlerini %35,31 oraninda
1,8-cineole, %22,52 oraninda B-linalool, %7,37 oraninda camphene olarak belirlemislerdir.
Clevenger hidrodistilasyon yontemi ile ekstrakte edilen defne esansiyel yaginda ugucu
bilesenlerin belirlendigi bir ¢aligmada, ugucu bilesenlerin %22’sini 1,8-cineole ugucu

bileseninin olusturdugu saptanmistir (Quijano ve Pino, 2007). Baska bir calismada ise
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mikrodalga destekli hidrodistilasyon yontemi (622W/85 dk) ile elde edilen defne esansiyel
yaginda 1,8-cineole konsantrasyonu 731,75 mg/mL olarak belirlenmistir (Bayramoglu ve
ark., 2009).

2.4. Esansiyel Yaglarin Nano/Mikroemulsiyonlar ile Formule Edilmesi

Esansiyel yaglarin kararli yapida olmamalar1 biyoyararliliklarii disiirmektedir.
Esansiyel yaglarin nanoemiilsiyon olarak formule edilmesi, kii¢iik pargacik boyutu, fiziksel
kararlilik, faz ayrimmnin azalmasi, damlaciklarin birlesiminin engellenmesi ve
biyoyararlili§in artmasi gibi avantajlar saglamakta ve materyali gidalarda kullanima uygun
hale getirmektedir (Oca-Avalos ve ark., 2017). Nano boyuttaki emiilsiyon damlaciklari
hiicre membranindaki lipit yapisim1 bozarak hiicre i¢i bilesenlerin sizmasimna neden
olmaktadir. Ayrica bu etki daha direngli mikrobiyal suslarin gelisimine de yol agmamaktadir
(Ghosh ve ark., 2013).

Nanometre, metrenin bir milyarda birine esit uzunluk birimidir. Bir nanometre
icerisine yalnizca 2 ya da 3 atom dizilebilmektedir. Nanoteknoloji ise 100 nanometreden
daha kiiclik yapilarin karakterizasyonu, yapimi ve islenmesi iizerine yogunlagan bir
teknolojidir. Emulsiyonlar, birbiri ile karismayan iki sivi fazin damlaciklar halinde birbiri
icerisinde dagilim gosterdigi heterojen sistemlerdir. Emiilsiyonlarin, nanoemiilsiyon 6zelligi
gosterebilmeleri i¢in igerdikleri damlacik boyutlarmin 20-200 nm olmas1 gerekmektedir.
Nanoemiilsiyonlar ve mikroemiilsiyonlar i¢in iki farkli yaklagim vardir. Nanoemiilsiyonlarin
ve mikroemiilsiyonlarin benzerlikleri agisindan birbirinden farkli olmadig1 savunulmaktadir
(llyasoglu ve El, 2010). Ancak, Mason ve ark. (2006) nanoemiilsiyonlarm ve
mikroemiilsiyonlarin fiziksel ozelliklerinin olduk¢a farkli oldugunu savunmaktadir.
Mikroemiilsiyonlar, goriiniir 15181 giiclii bir sekilde ¢oklu sa¢ilimina neden olduklarindan
beyaz gortinime sahipken, nanoemulsiyonlar, yapilarinin goriiniir dalga boyundan daha
kiiciik olmasi nedeniyle transparan goriiniime sahiptirler (Mason ve ark., 2006).
McClements (2012) nanoemiilsiyonlarda parcacik boyutunun 90 nm’den kiiciik oldugunda,
emiilsiyonda gerceklesen Brown hareketinin (dagilmis fazin su molekiillerine ¢arpmasi
sonucu olusan rastgele hareketlilik) yercekimi kuvvetinin etkilerini engellemek i¢in yeterli
oldugunu belirtmistir.

Emiilsiyon formiilasyonunun hazirlanabilmesi igin yag fazi, stirekli faz ve siirfaktana
(yuzey aktif madde) ihtiyag¢ vardir. Strfaktanlar genel olarak strekli fazda (polar veya polar
olmayan sivi) ¢Oziinen maddelerdir. Siirfaktan, damlaciklar1 kaplayarak damlaciklar

arasinda bir su filmi olusturur ve aym yiike sahip olan siirfaktan maddeler birbirini iterek
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damlaciklarin birlesmesini 6nlemektedir. Nanoemiilsiyonlarin elde edilmesinde iki yontem
kullanilmaktadir. Bu yontemler mekanik ve kimyasal yontemlerdir. Mekanik yontemlerde,
yiiksek basing homojenizatorleri, mikrofluidizasyon, ultrasonik emiilsifikasyon, membran
emiilsifikasyonu ve faz gecis sicakligr yontemi kullanilmaktadir. Kimyasal yontemler ise
lipofilik solvent yontemi, amfifilik solvent yontemi, hidrofilik solvent yontemi olarak
siniflandiriimaktadir (ilyasoglu ve El, 2010).

Defne esansiyel yaginin, nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 {izerine sinirli sayida
calisma bulunmakla birlikte, genel olarak kekik, nane, biberiye gibi yaglar tizerine daha ¢ok
calisma bulunmaktadir. Davila-Rodriguez ve ark. (2019) tar¢in, biberiye ve kekik esansiyel
yaglariyla formiile edilmis nanoemiilsiyonlarin Escherichia coli ve Listeria monocytogenes
asilanmis taze kerevizler iizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Ayni
zamanda emiilsiyonlarda parcacik boyut analizi (Bluewave lazer kirinim pargacik analizorti,
parcacik boyutlari: 226-546 nm), renk analizi ve emiilsiyon eklenmis ve eklenmemis
kerevizlerde duyusal analizler de gerceklestirmislerdir. Antimikrobiyal aktivite analizi
sonucunda esansiyel yaglarin nanoemiilsiyonlarinda mikroorganizmalar1 inhibe edici
etkisinin oldugu ve sentetik triinlere karsi alternatif olarak kullanilmasina iliskin
caligmalarin yapilabilecegi belirtmislerdir.

Ozogul ve ark. (2017) biberiye, defne, adagayr ve kekik yaglari iizerine yapmis
olduklar1 ¢alismada bitki materyallerinden elde ettikleri esansiyel yaglarla nanoemiilsiyon
formiilasyonu hazirlamiglardir. %4 esansiyel yag, %3 etil alkol ve %3 stirfaktan (Tween80)
karistmimi (emdilsiyon hacmi 1000 mL) 1 saat 86°C’de bekletmislerdir (bu asamada etil
alkoliin %99’unun buharlastigin1 varsaymiglardir). Bir saatin sonunda karisima, 15 dakika
stireyle ultrasonik homojenlestirici (Giic: 500W, Frekans: 20 KHz) ile homojenlestirme
islemi gergeklestirmiglerdir. Hazirlanan emiilsiyonlarin stabilitesinin iki hafta oldugunu
belirtmislerdir. Lazer kirmima dayali Mastersizer 2000 ile damlaciklarin ortalama
boyutlarin1 dlgmiisler ve pargacik boyutlarinin kekik yagi emiilsiyonunda 112,82 nm,
biberiye yagi emiilsiyonunda 63,02 nm, defne yag1 emiilsiyonunda 66,02 nm, adacay1 yagi
emulsiyonunda ise 59,48 nm oldugunu belirtmislerdir. Diger bir ¢alismada ise biberiye
(Rosmarinus officinalis), defne (Laurus nobilis), adagay1 (Salvia officinalis) ve kekik
(Thymus vulgaris) esansiyel yaglari ile hazirlanan nanoemiilsiyonlarin, gokkusagi alabalig
filetolar1 uygulamasinda duyusal ve mikrobiyolojik degerlendirmeleri gerceklestirilmistir.
Esansiyel yaglarla formiile edilmis nanoemiilsiyonlarin eklendigi 6rneklerde kontrol
grubuna gére mikrobiyolojik gelismenin daha yavas oldugu ve balik filetolarinda raf dmriinii

uzatict etkinin oldugu belirtilmistir. Duyusal degerlendirme sonuclarina gore de
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nanoemiilsiyon eklenmis balik fletolarinda balik kokusunun azaldigi ancak biberiye
esansiyel yaglar1 uygulanan drneklerde acilasma oldugu saptanmistir (Ozogul ve ark., 2017).

Severino ve ark. (2015) mandalin, bergamot, limon ugucu yaglar1 ve karvakrol ile
nanoemiilsiyon formiilasyonlari iizerine bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Her bir 6rnek icin
farkli oranlarda formiilasyon olusturmuslardir. Esansiyel yag, aycicek yagi, Tween20,
glycerol monooleate ve su karisimina 24000 rpm’de 5 dakika ultrahomojenizasyon islemi
ve ardindan yiiksek basingli homojenizasyon islemi uygulamiglardir. Bir foton korelasyon
spektrometresi ile damlacik boyutunu 6lgerek, mandalin, bergamot, limon ugucu yaglar ve
karvakrol ile hazirlanan nanoemiilsiyonlarda pargacik boyutlarini sirasiyla 133,4 nm, 176,4
nm, 161,5 nm ve 163,7 nm olarak saptamislardir.

Salvia-Trujillo ve ark. (2015) yapmis olduklar1 galismada esansiyel yaglarla formiile
edilmis food grade (gidalarda kullanilabilir) emiilsiyonlar elde ederek emiilsiyonlarin
fizikokimyasal ve antimikrobiyal Ozelliklerini belirlemislerdir. Escherichia coli Uzerine
yapilan antimikrobiyal aktivite analizi sonucunda limon otu, karanfil, kekik ve palmarosa ile
stabilize edilmis emiilsiyonlarin inhibe edici etkide oldugunu saptamislardir.

Feslegen yagi ile stabilize edilmis emiilsiyonlarla Escherichia coli (zerine
antibakteriyal etkinin arastirildigi bir ¢alismada ultrasonik emulsifikasyonla elde edilen food
grade emiilsiyonlarin bakterisidal etkisinin oldugu belirlenmistir (Ghosh ve ark., 2013).

Wu ve ark. (2014) Listeria monocytogenes Scott A, Salmonella Enteritidis ve
Escherichia coli O157:H7 iizerine, antimikrobiyal aktivite etkisini aragtirdiklar1 ¢alismada
soya faslilyesi polisakkariti ile emiilsifiye edilmis kekik esansiyel yagi emiilsiyonu
kullanmislardir. Arastirmacilar, kekik esansiyel yaginin ¢alisilan mikroorganizmalar tizerine
antimikrobiyal etkisinin oldugunu saptamislardir.

Ghosh ve ark. (2014) taze sikilmis portakal suyunda bozulma etmeni olan
Staphylococcus aureus iizerine antimikrobiyal etkiyi arastirmak amaciyla eugenol
yiiklenmis nanoemiilsiyon kullanmiglardir. Antimikrobiyal etkinin 06zellikle +4°C’de
depolanan 6rneklerde daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Louni ve ark. (2018) uzun yaprakli nane (Mentha longifolia) esansiyel yaglar ile
formiile edilmis nanoemiilsiyonlarin degirmen giivesi (Ephestia kuehniella) uzerine
insektisidal etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar, analizler sonucunda esansiyel yagda ve
esansiyel yag ile formile edilmis nanoemiilsiyonlarda insektisidal etkinin oldugunu
saptamiglardir. Nane esansiyel yaglart nanoemiilsiyonlarinin Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus fiizerine antibakteriyal etkisini arastirildigi diger bir ¢alismada bu

esansiyel yaglarla formiile edilmis nanoemiilsiyonlarin antibakteriyal etkilerinin oldugu
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tespit edilmistir (Liang ve ark., 2012). Baska bir ¢alismada ise kekik esansiyel yagi
kullanilarak hazirlanan nanoemiilsiyonlarin farkli derisimlerdeki (%0,05 ve 9%0,1)
soliisyonlarinda bekletilen marul yapraklarinda Listeria monocytogenes, Salmonella
Typhimurium ve Escherichia coli O157:H7 bakterilerine karsi antimikrobiyal etkisinin
oldugu belirtilmistir (Bhargava ve ark., 2015). Nane esansiyel yaglari ile yapilan bir
calismada ise nane esansiyel yaglarinin mikroenkapsiilasyonu i¢in optimizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Mikroenkapsiilasyon islemi i¢in 2 farkli nane tiirii (Mentha spicata ve
Mentha piperita) ile maltodekstrin-arap zamki kombinasyonu ve arap zamki kullanilmastir.
Mikroenkapsiilasyon islem veriminin 6rnek tiiriine, mikroenkapsulasyon materyalinin ¢esidi
ve oranina gore degiskenlik gosterdigi belirtilmistir. Mentha spicata mikroenkapstilasyon
veriminin daha yiiksek oldugu ve soliisyondaki arap zamk1 miktari arttik¢a verimin azaldigi
saptanmistir. Arap zamkinin dogal bir polimer oldugu ve iyi bir film olusturma 6zelligine
sahip oldugu belirtilmistir (Basyigit ve Cam, 2017).

Severino ve ark. (2015) karvakrol, mandalin, bergamot ve limon kullanarak elde
ettikleri nanoemiilsiyonlarin Escherichia coli 0157:H7 ve Salmonella Typhimurium inokiile
edilmis taze fasiilye lizerindeki inhibe edici etkisini arastirmiglar ve karvakrolun etkisinin en
yuksek oldugunu belirtmislerdir. Karvakrol ile hazirlanan nanoemiilsiyonlarla yapilan baska
bir caligmada ise kabak ve sosis {riinlerinde antimikrobiyal etkisinin oldugunu
belirlemislerdir (Donsi ve ark., 2014).

Anwer ve ark. (2014) patojen 5 mikroorganizmaya karsi (B. subtilis, S. aureus,
P. vulgaris, P. aeruginosa ve K. pneumonia) karanfil esansiyel yagi nanoemiilsiyonunun

kontrol 6rnegine kars1 yliksek antibakteriyal etkiye sahip oldugunu saptamislardir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Defne Yapraklar

Calismada kullanilan Laurus nobilis tiirii defne yapraklari, Uretim sezonunda
(Samandag/Hatay) Ureticilerden kuru olarak tedarik edilmis ve analizler gergeklestirilene
kadar kuru bir ortamda ve oda sicakliginda depolanmistir. Kuru defne yapragi ornekleri
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji béliimii, dgretim
uyesi Doc¢. Dr. Ersin KARABACAK tarafindan dogrulanmis olup sahit 6rnek olarak
Canakkale Botanik Bahc¢esi Herbaryumu’nda (CBB) muhafaza edilmektedir (CBB 002343).

3.1.2. Nano/Mikroemiilsiyon Hazirlamada Kullamlan Stabilizorler

Nano/mikroemiilsiyonlarin  hazirlanmasinda  kullanilan  amilopektin,  pektin,
karboksimetil seliiloz (CMC), agar, ksantan gam, arap zamki, karragenan stabilizorleri
Sigma Aldrich Chemie Gmbh (St. Louis, Missouri, ABD), jelatin stabilizorii ise Merck
KGaA (St. Louis, Missouri, ABD) firmalarindan saglanmistir. Calismada, 6n denemeler

sonucunda belirlendigi lizere amilopektin ve arap zamki stabilizorleri kullanilmistir.

3.1.3. Portakal Suyu Denemelerinde Kullanilan Portakallar ve Portakal Suyu

Arastirmada kullanilan portakallar Valencia ¢esidi olup lokal bir marketten satin
almmistir. Portakal sulart Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Gida Miihendisligi
Anabilim Dali, Duyusal Analiz Laboratuvari’nda, narenciye sikacagi (Fakir Hausgeréte

Lucra Citrus Juicer 85W, Vaihingen/Enz, Almanya) ile elde edilmistir.

3.1.4. Antimikrobiyal Analizlerde Kullanilan Standart Bakteri Suslari

Calismalarda kullanilan Gram negatif bakteri olan Escherichia coli ATCC 25922 ve
Gram pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus ATCC 6538 referans suslar
Uludag Universitesi, Ziraat Fakiltesi, Gida Miihendisligi boliimii, &gretim {iyesi
Dog. Dr. Sine OZMEN TOGAY ’dan temin edilmistir.
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https://www.google.com/search?bih=697&biw=1022&hl=tr&sxsrf=ALeKk022JU-O8-xArPbh0QA04JnNL65bMw:1597113546064&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88kszi3ewMgIA78eh6VIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiWz9DMj5LrAhW9URUIHTyVBicQmxMoATAOegQIDBAD
https://www.google.com/search?bih=697&biw=1022&hl=tr&sxsrf=ALeKk022JU-O8-xArPbh0QA04JnNL65bMw:1597113546064&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88kszi3ewMgIA78eh6VIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiWz9DMj5LrAhW9URUIHTyVBicQmxMoATAOegQIDBAD

3.2. ' YOntem

3.2.1. Kuru Defne Yapraklarina Uygulanan islemler ve Analizler

Kuru Defne Yapraklarimin Ogiitiilmesi

Calismada kullanilan kuru defne yapraklari, analizlerden 6nce (nem, kiil, esansiyel yag
eldesi vd.) ogiitiici (GM 200 Model, Knife Mill GRINDOMIX, Retsch GmbH, Haan,
Almanya) ile 30 saniye boyunca 6000 rpm’de ogiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis kuru defne
yapraklar1 Sekil 2°de goriilmektedir.

’/

Sekil 2. Kuru defne)yapraklarlnda oglitme islemi .

Toluen yontemi, nem tayin cihazi ve etiivde kurutma yontemi kullanilarak kuru defne
yapraklarinin nem yiizdesi ii¢ farkli yontemle belirlenmis olup yontemlere ait detaylar

asagida belirtilmistir.

Toluen Ydntemi ile Nem Yuzdesinin Belirlenmesi

Ogiitiilmiis kuru defne yapraklarinin nem yiizdesi, su ile karismayan ve yogunlugu
sudan daha diigiik olan toluen ve Ogiitiilmiis kuru defne yapraklarinin distilasyonu ile
belirlenmistir (Anonim, 1987). Analiz i¢in 10 g 6giitilmiis kuru defne yaprag: tartilarak
balon igerisine alinmis ve {izerine 75 mL toluen eklenmistir. Calkalama yapilarak toluenin
defne yapraklari ile diizgiin bir bi¢imde karigsmasi saglanmistir. Ceker ocak altinda, ceketli

1s1tiet ile geri sogutmali bir diizenek hazirlanmistir. Ceketli 1s1ticiya balon ve geri sogutmali
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diizenek yerlestirilerek, 1siticinin sicaklik ayar1 suyun ve toluenin kaynama sicakligindan
(swrasiyla 100°C ve 110°C) daha yiiksek bir sicakliga (120-150°C arasi) ayarlanmistir. Bir
slire sonra, diizenekte kullanilan Dean&Stark skalali aparatinda (Dean ve Stark, 1920) su ve
toluen birikmis, faz ayrimi sabitlendiginde analiz sona erdirilmistir. Skalada okunan su
degeri hacimsel olarak kaydedilerek 3.1 numarali formiile gére hesaplama yapilmigtir.

Toluen yontemi ile nem analizi diizenegi Sekil 3’te verilmistir.

% Nem = 100x (V / m) (3.2)

v: Skalada biriken su miktar1 (mL)

m: Tartilan 6rnek miktar1 (g)

Sekil 3. Toluen yontemi ile nem analiz diizenegi

Nem Tayin Cihazi ile Nem Yiizdesinin Belirlenmesi

Toluen yontemi ile belirlenen yiizde nem sonucunu desteklemek amacl infrared
1siticili nem tayin cihazi (Ohaus MB45 Model, Infrared Nem Tayin Cihazi, New Jersey,
ABD) ile 6giitiilmiis kuru defne yapraklarinin nem yiizdesi 6l¢iilmiistiir. islem 100°C’de 10
dakika olarak uygulanmis ve nem ylizdesi direkt olarak cihaz ekranindan ylizde olarak

okunarak kaydedilmistir.
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Etlvde Kurutma Yontemi ile Nem Yuzdesinin Belirlenmesi

Ogiitiilmiis kuru defne yapraklarinda etiivde kurutma yontemi ile nem yiizdesi
gravimetrik olarak belirlenmistir (Cemeroglu, 2007). Kurutma kaplar1 saf su ile temizlenerek
105°C’lik etiivde sabit tartima gelene kadar neminden uzaklagtirilmistir. Nemi uzaklastirilan
tartim kaplar1 yarim saat desikatorde bekletilerek daralari (m1) kaydedilmistir ve kaplara
yaklasik 1 g 6rnek (m) tartilarak agirliklar1 kaydedilmistir. Hazirlanan 6rnekler 105°C’lik
etlivde sabit tartima gelene kadar kurutulmustur. Kurutma islemi sonunda ornekler
desikatore alinarak yarim saat bekletilmis ve agirliklar1 (m2) kaydedilmistir. Sonuglar 3.2

numarali formiile gore hesaplanarak yiizde (%) olarak ifade edilmistir.

% Nem =

[@lx 100 (3.2)

m: Tartilan 6rnek miktari (g)
my: Kurutma kabinin darasi (g)

m2: Kurutma sonras1 kurutma kab1 ve 6rnegin toplam agirligi (g)

Kal Tayini

Ogiitiilmiis kuru defne yapraklarinda kiil tayini gravimetrik olarak belirlenmistir
(Cemeroglu, 2007). Analizden 6nce porselen krozeler, kalintilardan arindirmak amaciyla
yaklagik 24 saat sliresince, icerilerine nitrik asit (HNOz) konularak bekletilmistir. Nitrik asit
ile bekletilen krozeler 24 saatin sonunda saf su ile yikanarak, kiil firminda (110/15 Model,
Protherm Furnaces, High Temperature Furnaces, Ankara, Turkiye) 200°C’de, iki saat
boyunca bekletilmis ve nemden arindirilmasi saglanmistir. Nemden arindirilan porselen
krozeler desikatorde yarim saat bekletilerek daralart (mi) alinmistir. Daralar1 alinan
krozelere yaklasik 0,5 g 6rnek (m) tartilarak agirliklar1 kaydedilmistir. Hazirlanan 6rnekler
250°C’de kiil firminda bir buguk saat 6n yakma islemine tabi tutulmus ve 550°C’ye gelene
kadar bir saatlik periyotlarda firin sicakligi 100°C artirilmistir. Kiil firinmin sicakligi
550°C’ye ulagtiginda yakma islemine alt1 saat daha devam edilmistir. Yakma islemi sonunda
krozeler desikatore alinarak yarim saat beklenmis ve son agirliklart (m2) alinarak, 3.3
numarali formiile gére hesaplama yapilmistir. Sonuclar yiizde (%) olarak ifade edilmistir.

Kuru defne yapraklarinin yakma iglemi sonras1 goriintiileri Sekil 4’te verilmistir.
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% Kiil = lwlx 100 (3.3)
m

m: Tartilan 6rnek miktar1 (g)
my: Porselen krozenin darasi (g)

m2: Yakma sonrasi kroze ve kiiliin toplam agirlig (g)

K

Sekil 4. Kuru defne yapraklarinda kil analizi ‘.

3.2.2. Esansiyel Yag Uretimi

Kuru defne yapraklarindan esansiyel yag iiretimi Mikrodalga Destekli Clevenger
Cihaz1 (Milestone Ethos X Model, Gelismis Mikrodalga Ekstraksiyon Sistemi, Sorisole,
ftalya) ile gerceklestirilmistir. Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi, herhangi bir solvente
ithtiya¢ duyulmadan, doymus buhar ve mikrodalga isleminin ortak etkisiyle beraber daha kisa
stirede ve daha yiiksek verimde esansiyel yag ekstraksiyonu sagladigi i¢in tercih edilmistir.

En yiiksek verimi elde etmek i¢in 6n denemeler gerceklestirilerek (hammadde miktari,
cihaz parametreleri vb.) optimum kosullarda iiretim saglanmigstir. Diisiik enerji ve siirede,
yiiksek verimli esansiyel yag eldesi i¢in 250 g 6giitiilmiis (6000 rpm’de 30 saniye) kuru
defne yapragi cihaz haznesine alinmis, lizerine 2500 mL ¢esme suyu eklenerek (materyal,
su oran1 1:10) agz1 hava almayacak sekilde kapatilarak bir saat bekletilmigtir. Bir saat
sonunda hazne Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi’na yerlestirilerek iki saat sure ile
(Ekstraksiyon Giicli: 750 W) esansiyel yag ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Cihazin yag
toplama {initesinde biriken esansiyel yaglar amber renkli, kapakli aroma siselerine alinarak
analizler gercgeklestirilene kadar -18°C’de depolanmistir. Mikrodalga Destekli Clevenger
Cihaz1 ve bir saat boyunca suda bekletilen 6giitiilmiis kuru defne yapraklarinin goriintiisii

Sekil 5’te verilmistir.
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Sekil 5. Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi

3.2.3. Defne Esansiyel Yagi ile Nano/Mikroemdulsiyonlarin Hazirlanmasi

Defne esansiyel yagi ile nano/mikroemiilsiyon formiilasyonlari olusturulurken 6n
deneme olarak; 30 mL su igerisine 0,30 mL Tween80 ve 0,05 mL defne yaprag: esansiyel
yag1 eklenerek vortekslenmistir. Elde edilen diizensiz emilsiyona 30, 45 ve 60 dakika
ultrasonik banyo (frekans: 50 Hz) (Bandelin Sonorex RK 100 Model, Ultrasonic Bath,
Berlin, Almanya) islemi uygulanmis ve Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS-Dynamic Light
Scattering) 6lciimdi ile parg¢acik boyutu belirlenmistir.

Nano/mikroemilsiyonlar elde edilirken, portakal suyu denemeleri i¢in emiilsiyonlarin
gidalarda kullanilabilir (food grade) olmasi amacglanmistir. Bu nedenle emiilsiyon
hazirlamada kullanilan stabilizorler polisakkarit ve protein yapidaki maddeler (amilopektin,
pektin, karboksimetil seliiloz (CMC), agar, ksantan gam, arap zamki, jelatin, karragenan)
arasindan segilmistir. Emulsiyonlar hazirlanirken, 6nceki ¢alismalar referans alinarak, 100
mL saf su icerisine 0,21 g stabilizor eklenerek manyetik karistiric ile 5 dakika karigtirilmig
ve stabilizoriin saf su icerisinde tamamen c¢oziinmesi saglanmistir. Karsima 1,55 mL
esansiyel yag eklenerek diizensiz emiilsiyonlar olusturulmustur. Diizensiz emiilsiyonlari
kararli hale getirmek i¢in 5 dakika ultrahomojenizator (18000 rpm) (IKA T25 Model, Dijital
Ultra-Turrax, Staufen, Almanya) ve 5 dakika ultrasonik banyo (frekans: 50 Hz) islemleri

uygulanmistir. Emiilsiyon olusturma agamalar1 Sekil 6’da gosterilmistir.
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Saf su + Stabilizor

l <«—— | Esansiyel Yag

Diizensiz Emulsiyon

l

Ultrahomojenizator

l

Ultrasonik Banyo

l

Nano/Mikroemulsiyon

Sekil 6. Nano/mikroemdlsiyon hazirlama asamalari

Oncelikle, sekiz farkli stabilizér kullanilarak defne esansiyel yag: ile emiilsiyonlar

hazirlanmistir. Hazirlanan emiilsiyonlar Sekil 7°de verilmistir.

MU,H;“;__: M\W ! [l ' '

Sekil 7. Farkli stabilizorlerle hazirlanmis emiilsiyonlar
(1: Amilopektin, 2: Pektin, 3: CMC, 4: Agar, 5: Ksantan gam, 6: Arap zamki, 7: Jelatin
8: Karragenan)
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Hazirlanan emiilsiyonlarin parcacik boyutlarini belirlemek amaciyla, DLS olgumleri
gerceklestirilmistir. Pargacik boyutu sonuglarina gore ortalama pargacik c¢api diisiik olan
stabilizorler “amilopektin, arap zamki ve jelatin” olmustur. Calismanin devaminda portakal
suyu denemesi yapildigindan hayvansal kaynakli jelatinin, tiiketiciler tarafindan tercih
edilmeyecegi diisiiniilerek emiilsiyon hazirlamada kullanilmamis, amilopektin (misir) ve
arap zamkinin (akasya agaci) kullanilmasi uygun bulunarak arastirmada kullanilan
nano/mikroemilsiyonlar amilopektin ve arap zamki stabilizorleriyle hazirlanmistir. Defne
esansiyel yagi ile hazirlanan amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlarina ait goriintiiler Ek
1’de verilmistir.

Defne esansiyel yagi ile hazirlanan nano/mikroemulsiyonlarda miktar ve sure
optimizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Optimizasyon deneme deseni sonucunda DLS
Olglimlerine gore; 100 mL saf su igerisinde 0,30 g stabilizér ve 1,50 mL esansiyel yag
kullanilmasina, ultrahomojenizasyon ve ultrasonik banyo siirelerinin 5’er dakika olmasina

karar verilmistir.

3.2.4. Esansiyel Yag ve Nano/Mikroemdlsiyonlara Uygulanan Analizler

Defne esansiyel yagi ile hazirlanan nano/mikroemdilsiyonlar fiziksel stabilitelerinin
kontrolii amaciyla iki aylik siire boyunca depolanmistir. Depolama siiresi boyunca haftalik
periyotlarda damlacik boyutlarinin  belirlenmesi amaciyla DLS o&lgimleri, optik
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla spektrofotometre ile bulaniklik tayini, viskozite
degisimlerini incelemek amaciyla viskozite Olglimleri ve renk/beyazlik indeksleri

degisimlerini incelemek amaciyla kolorimetre dl¢iimleri gerceklestirilmistir.

Parcacik Boyutu

Nano/mikroemilsiyonlarin DLS 6l¢iimleri (Brookhaven Instruments Corporation, 90
Plus Model, Particle Size Analyzer, Holtsville, NY, ABD) parcacik boyut analizorii ile
gerceklestirilmistir. Makro kiivete Ornek alinarak, kiivet cihaz bolmesine yerlestirilmis ve 50
saniye boyunca 10 6l¢iim alinarak bu dl¢iimlerin ortalamas1 alinmistir. Defne esansiyel yagi
ile hazirlanan amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlarma ait DLS 6l¢im grafik 6rnekleri Ek

2’de verilmistir.
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Bulamkhk

Optik ozelliklerin belirlenmesi icin spektrofotometrede (UV-1800 Model, Shimadzu
UV Spectrophotometer, Schweiz GmbH, Kyoto, Japonya) 600 nm dalga boyunda, sahide
(saf su) karsi okuma gerceklestirilmistir. Ornek Vorteks yardimiyla karistirilarak
spektrofotometre kivetine alinmis ve cihaz haznesine yerlestirilerek Olglimleri

gerceklestirilmistir. Cihaz ekranindan absorbans (Abs) degeri okunarak kaydedilmistir.

Viskozite

Viskozite olgtmleri Brookfield Viskozimetresi (Model DV-1I+Pro, Brookfield
Engineering Laboratories, Inc., ABD) ile gerceklestirilmistir. Viskozimetre tiipiine oda
sicakliginda (+25°C) 16 mL 6rnek konularak 0 numarali spindle ve 100 rpm doniis hizinda

Olclimler gergeklestirilmistir.

Renk
Renk ve beyazlik indekslerini belirlemek amaciyla Minolta CR-400 kolorimetresi
(Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonya) kullanilmistir. Cihaz haznesine 6rnek konularak

dogrudan 6lgiim gergeklestirilmis ve L, a*, b* degerleri kaydedilmistir.

Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Toplam fenol tayini Folin-Ciocalteu yontemine gore gerceklestirilmistir (Singleton ve
Rossi 1965). Esansiyel yag ornekleri, daha homojen bir karisim elde etmek amaciyla 1:1
oraninda %80°lik metanol ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. Nano/mikroemilsiyon drneklerinde
ise seyreltme yapilmamistir. Hazirlanan 6rneklerden 100 pL alinarak tizerine 900 pL saf su
ilave edilmistir. Bu karisim 5 mL folin ayiraci ile muamele edilerek {izerine 4 mL sodyum
karbonat ¢o6zeltisi eklenmistir. Hazirlanan karisim karanlik bir ortamda iki saat bekletilerek
redoks tepkimesi sonucunda mavi renk elde edilmistir. Ayni sekilde 100 pL 6rnek yerine saf
su kullanilarak sahit ¢ozelti hazirlanmis ve es zamanh olarak karanlik ortamda 2 saat siire
ile bekletilmistir. Bu stire sonunda spektrofotometrede (UV-1800 Model, Shimadzu UV
Spectrophotometer, Schweiz GmbH, Kyoto, Japonya) 765 nm dalga boyunda, sahide karsi
okuma gergeklestirilmistir. Ornekte o6lgiilen absorbans degerinin gallik asit cinsinden
esdegeri olan fenolik bilesik miktari, gallik asit ile hazirlanan standart kurvenin
denkleminden hesaplanarak "mg gallik asit/L" cinsinden ifade edilmistir. Gallik asit standart

egrisi Ek 3’te verilmistir.
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Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Kuru defne yapraklarindan elde edilen esansiyel yaglarin ve bu yaglarla hazirlanan
emiilsiyonlarin antioksidan aktivite diizeyleri Troloks Esdeger Antioksidan Kapasitesi
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity-TEAC) yontemine gore belirlenmistir (Re ve ark.,
1999; Arts ve ark., 2001). Analize baslamadan 6nce radikal ¢ozeltisi, PBS (tuzlu fosfat
tampon, pH 7.4) ile 734 nm’de 0,700 (£0,02) absorbans degeri verecek sekilde
seyreltilmistir. Ham esansiyel yaglarin homojenize edilmesi ve seyreltilmesinde %80°lik
metanol kullanilmistir. Emdiilsiyonlarda ise seyreltme yapilmadan dogrudan Ol¢tim
yapilmustir. PBS ile seyreltilmis ABTS** radikal ¢ozeltisinden mikrokiivete 1 mL alinmis ve
mikrokivet icindeki radikal ¢ozeltisi tzerine farkli hacimlerde 6rnek eklenerek alti dakika
boyunca birer dakika arayla absorbans degerleri okunmustur. Alt1 dakika sonunda saptanmis
olan absorbans degeri esas alinarak, baslangi¢ degerine gore yiizde azalma orani (inhibisyon
orani) hesaplanmistir. En az {i¢ farkli 6rnek hacminde calisilarak, 6rnek miktarina bagh
olarak inhibisyon oranlar1 belirlenmistir. Alt1 dakika sonunda saptanmis ortalama yiizde
inhibisyon degerleri 6rnek miktarlarina (hacimlerine) karsi bir grafige aktarilip linear
regresyon analizi uygulanmak suretiyle, ornege iliskin egriye ve bu egriyi tanimlayan
esitlige ulasilmistir. Ornege iliskin egrinin egimi, troloks standart egrisinin egimine
oranlanip, sonucun seyreltme faktorii ile carpilmasiyla 6rnegin TEAC degeri hesaplanmistir.
Troloks standart egrisinin hazirlanmasinda ¢oziicli olarak PBS kullanilmistir. Troloks

standart egrisi Ek 4’te verilmistir.

Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Kuru defne yapraklarindan elde edilen esansiyel yaglarin ve bu yaglarla hazirlanan
nano/mikroemilsiyonlarin Gram negatif Escherichia coli ATCC 25922 ve Gram pozitif
Staphylococcus aureus ATCC 6538 referans suslarina antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla agar disk difiizyon yontemi kullanilmistir (Ozcan ve ark., 2010;
Cherrat ve ark., 2014).

Test edilecek bakteri stok kiiltiirleri, 6n canlandirma yapilmak amaciyla Nutrient Broth
(Oxoid Limited, Basingstoke, ingiltere) besiyerinde 37°C’de 18-24 saat boyunca calkalamali
inkubatorde (Certomat IS Model, Benchtop Incubation Shaker, Sartorius Stedim Biotech,
Gottingen, Almanya) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteri siispansiyonundan
serum fizyolojik (%0,85’lik NaCl ¢6zeltisi) igerisine bir miktar alinmig ve McFarland cihazi
(DEN-1 Model, Biosan McFarland Densitometer, Riga, Letonya) ile 0,5 McFarland standart

bulanikligina ayarlanarak Muller Hinton Agar (Acumedia Lab/Neogen, Lancashire,
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Ingiltere) besiyeri tizerine 100 pL yayma plak yontemi ile yayilmistir. Defne esansiyel yagi
ve bu yaglarla hazirlanan nano/mikroemulsiyonlar, 6 mm ¢apindaki steril kagit disklere
(Antimicrobial Susceptibility Test Discs, Oxoid Limited, Basingstoke, Ingiltere) 15’er pL
emdirilerek bakteri yayilmis besiyeri iizerine yerlestirilmistir. Hazirlanan petriler 37°C’de
18-24 saat boyunca inkiibe edilerek inhibisyon zonlarinin ¢aplart Ol¢iilmiistiir. Defne
esansiyel yaginin ve bu yaglarla hazirlanan emiilsiyonlarin Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus referans suslarina karsi agar disk difiizyon analizine ait goruntiler

Ek 5’te verilmistir.

Gaz Kromatografisi-Olfaktometri (GC-O) ile Aroma-Aktif Bilesenlerinin
Belirlenmesi

Defne esansiyel yagi ve defne esansiyel yagi kullanilarak, farkli stabilizorlerle
hazirlanan nano/mikroemilsiyonlarda aroma-aktif bilesenlerinin izolasyonu amaciyla
katifaz mikro ekstraksiyon (SPME) teknigi kullanilmistir (Won ve ark., 2009).

Bu amacla;

Nano/mikroemilsiyonlar igin; orneklerden 1 mL amber renkli aroma vialine alinip
40°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra SPME fiber1 (2 cm-50/30 pm
DVB/Carboxen/PDMS stable flex, Bellafonte, ABD), viale yerlestirilip 5 dakika da fiber ile
bekletilmistir. Bu ekstraksiyon isleminin hemen ardindan GC’ye enjeksiyon yapilip
koklamalar gerceklestirilmistir.

Esansiyel yag ornekleri i¢in; aroma vialine 1 mL distile su igerisine 15 pL (1 mL
emiilsiyon igerisinde bulunan esansiyel yag miktarina esdeger miktar) esansiyel yag
eklendikten sonra 40°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra SPME fiber, viale
yerlestirilip 5 dakika da fiber ile bekletilmistir. Bu ekstraksiyon isleminin hemen ardindan
GC’ye enjeksiyon yapilip koklamalar gergeklestirilmistir. Koklamalar deneyimli (ortalama
deneyim saati: 100 saat) iki panelist tarafindan gergeklestirilmistir.

Ayrica gaz kromatografisine n-alkan standart serisi (Cs, C7....C23) enjekte edilerek
alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Alkan serisinin ve O6rneklerdeki aroma maddelerinin
alikonma zamanlar1 kullanilarak alikonma indeksleri (RI-Kovats Retention Index)
hesaplanmistir. Aroma yogunluklari 10 puanli skalaya gore (0: yok, 10: en yiksek)
degerlendirilmistir.

Aroma-aktif bilesenlerin alikonma indeksleri (RI) Van den Dool ve Kratz (1963)

tarafindan belirtildigi sekilde, 3.4 numarali formiil kullanilarak hesaplanmistir.
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GC-O ozellikleri asagida belirtildigi gibidir.

Kolon: DBS5 (Agilent), 30 m, 0,320 mm id x 0,25 um film kalinlig

Tastyict gaz: Helyum

Toplam akis: 21,2 mL/dk

Dedektor: FID-Alev Iyonizasyon Dedektorii

Enjeksiyon tird: Boliinmemis (Splitless)

Firin programi: Baslangi¢ sicakligi 40°C’de 1 dk, Rampl: 6°C/dk, 130°C’de 3 dk,
Ramp2: 10°C/dk, 250°C’de 15 dk (toplam siire: 46 dakika)

(tRa — tRn)
RI =100 100 x —mmmm8M88— 34
n *(¢RN — tRn) (34)

RI: Alikonma indeksi

n: Kiigiik alkanin karbon sayisi

tRa: Ilgili aroma maddesinin alikonma zamani
tRn: Kii¢iik alkanin alikonma zamant

tRN: Biiylik alkanin alikonma zamani

Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometresi (GC-MS) ile Ugucu Bilesenlerin
Belirlenmesi

Ugucu bilesenlerin tanimlanmast ve miktarlarinin belirlemesi amaciyla Gaz
Kromatografisi-Kutle Spektrometresi (GC-MS) (GC 6890, MS 6890N, Agilent
Technologies, Wilmington, DE, ABD) kullanilmistir. Ugucu bilesenlerin izolasyonu
amaciyla kati-faz mikroekstraksiyon teknigi (SPME) uygulanmigtir (Won ve ark., 2009).
Ayrimi saglamak amaciyla polar olmayan 6zellikteki DB-5MS (60m x 0,250 mm id x 0,25
um film kalinlig1) kolon kullanilmistir (J&W Scientific, Folsom, CA, ABD).

Bu amacla;

Nano/mikroemilsiyonlar igin; 40 mL’ lik SPME vialine 300 pnLL nano/mikroemulsiyon
ve 10 uL i¢ standart (IS: 10 mL metanol + 20 pL alpha thujone) eklenerek vorteks yardimiyla
karistirilmistir. Karigim 40°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda
SPME fiberi (2 cm-50/30 pum DVB/Carboxen/PDMS stable flex, Bellafonte, ABD) vialin
tepe bosluguna batirilarak 40°C’de 5 dakika siireyle ugucu bilesenlerin fiber iizerine

toplanmasi saglandiktan sonra GC-MS’e enjekte edilmistir.
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Esansiyel yag o6rnekleri i¢in; 40 mL’ lik SPME vialine 300 pL saf su alinmais, tizerine
4,5 puL esansiyel yag (300 pL emiilsiyon igerisinde bulunan esansiyel yag miktarina esdeger
miktar) ve 10 pL i¢ standart eklenerek vorteks yardimiyla karistirilmistir. Karigim 40°C’lik
su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda SPME fiberi vialin tepe bosluguna
batirillarak 40°C’de 5 dakika siireyle ugucu bilesenlerin fiber {izerine toplanmasi
saglandiktan sonra GC-MS’e enjekte edilmistir. GC-MS analizlerine ait kromatogram
Ek 6’da verilmistir.

GC-MS 0zellikleri asagida belirtildigi gibidir.

Tastyic1 gaz: Helyum, 1,5 mL/dk

Enjeksiyon tiirii: Boliinmiis (Split), Boliinme oran1 (Split raito): 25/1

Firin programi: Baslangi¢ sicakligi 40°C’de 3 dk, Rampl: 3°C/dk, 200°C’de 10 dk,
Ramp2: 10°C/dk, 240°C’de 5 dk (toplam siire: 75 dakika)

MS kosullari: kapiler arayiiz (capillary interface) sicakligi 280°C, iyonizasyon enerjisi
(ionization energy): 70 eV, kiitle aralig1 (mass range) 35 ile 350 amu, tarama hizi1 (scan rate)
4,45 scans/s’dir.

Ugucu bilesenlerin tanimlanmasinda National Institude of Standards and Technology
(NIST, 2008) ve Wiley Registry of Mass Spectral Data (Wiley, 2005) kuttphanelerinden

yararlanilmistir. Miktar belirleme 3.5 numarali formiile gore yapilmaistir.

. ] (IS kons.x Maddenin pik alant)
Bilesigin Miktar: = [

RF 35
IS konsantrasyonu ] X (3.5
IS: i¢ standart

RF: Yanit faktoru

Duyusal Analiz

Defne esansiyel yaginda ve nano/mikroemiilsiyonlarda tadim analizleri
yapilamayacagindan, koklama yapilarak, aroma karakteristikleri tanimlayici duyusal analiz
teknigi (Spektrum™) ile belirlenmistir (Meilgaard ve ark., 1999). Esansiyel yaglarda ve
nano/mikroemilsiyonlarda koklamalar oda sicakliginda (22-25°C) gerceklestirilmis olup,
ornekler panelistlere 40 mL hacimli seffaf kaplarda sunulmustur. Stabilizér kaynakli aroma
karakteristiklerinin belirlenebilmesi amaciyla sadece stabilizor kullanilarak elde edilen
dizensiz emulsiyonlarda (defne esansiyel yagi eklenmemis) da koklamalar

gerceklestirilmistir. Tanimlayict duyusal analiz tekniginde (Spektrum™); tanimlayici
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terimler panel liderinin bagkanliginda olusturulan oturumlarla karsilikli tartisma ve
degerlendirmelerle belirlenmistir. Ornek gruplarimin Karakteristik duyusal ozellikleri 5
kisiden olusan (20-50 yas araliginda 2 erkek, 3 kadin) egitimli panelist grubu tarafindan 10

puanlik skala kullanarak degerlendirilmistir.

3.2.5. Nano/Mikroemdlsiyonlarda Portakal Suyu Uygulamasi ve Gergeklestirilen
Analizler

Calismalarda kullanilan portakal sular1 Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Gida
Miihendisligi Anabilim Dali, Duyusal Analiz Laboratuvari’nda, narenciye sikacagi ile elde
edilmistir. Nano/mikroemdilsiyonlarin taze sikilmis portakal suyu ortamindaki etkilerinin
belirlenmesi i¢in farkli depolama siireleri ve farkli depolama sicakliklarinda belirli analizler,
3 farkli uygulama modeli olarak gerceklestirilmistir.

Uygulama Modeli 1: Nano/mikroemilsiyon eklenmis (%0,5 oraninda, v/v) portakal
sular1 bir ay boyunca buzdolabi kosullarinda depolanarak haftalik periyotlarda (0. giin dahil)
viskoziteleri, toplam fenol miktarlari, antioksidan aktiviteleri, toplam canli aerobik
mezofilik bakteri (TCAMB) ve maya-kuf sayimlari, ugucu bilesenlerinin belirlenmesi
amaciyla GC-MS analizleri ve tanimlayici duyusal analizleri gergeklestirilmistir. Kontrol
grubu olarak nano/mikroemdilsiyon eklenmemis taze sikilmis portakal sular1 kullanilmustir.

Uygulama Modeli 2: Nano/mikroemilsiyon eklenmis (%0,5 oraninda, v/v) portakal
sular1 oda sicakliginda ve buzdolab1 kosullarinda 1 hafta boyunca inkiibe edilerek baslangi¢
glint de dahil (0. guin) giinliik olarak TCAMB ve kuf-maya yukinde meydana gelebilecek
degisiklikler belirlenmistir. Kontrol grubu olarak nano/mikroemdlsiyon eklenmemis taze
sikilmis portakal sular1 kullanilmistir.

Uygulama Modeli 3: Nano/mikroemilsiyon eklenmis (%0,5 oraninda, v/v) portakal
sularina Gram negatif Escherichia coli ATCC 25922 ve Gram pozitif Staphylococcus aureus
ATCC 6538 referans suslar1 10° kob/mL diizeyinde ayr1 ayr1 inokiile edilmistir. Ornekler
oda sicakligi ve buzdolabi kosullarinda inkiibe edilmis, selektif besiyerlerine (E. coli igin
Violet Red Bile Agar, S. aureus icin Baird Parker Agar - Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya) ekimleri gergeklestirilerek antibakteriyal aktiviteleri belirlenmistir. Kontrol grubu
olarak nano/mikroemilsiyon eklenmemis taze sikilmis portakal sulari kullanilmistir. Taze
sikilmig portakal sulari, schott siselerinden kaynakli mikrobiyolojik kontaminasyonu
onlemek amaciyla otoklavda (Hiclave HV-110L Model, Hirayama HMC, Tokyo, Japonya)
steril edilmis (121°C’de 15 dakika) schott sigelerinde depolanmistir. Portakal sularinda

pastdrizasyon islemi uygulanmamaistir.
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Viskozite Analizi
Viskozite 6lgumu igin; Brookfield DV-I1+Pro Viskozimetresi, 61 numarali spindle
kullanilmis olup doniis hizi 100 rpm olarak ayarlanmistir. Analizi ger¢eklestirilen 6rnekler

oda sicakliginda olup (+25°C), 5 mL 6rnek kullanilmastir.

Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu yontemine gore gergeklestirilmistir
(Singleton ve Rossi, 1965). Kontrol grubuna ve nano/mikroemdlsiyon ilave edilmis portakal
sularina analiz oncesi santrifiijleme (NF 800 Model, Nlve Laboratuvar ve Sterilizasyon
Teknolojisi, Akyurt, Turkiye) islemi uygulanmigtir. Santrifiijlenen 6rneklerin berrak faz
kismindan 100 pL aliarak tizerine 900 uL saf su ilave edilmistir. Bu karisim 5 mL folin
ayiract ile muamele edilerek ilizerine 4 mL sodyum karbonat c¢ozeltisi eklenmistir.
Hazirlanan karisim karanlik bir ortamda iki saat bekletilerek redoks tepkimesi sonucunda
mavi renk elde edilmistir. Ayni sekilde 100 pL 6rnek yerine saf su kullanilarak sahit ¢ozelti
hazirlanmis ve es zamanl olarak karanlik ortamda iki saat siire ile bekletilmistir. Bu siire
sonunda spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda, sahide karsi okuma gergeklestirilmistir.
Omnekte dlgiilen absorbans degerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan fenolik bilesik
miktari, gallik asit ile hazirlanan standart kurvenin denkleminden hesaplanarak "mg gallik

asit/L" cinsinden ifade edilmistir.

Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Kuru defne yapraklarindan elde edilen esansiyel yaglarin ve bu yaglarla hazirlanan
emiilsiyonlarin portakal suyu ortamindaki antioksidan aktivite diizeyleri, Troloks Esdeger
Antioksidan Kapasitesi (TEAC) yontemine gore belirlenmistir (Re ve ark., 1999; Arts ve
ark., 2001). Analize baglamadan once radikal ¢ozeltisi, PBS (tuzlu fosfat tampon, pH 7,4)
ile 734 nm’de 0,700 (£0,02) absorbans degeri verecek sekilde seyreltilmistir. Kontrol grubu
ve nano/mikroemulsiyon eklenmis portakal sularina santrifiijleme islemi uygulanarak
Olctimler iist kisimdaki berrak fazdan 6rnek alinarak gerceklestirilmistir. PBS ile seyreltilmis
ABTS*" radikal ¢6zeltisinden mikrokiivete 1 mL alinmis ve mikrokiivet i¢indeki radikal
cozeltisi izerine farkli hacimlerde 6rnek eklenerek alti dakika boyunca birer dakika arayla
absorbans degerleri okunmustur. Alt1 dakika sonunda saptanmis olan absorbans degeri esas
alinarak, baslangi¢c degerine gore ylizde azalma orani (inhibisyon orani) hesaplanmistir. En
az U¢ farkli 6rnek hacminde g¢alisilarak, 6rnek miktarina bagl olarak inhibisyon oranlar

belirlenmistir. Alt1 dakika sonunda saptanmis ortalama yiizde inhibisyon degerleri 6rnek
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miktarlarma (hacimlerine) kars1 bir grafige aktarilip linear regresyon analizi uygulanmak
suretiyle, ornege iliskin egriye ve bu egriyi tammlayan esitlige ulasiimistir. Ornege iliskin
egrinin egimi, troloks standart egrisinin egimine oranlanip, sonucun seyreltme faktorii ile
carpilmasiyla 6rnegin TEAC degeri hesaplanmistir. Troloks standart egrisinin

hazirlanmasinda ¢oziicii olarak PBS kullanilmistir.

Toplam Canh ve Maya-Kiif Sayimlar

Kontrol grubu  (nano/mikroemdlsiyon  eklenmemis portakal suyu) ve
nano/mikroemilsiyon eklenmis portakal sularindan aseptik kosullarda 1 mL 6rnek 9 mL
serum fizyolojik (%0,85’lik NaCl ¢ozeltisi) igerisine alinarak seri dillisyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlardan TCAMB ve maya-kif sayimlart igin selektif
besiyerlerine (sirasiyla PCA, DRBC - Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) 0,1 mL
aktarilarak ekimleri yayma plak yontemi ile gergeklestirilmistir. Uygulama Modeli 1 ve 2

icin ayn1 islem basamaklari uygulanmistir (Tran ve Farid, 2004; Hammad ve ark., 2013).

Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi

Hazirlanan nano/mikroemdilsiyonlarin portakal suyu ortamindaki antibakteriyel
etkisinin belirlenmesi amaciyla taze sikilmis portakal suyu steril siselere aktarilarak defne
esansiyel yagi igeren nano/mikroemilsiyonlar (amilopektin ve arap zamki ile hazirlanmis)
bu portakal sularina ayr1 ayr1 eklenmistir (%0,5 oraninda, V/v).

Oncelikle Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538
standart suslar1, 6n canlandirma i¢in Nurtient Broth besiyerinde 18-24 saat boyunca 37°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteri kiiltiirleri serum fizyolojik igerisinde
(9%0,85°1ik NaCl ¢ozeltisi) 0,5 McFarland standart bulanikliga ayarlanmistir.

E. coli icin; %0,5 oraninda (v/v) nano/mikroemulsiyon eklenmis portakal suyuna,
0,5 McFarland standart bulanikligina ayarlanan bakteri siispansiyonu (1:10 oraninda)
inokiile edilmistir. Bu sekilde elde edilen portakal suyu test 6rnekleri oda sicakliginda ve
buzdolab1 kosullarinda 0, 5, 10, 15, 30 ve 60 dakikalik siirelerle inkiibe edilmistir.
Orneklerden 1 mL aliarak 9 mL’lik serum fizyolojik icerisine eklenerek seri diliisyonlar
hazirlanmis ve selektif besiyerine (Violet Red Bile Agar) hazirlanan diliisyonlardan dokme
plak yontemine gore (¢ift kat) ekimleri gergeklestirilmistir. Ekimleri gerceklestirilen
ornekler 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek portakal sularinda canli kalan bakteri sayilari
belirlenmistir (Ghosh ve ark., 2014).
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S. aureus igin; %0,5 oraninda (v/v) nano/mikroemdilsiyon eklenmis portakal suyuna,
0,5 McFarland standart bulanikligina ayarlanan bakteri siispansiyonu (1:10 oraninda)
inokiile edilmistir. Bu sekilde elde edilen portakal suyu test 6rnekleri oda sicakliginda ve
buzdolabi1 kosullarinda 0, 5, 10, 15, 30 ve 60 dakikalik siirelerle inkiibe edilmistir.
Orneklerden 1 mL almarak 9 mL’lik serum fizyolojik igerisine eklenerek seri diliisyonlar
hazirlanmis ve selektif besiyerine (Baird Parker Agar) hazirlanan diliisyonlardan yayma plak
yontemine gore ekimleri gerceklestirilmistir. Ekimleri gergeklestirilen ornekler 37°C’de
24 saat inkibe edilerek portakal sularinda canli kalan bakteri sayilar1 belirlenmistir (Ghosh
ve ark., 2014).

Kontrol ¢alismasi olarak ise nano/mikroemilsiyon uygulanmamig portakal suyuna
inokiile edilen bakteri referans suslar1 ayn1 kosullarda inkiibe edilerek es zamanli sayimlari

alinmustir.

Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometresi (GC-MS) ile Ugucu Bilesenlerin
Belirlenmesi

Ugucu bilesenlerin tanimlanmasi ve miktar belirlemesi i¢in Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) (GC 6890, MS 6890N, Agilent Technologies, Wilmington, DE,
ABD) kullanilmistir. Ugucu bilesenlerin izolasyonu amaciyla kati faz mikroekstraksiyon
teknigi (SPME) uygulanmistir (Won ve ark., 2009). Ayrimi saglamak amaciyla polar
olmayan ozellikteki DB-5MS (60 m x 0,250 mm id x 0,25 um film kalinlig1) kolon
kullanilmistir (J&W Scientific, Folsom, CA, ABD).

Ornekten, 40 mL’lik SPME vialine (Supelco, Bellafonte, ABD) 3 mL alinarak, tizerine
10 pL i¢ standart (10 mL Metanol iizerine 20 pL alpha thujone) ve 1 g NaCl eklenmis ve
vorteks (Grant bio, Hillsborough, Ingiltere) yardimiyla karistirilmustir. Karigim 40°C’lik su
banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda SPME fiberi (2 ¢cm-50/30 pum
DVB/Carboxen/PDMS stable flex, Bellafonte, ABD) vialin tepe bosluguna batirilarak
40°C’de 10 dakika siireyle ucucu bilesenlerin fiber iizerine toplanmasi saglandiktan sonra
GC-MS’e enjekte edilmistir. Portakal suyu oOrneklerine uygulanan ugucu bilesen
analizlerindeki GC-MS kosullar1 Bolim 3.2.4°de belirtilen kosullarla aynidir. Ugucu
bilesenlerin tanimlanmasinda National Institude of Standards and Technology (NIST, 2008)
ve Wiley Registry of Mass Spectral Data (Wiley, 2005) kuttiphanelerinden yararlaniimstir.

Miktar belirleme 3.5 numarali formiile gore yapilmistir.
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Duyusal Analizler

Nano/mikroemulsiyon eklenmis portakal sularinda, varsa ornekler arasindaki farki
ortaya koyabilmek ve lezzet profillerini karsilastirabilmek amaciyla egitimli panelistler
tarafindan gergeklestirilen tanimlayict duyusal analiz teknigi (Spektrum™) ve Uriinlerin
tlketiciler tarafindan begenisini ortaya koyabilmek amaciyla tiiketici testi uygulamasi
(Meilgaard ve ark., 1999) gergeklestirilmistir. Her iki duyusal analiz de oda sicakliginda
(22-25°C) gergeklestirilmis olup, tiriinler panelistlere 40 mL hacimli seffaf sos kaplarinda
sunulmustur. Panelistlerin tadim esnasinda agizlarini nétrlemeleri i¢in su ve tuzsuz Kraker
verilmistir. Kontrol grubu olarak emilsiyon ilave edilmemis portakal sular1 kullanilmistir.

Tanimlayici duyusal analiz tekniginde (Spektrum™); tanimlayici terimler panel
liderinin baskanliginda olusturulan oturumlarla karsilikli tartisma ve degerlendirmelerle
belirlenmistir. Bu amagcla 2 farkli tanimlayici duyusal analiz gergeklestirilmistir.

1. Defne esansiyel yagi ile elde edilmis nano/mikroemulsiyonlar ve sadece stabilizor
kullanilarak elde edilen diizensiz emiilsiyonlar (defne esansiyel yagi eklenmemis) taze
sikilmis portakal sularina eklenerek kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Ornek gruplari ve
kontrol grubunun karakteristik duyusal Ozellikleri “Lezzet Profil Analizi (LPA)”
kullanilarak 6 kisiden olusan (20-50 yas araliginda 2 erkek, 4 kadin) egitimli panelist grubu
tarafindan 10 puanlik skala kullanarak degerlendirilmistir.

2. Defne esansiyel yagi ile elde edilmis nano/mikroemdilsiyonlar taze sikilmig portakal
sularina eklenerek 1 aylik depolama boyunca haftalik periyotlarda 6rnek gruplar1 ve kontrol
grubunun karakteristik duyusal 6zellikleri “Lezzet Profil Analizi (LPA)” kullanilarak 6
kisiden olusan (20-50 yas araliginda 2 erkek, 4 kadin) egitimli panelist grubu tarafindan 10
puanlik skala kullanarak degerlendirilmistir. Duyusal degerlendirme formu Ek 7°de, duyusal
degerlendirme paneline ait goriintiiler ise Ek 8’de verilmistir. Duyusal degerlendirmesde
belirlenen tanimlayict duyusal terimlerin standartlar1 ve 10 puanlik skaladaki karsiliklar:

Tablo 1°de verilmistir (Meilgaard ve ark., 1999).
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Tablo 1
Tanimlayici duyusal terimlerin standartlar1 ve skala karsiliklari

Terim Ozellik Skalada karsilig
Tath Sakkaroz ¢ozeltisi (%2,00) 2,00
Eksi Sitrik asit ¢ozeltisi (%0,08) 5,00
Act Kafein ¢ozeltisi (%0,05) 2,00
Bite (Isiric1) CO: iceren icecekler 10,00
Ciceksi Gul 10,00
Regine Cam 10,00
Sitrus Portakal, limon 10,00
Mentol Viks 10,00
Burukluk Alum solusyonu (%0,50) 4,50
Olgun Meyve Olgunlasmuis sitrus meyveler 10,00
Alkol/Maya Etil alkol (saf) 10,00
Aftertaste* Parfum, deterjan 10,00

*Kalict agiz hissi

Tuketici testinde; iriinlerin tiiketiciler tarafindan begenisini ortaya koyabilmek
amactyla yaklasik 20-55 yas araligindaki 69 kisiye (Kadm: 38, erkek: 31) tiiketici testi
uygulanmistir (Meilgaard ve ark., 1999). 9 Puanli hedonik skala kullanilarak (1: hig
begenmedim, 9: ¢ok fazla begendim) yapilan iiriin degerlendirmelerinde portakal sularinin
tilketiciler tarafindan begeni diizeylerini (goriiniig, kivam ve tat-koku) belirtmeleri ve begeni
durumlarina gore siralamalart istenmistir (1: ¢ok begendim, 3: begenmedim). Kullanilan
tiketici testi formu Ek 9’da, tiiketici testi uygulamasina ait goriintiiler ise Ek 10’da yer

almaktadir.

3.2.6. Istatistiksel Analizler

Caligmada esansiyel yag ve emiilsiyonlarin ugucu bilesenleri ile emiilsiyon ilave
edilmis portakal sularinin tiiketici testinin degerlendirmesinde faktoriyel diizende varyans
analizi tekniginden, emiilsiyon ilave edilmis portakal sularmin duyusal, fiziksel, antioksidan
ve toplam fenol 6zelliklerinin degerlendirilmesinde tekrarlanan l¢timlii deneme diizeninde
varyans analizi tekniginden yararlanilmistir. Varyans analizinin sartlarini yerine getirmeyen
veriler (varyanslarin homojenligi ve normal dagilim) i¢in WELCH testi kullanilmustir.
Verilerin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklarin ortaya konmasi amaciyla
TUKEY c¢oklu karsilastirma (TUKEY-HDS) testi kullanilmistir. Tiiketicilere ait siralama
testi sonuglarinin degerlendirilmesinde ise nonparametrik test teknigi (Friedman Testi)
kullanilmistir (Sheskin, 2004). Istatistiksel analizler icin SPSS for Windows (version 25.0)
(SPSS, 2017), Statistica 12.5 (2014) ve Minitab 18 (Minitab, 2017) istatistik paket
programlart kullanilmistir. Nano/mikroemdilsiyonlarin miktar ve islem siirelerinin optimize
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edilmesi amaciyla Design Expert istatistiksel paket programinda (version 7.0.0, Stat-Ease
Inc., Minneapolis, MN) yanit yiizey yontemlerinden biri olan merkezi tlimlesik tasarim

(CCD) kurgulanmustir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Kuru defne yapraklarindan Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi ile defne esansiyel
yagi iretilmis ve bu yaglar kullanilarak iki farkli stabilizor ile nano/mikroemdilsiyonlar
hazirlanmistir. Nano/mikroemulsiyonlar +4°C ve +25°C’°de iki ay depolanarak haftalik
periyotlarda DLS Ol¢timleri gergeklestirilerek nano/mikroemulsiyon yapilarinin stabilitesi
kontrol edilmistir. Emiilsiyonlarda ve bu emiilsiyonlarin portakal suyu ortamindaki
antioksidan aktiviteleri, antimikrobiyal aktiviteleri, toplam fenol miktarlar1 ve aroma
profilleri incelenmistir. Emiilsiyonlarin portakal suyu ortamindaki tanimlayici duyusal
analizleri ve tiiketici testleri gerceklestirilmistir. Elde edilen analiz verileri degerlendirilerek

yapilan benzer ¢alismalarla kiyaslanmis ve sonuglar yorumlanmistir.

4.1. Kuru Defne Yapraklarina Uygulanan Analiz Sonuclar

4.1.1. Nem ve Kul Analiz Sonuclar:

Ogiitiilmiis (6000 rpm’de 30 saniye) kuru defne yapraklarmin nem yiizdeleri Toluen
Yontemi (Anonim, 1987) ile belirlenmistir. Ayrica bu sonuglar1 desteklemek amaciyla
Infrared Isiticili Nem Tayin Cihazi ve etiivde kurutma yontemi (Cemeroglu, 2007) ile de
nem ylzdeleri gravimetrik olarak belirlenmistir. Kuru defne yapraklarinin ii¢ yonteme gore

nem yuzdeleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2
Kuru defne yapraginin ii¢ farkli yonteme gore nem igerigi
Yontem
Toluen Infrared Etlv
7,50 7,99 7,48
Nem (%) 8,00 8,04 4,47
6,97 7,00 8,20
Ortalama 7,49 + 0,307 7,68 + 0,342 7,72 £ 0,242

& Ayni satirda farkli haflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemlidir (P<0,05).
Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.

Kuru defne yapragimin nem yUzdesini belirlemede uygulanan ¢ farkli yonteme gore
sonuglar arasinda istatistiksel olarak farklilik gézlemlenmemistir. Ogiitiilmiis kuru defne
yapraklarinda kiil tayini gravimetrik olarak belirlenmistir (Cemeroglu, 2007). Yapilan analiz
sonucunda kuru defne yaprag kiil yilizdesi 4,34 + 0,08 olarak belirlenmistir. Kuru defne

yapraklarinin, Tirk Gida Kodeksi Baharat Tebligi’ne (Anonim, 2013) gore nem igerigi en
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cok %8, toplam kiil miktart en ¢ok %7 (w/w) olarak belirtilmistir. Kuru defne yapraklarinin,
nem igerigi ve kiil miktarinin Tiirk Gida Kodeksi Baharat Tebligi’ne (Anonim, 2013) uygun

oldugu saptanmistir.

4.2. Esansiyel Yag Uretimi

Esansiyel yag tiretiminde Laurus nobilis tir defnenin kuru yapraklari kullanilmig ve
tiretim Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi ile gergeklestirilmistir. Uygulanan yontemde
herhangi bir solvent kullanilmamis ve bu sekilde gida kullanimima uygun (food grade)
esansiyel yaglar elde edilmistir. Ayrica Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi ekstraksiyonu
geleneksel yontemlere gore sire, verim ve nitelikli esansiyel yag {iretimi agisindan avantaj
saglamaktadir (Chemat ve ark., 2006; Bayramoglu ve ark., 2008; Golmakani ve Rezaei,
2008; Kilig, 2008; Bousbia ve ark., 2009; Wang ve ark., 2010; Farhat ve ark., 2011;
Sormaghi ve ark., 2015). Su distilasyonu islemi genel olarak 2-8 saat araliginda siirmektedir
(Kilig, 2008).

Yuksek verimde esansiyel yag {iretimi gergeklestirmek amaciyla kuru defne
yapraklarma belirli 6n islemler (6glitme, ekstraksiyonu kolaylastirmak amaciyla suda
bekletme) uygulanmistir. Ayrica ornek miktari, cihaz parametreleri (ekstraksiyon giicii,
stire) gibi optimizasyonlar da gerceklestirilmistir. Yapilan 6n islemler ve optimizasyonlar

Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3
Esansiyel yag iiretiminde uygulanan 6n islemler ve cihaz parametreleri

Deneme Materyal Cihaz

No Miktar1 (g) On Islem Parametreleri Sonug
- 3000 rpm/10 saniye 1,9mL

1 100 - 1000 mL su ilavesi égod%\k/:/ka esansiyel yag
- 1 saat suda bekletme (verim %1,9)
- 6000 rpm/30 saniye 750 W 2,1 mL

2 100 - 1000 mL su ilavesi 120 dakika esansiyel yag
- 1 saat suda bekletme (verim %2,1)
- 6000 rpm/30 saniye 750 W 6 mL

3 250 - 2500 mL su ilavesi 120 dakika esansiyel yag
- 1 saat suda bekletme (verim %2,4)
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Uygulanan 6n islemler ve cihaz parametrelerinin optimizasyonu sonucunda en yiksek
verimin 3 numarali deneme modelinde oldugu belirlenmistir. Calisma boyunca {iretilen
esansiyel yaglarda 3 numarali deneme modelinde verilen 6n islemler ve cihaz parametreleri
kullanilmistir. Esansiyel yag tiretiminde istenilen verime ulasilmasi yaklasik bir buguk saatte
gerceklesmektedir. Toplam siirenin 120 dakika olmasinin nedeni; cihazin istenilen giice
ulagma siiresinin ve kapali sistemde islem gerceklestirilmesi nedeniyle kapak agma stiresinin
(guvenli sicaklik araligina ulagma siiresi) tamamini kapsamasidir.

Kili¢ (2008) mikrodalga ekstraksiyonunun su distilasyonuna gore ¢ok daha kisa siirede
gerceklestigini (su distilasyonu: 180 dakika, mikrodalga ekstraksiyonu: 45 dakika), klasik
distilasyon ve ekstraksiyon yontemleri ile daha fazla esansiyel yag elde edilmesine karsilik
nitelik olarak c¢ok iyi sonu¢ alinamadigini (yiiksek sicaklik kaynakli gergeklesen termal
reaksiyonlarin olusmasi ve bitkinin dogal kimyasal yapisindan uzaklasmasi), mikrodalga
ekstraksiyonu ile nitelik olarak daha tatmin edici sonuglar elde edildigini belirtmistir. Ayrica
modern yontemlerin (mikrodalga ekstraksiyonu gibi) daha kisa siirede sonu¢ vermesi, daha
az ¢oziicii kullanimiyla ¢evre sagligina katki saglamasi ve nitelikli sonuglar alinmasi gibi
olanaklar sagladigini belirtmistir.

Ozcan ve Chalchat (2005) Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yetistirilen defne bitkisi
(Laurus nobilis L.) iizerine yaptiklar1 ¢alismada su distilasyonu ile elde ettikleri esansiyel
yaglarin verimlerini %2,0 (Hatay), %1,8 (Blyikeceli-Giilnar/Mersin), %2,6 (Bursa),
%1,4 (Sinop), %2,0 (Alanya/Antalya), %1,7 (Mugla) ve %1,5 (Anamur/Mersin) olarak
belirtmislerdir. Bu degerlerin Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi ile elde edilen verim
ile (%2,4) yakin oldugu bulunmustur.

Laurus nobilis L. cinsi kuru defne yapraklarinda yapilan bagka bir ¢aligmada ise
Derwich ve ark. (2009) su distilasyonu ile elde edilen esansiyel yag veriminin %1,86 oldugu
saptamustir. Karik ve ark. (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada su distilasyonu (distilasyon
siresi: 4 saat) ile farkli bolgelerdeki defne bitkisinin esansiyel yag verimlerini
incelemislerdir. 2013 yilinin kasim ay1 igerisinde topladiklar1 defne yapraklarinda, Hatay
ilinde Samandag, Yayladagi ve Antakya bolgelerindeki defne esansiyel yagi verimlerini
strastyla %1,5, %1,6 ve %1,5 olarak belirlemislerdir. Su distilasyonu ile 240 dakikalik bir
islemle Samandag bolgesinden temin edilen defne bitkisinin esansiyel yag verimi %1,5 iken
Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi ile daha kisa stirede (120 dakika) ve daha ylksek
verimde (%2,4) esansiyel yag elde edilmistir. Esaniyel yag verimine, bitki materyalinin
temin edildigi bolge, bitki materyaline uygulanan 6n islemler, esansiyel yag tretiminde

kullanilan yontemler vb. gibi parametrelerin etki edebilecegi diisiiniilmektedir.
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4.3. Defne Esansiyel Yag ile Nano/Mikroemulsiyon Hazirlanmasi ve
Optimizasyon Sonuclari
Nano/mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 6n denemelerinde, stabilizor olarak Tween80

kullanilarak hazirlanan emulsiyonlara ait DLS 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4
Tween80 ile hazirlanan emiilsiyonlarin pargacik boyutlar
Ultrasonik banyo siresi (dk) Pargacik boyutu (nm)
0 370+ 30
30 292 +£12
45 132 +7
60 66 + 2

Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.

Stabilizor olarak Tween80 kullanildiginda, 60 dakikalik ultrasonik banyo islemi
sonucunda diisiik parcacik boyutuna sahip emiilsiyon elde edilmistir. Ancak c¢alismada,
hazirlanan emiilsiyonlarda gida uygulamasi gerceklestirildiginden, emiilsiyonlarin gidalarda
kullanima uygun (food grade) olmasi amaglanmigtir. Mevcut Tween80 stabilizorinin gida
tipi olmamasindan kaynakli emiilsiyon formiilasyonlarinda tercih edilmemistir.

Defne esansiyel yagi ile nano/mikroemdlsiyon hazirlanirken polisakkarit ve protein
yapida 8 farkli stabilizor kullanilmistir. Oncelikle, belirlenen sekiz stabilizor kullanilarak
defne esansiyel yagi ile emiilsiyonlar hazirlanmistir. Emiilsiyonlar hazirlanirken, 6n
denemeler sonucunda belirlendigi sekilde, 100 mL saf su icerisine 0,21 g stabilizér ve
1,50 mL esansiyel yag eklenerek diizensiz emiilsiyonlar olusturulmustur. Emiilsiyonu kararli
hale getirmek i¢in 5 dakika ultrahomojenizatér (18000 rpm) ve 5 dakika ultrasonik banyo
(frekans: 50 Hz) islemleri uygulanmustir.

Hazirlanan emiilsiyonlarin pargacik boyutlarini belirlemek amaciyla DLS 6lglimleri
gergeklestirilmistir. DLS 6l¢iim sonuglarina gore pargacik boyutu diisiik olan iki stabilizor
secilerek arastirmada kullanilan nano/mikroemilsiyonlar bu stabilizérlerle hazirlanmistir.

Sekiz farkli stabilizor ile hazirlanan emiilsiyonlarin DLS sonuglari Tablo 5°te verilmistir.
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Tablo 5
Farkli stabilizorlerle hazirlanmis emiilsiyonlarin pargacik boyutlari

Stabilizor Pargacik boyutu (nm)
Amilopektin 310 +£ 110

Pektin 1487 £ 574
Karboksimetil seliiloz 1804 + 650

Agar 917 + 320

Ksantan gam 14095 + 10393

Arap zamki 378+ 76

Jelatin 279 + 37
Karragenan 7762 + 2359

Veriler “ortalama =+ standart hata” olarak verilmistir.

Elde edilen verilere gore en iyi sonucu veren stabilizorler “amilopektin, arap zamki ve
jelatin” olmustur. Calismanin devaminda portakal suyu denemesi yapildigindan hayvansal
kaynakli jelatinin, tiiketiciler tarafindan tercih edilmeyebilecegi diisiiniilerek emiilsiyon
hazirlamada amilopektin ve arap zamkinin kullanilmas1 uygun bulunmustur.

Defne esansiyel yagi ile hazirlanan nano/mikroemilsiyonlarin stabilitesini saglamak
amaciyla kullanilacak esansiyel yag ve stabilizor miktarlari, Design Expert Istatistiksel paket
programi (Version 7.0.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN) kullanilarak yanit yiizey

yontemine dayali deneme deseni ile belirlenmistir. Deneme deseni Sekil 8’de verilmistir.

E C:\Program Files (x86)\DX7Trial\Defne Optimizasyon.dx7 - Design-Expert 7.0.0
File Edit View Display Options Design Tools Help
D|=|@| |5 &8]2[¢
|1 Notes for Defne Optimizas Factor 1 Factor 2 Response 1
E] Design (Actual) Std Run Block A:Stabilizer B:E.O. [;_15
5] Summary Z
; L_,' Graph Columns J] 1 Block 1 0.30 1.50 436
i ] Evaluation = 12 2 Block 1 0.18 1.00 796
.. H] :natysis | s 3 Block 1 0.18 171 951
i 1 R1 (Analyzed) | 4 Block 1 0.18 0.29 1507
_L_E Optimization J] 13 5 Block 1 0.18 1.00 951
1] Numerical = 9| Block 1 0.18 1.00 897
23 Graphical . ) 7 Block 1 0.18 1.00 832
AL B W 2| s Block 1 0.30 0.50 1150
J] 10 9 Block 1 0.18 1.00 1038
= 1 10 Block 1 0.06 0.50 1374
) 6 1" Block 1 0.35 1.00 1220
| ) S 12 Block 1 0.01 1.00 1006
1| 3 13 Block 1 0.06 1.50 1660

Sekil 8. Defne esansiyel yagi ve amilopektin i¢in miktar optimizasyonu deneme deseni
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Faktor 1 stabilizor miktarini, faktor 2 ise esansiyel yag miktarin1 gostermektedir
(Sekil 8). Defne esansiyel yagi ve amilopektin ile hazirlanan nano/mikroemiilsiyon deneme
deseni sonucunda belirlenen en diisiik DLS degerlerine (436 nm) gore; 100 mL saf su
igerisinde 0,30 g stabilizér ve 1,50 mL esansiyel yag kullanilmasina karar verilmistir
(Sekil 8).

Defne esansiyel yagi kullanilarak nano/mikroemiilsiyonlar1 hazirlanmada uygulanan
ultrahomojenizasyon ve ultrasonik banyo uygulamalarimin siirelerini optimize etmek
amaciyla yine Design Expert Istatistiksel paket programi ile yanit yiizey ydntemi
kullanilarak bir deneme deseni olusturulmustur. Deneme deseni Tablo 6’da verilmistir.
Tablo 6’da yer alan merkezi tlimlesik deneme deseni modeline gore ultrahomojenizasyon ve
ultrasonik banyo surelerinin, pargacik boyutlarini istatistiksel olarak etkilemedigi goriilmiis
Ve yanit yiizey yontemine gore istatistiksel olarak silirenin 6nemsiz oldugu saptanmistir.
Emiilsiyon hazirlanirken 5 dakika ultrahomojenizasyon ve 5 dakika ultrasonik banyo

islemlerinin gergeklestirilmesine karar verilmistir.

Tablo 6
Ultrahomojenizasyon ve ultrasonik banyo siire kombinasyonlari
Ornek  Ultrahomojenizator (dk)  Ultrasonik banyo (dk)  Parcacik boyutu (nm)*

DAPO1 15,00 0,86 226 £ 61
DAPOQ2 15,00 15,00 186 + 30
DAPO3 15,00 15,00 175+ 37
DAPO4 5,00 5,00 280 + 75
DAPO5 25,00 25,00 271 + 46
DAPOQ6 15,00 15,00 242 + 81
DAPO7 15,00 15,00 411 + 146
DAPO8 5,00 25,00 170 + 46
DAP09 15,00 29,14 253+ 90
DAP10 25,00 5,00 311+134
DAP11 15,00 15,00 208 + 60
DAP12 0,86 15,00 204 + 34
DAP13 29,14 15,00 319+ 77

DAP: Defne esansiyel yagi ve amilopektin stabilizorii ile hazirlanan emdalsiyonlar.
Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.

Miktar ve slre i¢in uygulanan deneme desenleri amilopektin stabilizéri icin
uygulanmis ve arap zamki stabilizorii i¢in de uygunlugu DLS o6lgiimleri (Tablo 7) ile

dogrulanarak ayni parametrelerin kullanilmasina karar verilmistir.
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Tablo 7
Arap zamki emiilsiyonu parcacik boyutu

Ornek Pargacik boyutu (nm)
DAZ 436 £ 32
DAZ 618 + 19

DAZ: Defne esansiyel yagi ve arap zamki stabilizorii ile hazirlanan emdalsiyonlar.
Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.

flyasoglu ve El (2010) emiilsiyonlarin nanoemiilsiyon 6zelligi gdsterebilmeleri icin
icerdikleri damlacik boyutlarinin 20-200 nm olmas1 gerektigini belirtmislerdir. Mason ve
ark. (2006) ise mikroemulsiyonlarin, goriiniir 15181n giiclii bir sekilde ¢oklu sagilimina neden
olduklarindan beyaz goriiniime sahip olduklarini, nanoemiilsiyonlarin ise yapilarinin
goriinlir dalga boyundan daha kiigiik olmasi nedeniyle transparan goriiniime sahip
olduklarini belirtmislerdir. Optimizasyon sonuglarina gore formiile edilen amilopektin ve

arap zamki ile hazirlanmis emiilsiyonlarin goriintiisii Sekil 9°da verilmistir.

"‘M“"’" L L0

Sekil 9. Amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan mikroemdlsiyonlar
A: Amilopektin ile hazirlanmig emdilsiyon, B: Arap zamki ile hazirlanmig emulsiyon.
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Ozogul ve ark. (2017) biberiye, defne, adagayr ve kekik yaglar {izerine yapmis
olduklar1 ¢alismada bitki materyallerinden elde ettikleri esansiyel yaglarla nanoemtilsiyon
formiilasyonu hazirlamislardir. %4 esansiyel yag, %3 etil alkol ve %3 slrfaktan (Tween80)
karisimini (emiilsiyon hacmi 1000 mL) bir saat 86°C’de bekletmislerdir (bu asamada etil
alkollin %99’unun buharlastigini varsaymislardir). Bir saatin sonunda karisgimi, 15 dakika
stireyle ultrasonik homojenlestirici (Giig: S00W, Frekans: 20 KHz) ile homojenlestirme
islemi gergeklestirmislerdir. Lazer kirmmima dayali Mastersizer 2000 ile damlaciklarin
ortalama boyutlarin1 Olgmisler ve defne yagi emiilsiyonunun 66,02 nm oldugunu
belirtmislerdir. Tween80 stabilizorliigiinde 60 dakikalik ultrasonik banyo islemi sonucunda
elde edilen emiilsiyonun partikiil boyutu (66 nm) ile kiyaslandiginda ayn1 degerin elde
edildigi goriilmektedir. Ancak amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonlarin
partikiil boyutlarinin daha biiyilik oldugu goriilmektedir.

Nano/mikroemiilsiyonlarin  hazirlanmasinda gergeklestirilen ©6n denemelerde,
amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonlara ait DLS sonuglari incelendiginde,
emiilsiyonlarin ortalama parcacik boyutunun 200 nm’den biiyiik oldugu goriilmektedir
(Tablo 5). Bu nedenle ¢alismada hazirlanan emiilsiyonlarin “mikroemiilsiyon” 6zelligi

tasidigi goriilmektedir.

4.4. Defne Esansiyel Yagina ve Emulsiyonlara Uygulanan Analiz Sonuclari

Hazirlanan mikroemilsiyonlarin kararliligi iizerine sicakligin ve siirenin etkisini
incelenmek amaciyla emiilsiyonlar +4°C ve +25°C’de 2 ay boyunca depolanmis ve haftalik
periyotlarda damlacik boyutlarinin belirlenmesi igin DLS 6l¢timleri, optik 6zelliklerinin
belirlenmesi icin spektrofotometre ile bulaniklik tayini, viskozite degisimlerini incelemek
icin viskozite 0l¢limleri ve renk/beyazlik indeksleri degisimlerini incelemek i¢in kolorimetre

Olctimleri gergeklestirilmistir.
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4.4.1. Parcacik Boyutu Ol¢iim Sonuclari
Amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonlarin iki aylik depolama boyunca,

haftalik periyotlarda belirlenen DLS 6l¢iim sonuglar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8
Amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlar1 parcacik boyutlari
Amilopektin Arap Zamki
Sicaklik Hafta Pargacik boyutu (hm)  Pargacik boyutu (hm)
1 347 £ 42 567 + 99
2 1506 + 235 1550 * 269
3 1626 + 196 1413 + 264
+49C 4 1929 + 334 1679 + 263
5 1850 + 272 1650 + 250
6 1501 + 141 1311 +123
7 1427 £ 176 87777
8 1045 + 219 809 + 72
1 328 £41 421 £ 61
2 1493 + 183 567 + 58
3 669 + 79 871 + 143
o 4 743 + 137 666 + 94
¥ 5 849 + 107 612 + 59
6 955 + 282 526 + 85
7 774 + 153 624 + 85
8 717 + 106 647 + 98

Veriler “ortalama =+ standart” hata olarak verilmistir.

Emiilsiyonlar elde edilirken kullanilan stabilizorler, damlaciklar1 kaplayarak
damlaciklar arasinda bir su filmi olusturur ve ayn1 yiike sahip olan parcaciklar birbirini iterek
damlaciklarmn birlesmesini 6nlemektedir (Ilyasoglu ve El, 2010). Emdlsiyonlarda yapilan
DLS analiz sonuglarina gore (Tablo 8) +25°C’de depolanan emiilsiyonlarin +4°C’de
depolanan emiilsiyonlara gore daha kiigiik pargacik boyutuna sahip oldugu goriilmiistiir.
+25°C’de depolanan arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonun ise +4°C’de depolanan arap
zamki1 ve +25°C ve +4°C’de depolanan amilopektin 6rneklerine gore daha iyi sonug verdigi,
haftalik 6l¢lim sonuglarina gore verilerinin birbiri ile daha uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Emiilsiyonun ortalama pargacik boyutu baslangigta 421 nm iken, iki aylik depolama sonunda
647 nm oldugu tespit edilmistir. +4°C’de depolanan emiilsiyonlarin stabilitelerinin
bozulmasinin nedeninin, stabilizorlerin disiik sicaklikta ¢ozliniirliiklerini kaybetmelerinden
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ozogul ve ark. (2017) defne esansiyel yag ile elde
ettikleri nanoemiilsiyonlarin stabilitelerinin iki hafta oldugunu, emiilsiyonlart +25°C’de

depolayarak ve faz ayrimi olup olmadigini kontrol ederek belirlemislerdir.
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4.4.2. Bulaniklik ve Viskozite Ol¢iim Sonuclar
Amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonlarin iki aylik depolama boyunca,

haftalik periyotlarda belirlenen bulaniklik ve viskozite sonuglar1 Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9
Amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlar1 bulaniklik ve viskozite 6l¢iim sonuglari
Amilopektin Arap Zamki
Sicaklik  Hafta  Bulaniklik Viskozite Bulaniklik Viskozite
(Abs) (cP) (Abs) (cP)

1 2,68 +£0,01 1,32 + 0,00 2,68 +0,01 1,38 + 0,01
2 2,39 +0,05 1,38 £ 0,00 2,39 £ 0,05 1,36 £0,01
3 2,02 £ 0,03 1,36 + 0,00 2,02 £ 0,03 1,35+ 0,00

+49C 4 1,67 £ 0,02 1,34 +0,01 1,67 +£0,02 1,34 +£0,00
5 1,80 + 0,11 1,35+ 0,02 1,80+ 0,11 1,34 + 0,00
6 0,83+0,12 1,26 £ 0,01 1,50 £ 0,09 1,28 £ 0,00
7 1,37 +0,12 1,33+0,01 1,37 + 0,04 1,30 + 0,00
8 1,07 £ 0,15 1,34 +0,01 1,31+0,04 1,30 £ 0,00
1 2,65+ 0,01 1,36 + 0,02 2,65+0,01 1,34 + 0,00
2 2,46 + 0,03 1,34 £ 0,00 2,46 + 0,03 1,35+0,01
3 2,32 £ 0,02 1,34 + 0,00 2,32+ 0,02 1,33+0,01

4950 4 2,19+ 0,02 1,35+0,01 2,19+ 0,02 1,31+0,00
5 2,16 £ 0,02 1,38 +0,01 2,16 £ 0,02 1,33+0,01
6 1,36 £ 0,01 1,27 £ 0,00 2,23 0,07 1,35+0,02
7 2,35+ 0,01 1,46 + 0,01 2,35+0,01 1,38 + 0,04
8 2,24 +0,00 1,34 £ 0,02 2,34 +0,00 1,31+0,00

Veriler “ortalama =+ standart” hata olarak verilmistir. Abs: Absorbans, cP: centiPoise.

Tablo

9’da yer

alan veriler

degerlendirildiginde,

depolama Orneklerinin

viskozitelerinde siireye bagl olarak biiyiik bir degisikenlik goriillmemistir.

Emilsiyonlarda, iki aylik depolama siireci boyunca bulaniklik degerlerinin, haftalik
periyotlarda yapilan 6l¢iimlere gore (Tablo 9) azaldigi saptanmustir. Her iki stabilizor
(amilopektin ve arap zamki) ve her iki sicaklik degeri (+4°C ve +25°C) i¢in de bulaniklik
degerlerinde azalma goriilmektedir. Ancak +4°C’de depolanan Orneklerde +25°C’de
depolanan 6rneklere oranla berraklasmanin daha belirgin oldugu goriilmektedir. Mason ve
ark. (2006) mikroemiilsiyonlarin beyaz goriiniime sahip olduklarini belirtmislerdir. Tablo
8’de verilen DLS ol¢iim sonuglar1 degerlendirildiginde +4°C’de depolanan emiilsiyon
orneklerinin stabilitelerini ve emiilsiyon formlarin1 kaybettigi goriilmektedir. +4°C’de
depolanan emiilsiyon orneklerinin bulaniklik degerlerinde azalma olmasinin nedeni,

emiilsiyon formunun kaybolmasi ile agiklanabilir.
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De Campo ve ark. (2017) keten tohumu ile hazirlanan emdlsiyon 6rneklerinde 28 giln
depolama yaparak ¢esitli analizler gerceklestirmislerdir. Yapilan bu calismada organik
fazdaki yiiksek miktarda yagin, ¢ozeltide yiiksek partikiil biiyiikliigiine ve viskozite artisina
yol acacagi ifade edilmistir.

Yuliani (2018) yapmis oldugu c¢aligmada, tar¢in yagi kullanarak Tween80 ile
nanoemiilsiyon olusturmus ve 20, 30, 40°C sicakliklarda 8 hafta siireyle depolama
gercgeklestirmistir. Farkli oranda (%5 ve %10) tar¢in yag ilavesi yapilan orneklerde, yag
oraninin fazla olmasi1 nedeniyle emilsiyon stabilitesinin olumsuz etkilendigi ve viskozite
degerlerinin haftalara bagli olarak degisim gosterdigi belirtilmistir. Bu durumun emilsiyon
icerisindeki yag damlaciklarinin topaklanma mekanizmasindan kaynaklanabilecegi ifade

edilmistir.

4.4.3. Renk Olciim Sonuclar:

Amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonlarin iki aylik depolama siireci
boyunca haftalik periyotlarda renk dlgtimleri gergeklestirilmis ve 6rneklere iliskin L, a*, b*
degerleri belirlenmistir. iki aylik depolama boyunca, haftalik periyotlarda belirlenen renk

Ol¢tim sonuglar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10
Amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlar1 renk 6l¢iim sonuglari
Amilopektin Arap Zamki
Sicaklik Hafta 3 e > 3 7 >

31,02+1,09 -0,15+0,03 -0,78+0,11 29,79+0,41 -0,02+0,01 -0,38+0,13
30,070,38  -0,07#003  -0,67¢0,07 3053029  -0,09+0,00  -0,24+0,04
21,65+1,37 -0,13+0,07 0,08+0,08 34,06+0,50 -0,42+0,04 -0,68+0,12
2589+0,18  -0,08t001  -0,35:0,02  3321#0,36  -0,36£0,05  -0,85:0,03
Veriler “ortalama =+ standart hata” olarak verilmistir. L: Parlaklik, (0: siyah, 100: beyaz),
a*: Kirmizi-Yesil eksen degeri (a*: kirmizilik, -a*: yesillik), b*: Sari-Mavi eksen degeri
(b*: sarilik, -b*: mavilik)

1 46,63+0,49 -0,42+0,02 -1,67+0,11 43,34+1,10 -0,47+0,04 -1,88+0,07

2 28,18+0,55 -0,20+0,02 -0,69+0,03 34,26+0,13 -0,33+0,10 -1,49+0,22

3 25,69+0,48 -0,15+0,02 -0,63+ 0,06 30,24+0,06 -0,18+0,05 -0,70+0,11
+40C 4 24,56+0,39 -0,13+0,02 -0,50+0,01 27,37+0,18 -0,06+0,02 -0,38+0,15

5 27,42+0,81 -0,26+0,03 -0,83+0,04 27,57+0,99 -0,02+0,04 -0,31+0,12

6 26,51+0,44 -0,04+0,00 -0,59+0,04 28,14+0,13 -0,05+0,01 -0,55+0,06

7 26,34+0,50 -0,16+0,01 -0,50+0,01 25,08+0,27 -0,17+0,02 -0,18+0,02

8 22,99+0,34 -0,20+0,02 -0,26+0,07 24,10+0,53 -0,18+0,02 -0,24+0,03

1 49,79+0,94 -0,49+0,01 -2,10+0,04 41,94+0,61 -0,48+0,02 -1,46%0,07

2 29,39+0,29 -0,21+0,01 -0,89+0,06 35,35+0,61 -0,43+0,04 -1,25+0,06

3 28,15+0,30 -0,18+0,01 -0,66+0,08 33,55+0,43 -0,27+0,05 -0,84+0,07

4 27,11+0,00 -0,13+0,01 -0,69+0,01 31,13+0,20 -0,13+0,04 -0,64+0,14
+25°C

5

6

7

8
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Mikroemiilsiyonlar beyaz goriiniime sahiptirler ve emiilsiyonlarin optik 0zellikleri,
icerdikleri esansiyel yag oranina gore degiskenlik gostermektedir (Mason ve ark., 2006;
Artiga-Artigas ve ark., 2017). Tablo 8 incelendiginde, amilopektin ve arap zamki
emiilsiyonlariin depolamaya bagli olarak pargacik boyutlarinin degiskenlik gosterdigi,
buna bagli olarak kararliliklarin1 depolama siiresi boyunca koruyamadiklar1 goriilmektedir.
Emiilsiyonlarin icerdikleri yag damlaciklar1 bir araya gelerek emiilsiyon formunun
bozuldugu ve buna bagli olarak emiilsiyonlarin beyaz goriintimlerini kaybettigi Tablo 10’da
L degerleri incelendiginde gortlmektedir. Amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan
emulsiyonlarda L degeri sonuglarinda baslangica gore depolama sonunda azalma oldugu
saptanmistir. Amilopektin emilsiyonunda +4°C’de baslangi¢ degeri 46,63 iken, depolama
sonunda 22,99 olarak; +25°C’de baslangigta 49,79 iken, depolama sonunda 25,89 olarak
tespit edilmistir. Arap zamki emiilsiyonunda ise +4°C’de baslangi¢ degeri 43,34 iken,
depolama sonunda 24,10 olarak, +25°C’de baslangigta 41,94 iken depolama sonunda 33,21
olarak tespit edilmistir.

Mason ve ark. (2006) nanoemiilsiyonlarin fiziksel 6zelliklerini arastirdiklari
calismada, nanoemiilsiyonlarin transparan bir goriinlime, mikroemiilsiyonlarin ise beyaz
goriiniime sahip olduklarint belirtmislerdir. Emiilsiyonlardaki optik o6zelligi “Rayleigh
Sacilmast” ile karsilagtirarak, mikroemiilsiyonlarda pargacik boyutunun biiyiik olmasi
nedeniyle, uzun dalga boyundaki sar1 ve Ozellikle kirmizi 1siktan daha daginik sac¢ilim
gosteren kisa dalga boyuna sahip mavi 1518in daha belirgin oldugunu belirtmislerdir.
Tablo 10’da verilen a* ve b* degerlerinin negatif (yesillik ve mavilige yakin degerler)
olmasinin nedeni, amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonlarin DLS 6l¢iimlerine
gore (Tablo 8) pargacik boyutlarinin mikro boyutlarda olmasi ve kolorimetre dlgiimlerinde
daginik 151k sagilimi gostermesiyle agiklanabilir. Depolama ile a* ve b* degerlerinde sarilik
ve kirmiziliga yonelme nedeni ise depolama siiresince emiilsiyon stabilitesinin kaybolmasi
ile emiilsiyon ortaminin (su fazi) berraklagsmasi olarak agiklanabilir. Tablo 9 incelendiginde
orneklerin bulaniklik degerlerindeki diisiisiin de a* ve b* degerlerinindeki degisimi destekler

nitelikte oldugu diistintilmektedir.
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4.4.4. Toplam Fenolik Madde Miktarlari
Defne esansiyel yagi ve defne esansiyel yagi ile hazirlanan mikroemdlsiyonlara ait

toplam fenolik madde icerikleri Tablo 11’°de verilmistir.

Tablo 11

Defne esansiyel yagi ve emiilsiyonlarin toplam fenolik madde miktarlar
Ornek mg gallik asit/L
DEY 2438,90 + 299,10*
DAP 170,60 * 25,608
DAZ 243,10 + 37,00°
Amilopektin kontrol* 16,63 + 0,36°
Arap zamki kontrol* 4,96 + 0,36¢

AC Ayni siitunda farkli bilyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar onemlidir
(P<0,05). DEY: Defne esansiyel yagi, DAP: Defne esansiyel yagi ve amilopektin stabilizori
ile hazirlanmig emulsiyon, DAZ: Defne esansiyel yagi ve arap zamki stabilizorii ile
hazirlanmis emulsiyon, *Kontrol érnekleri: Esansiyel yag eklenmeden sadece stabilizor ile
hazirlanan ¢6zeltiler. Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.

Tablo 11°de verilen degerler incelendiginde en yiiksek toplam fenolik madde icerigine,
emiilsiyon uygulamasi yapilmamis defne esansiyel yagmin sahip oldugu goriilmektedir.
Stabilizorlerin, toplam fenolik madde miktar1 Gizerine etkisini gorebilmek amaciyla esansiyel
yag eklenmemis, sadece stabilizor ile olusturulan ¢ozeltilerde de analiz gergeklestirilmistir.
Istatistiksel olarak énemli fark olmamakla birlikte esansiyel yag eklenmemis amilopektin
cozeltisinin toplam fenolik madde miktarinin, esansiyel yag eklenmemis arap zamki
cOzeltisine gore daha yiksek oldugu goriilmiistiir. Esansiyel yaglarla hazirlanan
emiilsiyonlarin arap zamki emiilsiyonun, amilopektin emulsiyonuna gore daha yiiksek
toplam fenolik madde igerdigi saptanmistir. Esansiyel yaglarla hazirlanan emiilsiyonlarin
fenolik madde igerikleri arasinda istatistiksel olarak onemli fark olmadigi saptanmistir.
Emiilsiyonlarda toplam fenolik madde igeriginin defne esansiyel yagina gore diisiik
olmasinin sebebi, emiilsiyonlarda esansiyel yag iceriginin %1,50 olmasi ile agiklanabilir.

Basmacioglu Malayoglu ve ark. (2011) Folin-Ciocalteu yontemine gore defne
esansiyel yagmin toplam fenolik madde miktarin1 12,28 mg gallik asit/g 6rnek olarak
belirlemistir. Yilmaz ve ark. (2013) ise Folin-Ciocalteu yontemine gore defne esansiyel
yaginin toplam fenolik madde miktarin1 112,3 mg/g 6rnek olarak belirlemistir. Toplam
fenolik madde miktarlarindaki farkliliklarin, esansiyel yag tiretim metodu farkliligindan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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4.4.5. Antioksidan Aktivite Analiz Sonuclar:
Defne esansiyel yagi ve bu yaglarla hazirlanan mikroemdalsiyonlarin antioksidan
aktivite diizeyleri TEAC yontemine gore belirlenmistir. Troloks standart egrisinden

yararlanilarak hesaplanan sonuglar Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12
Defne esansiyel yagi ve emilsiyonlarin antioksidan aktivite sonuglari
Ornek TEAC degeri (mM troloks/mL 6rnek)
DEY 70,56 + 0,76
DAP 0,93 +0,01%
DAZ 1,19 + 0,028
Amilopektin kontrol* 0,03 +0,00°¢
Arap zamki1 kontrol* 0,07 +0,00°

A€ Aym siitunda farkli blyik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar Snemlidir
(P<0,05). DEY: Defne esansiyel yagi, DAP: Defne esansiyel yagi ve amilopektin stabilizori
ile hazirlanmig emilsiyon, DAZ: Defne esansiyel yagi ve arap zamki stabilizori ile
hazirlanmig emilsiyon. *Kontrol drnekleri: Esansiyel yag eklenmeden sadece stabilizor ile
hazirlanan ¢ozeltiler. Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.

Toplam fenolik madde analizinde oldugu gibi stabilizorlerin, antioksidan aktivite
lizerine etkisini gorebilmek amaciyla esansiyel yag eklenmemis, sadece stabilizor ile
hazirlanmis diizensiz emdiilsiyonlarda da antioksidan aktivite analizi gergeklestirilmistir.
Emudlsiyon olarak formiile edilmemis ham defne esansiyel yaginin, emdilsiyon olarak
formiile edilmis Orneklere gore ¢ok daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
saptanmigtir. Ornekler arasinda ise arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonun amilopektin ile
hazirlanan emiilsiyona gore daha ytiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir
ancak istatistiksel olarak fark bulunmamastir.

Toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivite sonuglarina gore arap zamki ile
hazirlanan emdiilsiyonun sonuglari, her iki analiz i¢in de, amilopektin ile hazirlanan
emiilsiyona gore daha yiiksek bulunmustur. Yapilan dnceki ¢aligmalarda da toplam fenolik
madde igerigi ile antioksidan aktivite arasinda yliksek korelasyon oldugu belirtilmistir
(Basmacioglu Malayoglu ve ark., 2011). Amilopektin ile hazirlanan emiilsiyonun toplam
fenolik madde igerigi 170,60 mg gallik asit/L, antioksidan aktivite sonucu
0,93 mM troloks/mL &rnek iken arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonun toplam fenolik
madde icerigi 243,10 mg gallik asit/L, antioksidan aktivite sonucu 1,19 mM troloks/mL

ornek olarak belirlenmistir.
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Tural ve Turhan (2017) kekik, biberiye ve defne esansiyel yaginin DPPH ve FRAP
yontemlerine gore antioksidan aktivitelerini inceledikleri caligmada, defne esansiyel yaginin
antioksidan kapasitesini, FRAP ydntemine gore 40 mg troloks/mL 6rnek olarak, DPPH
inhibisyonunun ise %85 oldugunu belirlemislerdir. Basmacioglu Malayoglu ve ark. (2011)
defne esansiyel yaginin DPPH ve TEAC yoOntemlerine gore antioksidan aktivitelerini
inceledikleri calismada, defne esansiyel yaginin antioksidan kapasitesini, TEAC yontemine
gore 3,1 puM troloks/100g o6rnek olarak, DPPH inhibisyonunun ise %39,70 oldugunu
belirlemislerdir. Yilmaz ve ark. (2013) defne esansiyel yaginin DPPH yontemine goére
antioksidan aktivitesini 59,2 pg/mL olarak belirlemistir. Ertlirk ve ark. (2020) DPPH, FRAP
ve ABTS yontemlerine gore defne esansiyel yaginin antioksidan aktivitesini arastirdigi
calismada, defne esansiyel yaginin antioksidan aktivitesini, DPPH ydntemine gore %40,76,
FRAP yontemine gore 8,53 pmol troloks/g yag, ABTS yontemine gore ise 63,93 pmol
troloks/g yag olarak saptamustir.

4.4.6. Antimikrobiyal Aktivite Analiz Sonuglari

Kuru defne yapraklarindan elde edilen esansiyel yaglarin ve bu yaglardan hazirlanan
mikroemilsiyonlarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla agar disk
difuizyon yontemi (Ozcan ve ark., 2010; Cherrat ve ark., 2014) kullanilmustir.

Test bakterileri olarak Gram negatif Escherichia coli ATCC 25922 ve Gram pozitif
Staphylococcus aureus ATCC 6538 referans suglari kullanilmistir. Defne esansiyel yagi ve
mikroemilsiyonlarin agar disk difiizyon yontemine gore test bakterilerine kars

antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 13°te verilmistir.

Tablo 13
Defne esansiyel yagi ve emilsiyonlarin antimikrobiyal sonuglari
i ) Zon ¢ap1 (mm)
Mikroorganizma DEY DAP DAZ
E. coli 105+15 15,0+ 3,0 13,0+1,0
S. aureus 19,0+1,0 140+1,0 140+10

DEY: Defne esansiyel yagi, DAP: Defne esansiyel yagi ve amilopektin stabilizorii ile
hazirlanmig emulsiyon, DAZ: Defne esansiyel yagi ve arap zamki stabilizori ile hazirlanmig
emulsiyon. Disk ¢api: 6 mm. Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.
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Agar disk difiizyon yontemine gore gerceklestirilen antimikrobiyal analiz sonucunda
emiilsiyon olarak formiile edilmemis ham defne esansiyel yag1 her iki mikroorganizma igin
de (E. coli ve S. aureus) antimikrobiyal etki gostermistir (Tablo 13). Ancak S. aureus (izerine
olan etkinin E. coli tizerine olan etkiye gére daha fazla oldugu gériilmiistiir. Amilopektin ve
arap zamki ile formiile edilmis emiilsiyon 6rneklerinde ise benzer sonuglar elde edilmistir.

Yilmaz ve ark. (2013) defne esansiyel yaginin, agar kuyucuk difiizyon yontemine gore
E. coli ve S. aureus iizerindeki antimikrobiyal etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, defne
esansiyel yagimin E. coli iizerine olusturdugu inhibisyon zonunu 33,0 mm, S. aureus uzerine
olusturdugu inhibisyon zonunu ise 10,0 mm olarak belirlemistir. Tural ve Turhan (2017) ise
agar kuyucuk yontemi ile defne esansiyel yagimin antimikrobiyal 6zelligini inceledikleri
caligmada, defne esansiyel yaginin E. coli {izerine olusturdugu inhibisyon zonunu 9 mm,
S. aureus lizerine olusturdugu inhibisyon zonunu 21 mm olarak belirlemistir. Tablo 13’te
verilen veriler ve Tural ve Turhan (2017)’mm yapmis oldugu calismadaki veriler
degerlendirildiginde (E. coli inhibisyon zonu: 10,5 mm, S. aureus inhibisyon zonu 19 mm)
yakin sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan
emiilsiyonlarin antimikrobiyal etkisinin E. coli i¢in yakin degerde oldugu goriilmiistiir.

Nalbantbas1 ve Golcii (2010) agar disk difiizyon yontemi ile defne ekstraktinin
antimikrobiyal 6zelligini inceledigi caligmada, defne ekstraktinin E. coli iizerine olusturdugu
inhibisyon zonunu 9 mm olarak belirlemistir. Tablo 13’te verilen sonuglarla
karsilagtirildiginda defne esansiyel yaginin, amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlarinin
E. coli tizerine antimikrobiyal etkisinin benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Erturk ve ark. (2020) defne esansiyel yagi iizerine yaptiklari bir ¢alismada, defne
esansiyel yagini, farkli iki ¢6zgen (etanol ve hekzan) ile seyrelterek disk difizyon yontemine
gore antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Her iki ¢ozgen i¢in de iki farkh
konsantrasyonda (20 mg/mL ve 30mg/mL) seyreltme islemi uygulamislardir. 20 mg/mL
oraninda etanol ile seyreltilmis defne esansiyel yagimin E. coli Uzerine olusturdugu
inhibisyon zonunu 9,18 mm, S. aureus tizerine olusturdugu inhibisyon zonunu 11,39 mm,
30 mg/mL oraninda etanol ile seyreltilmis defne esansiyel yagmm E. coli (zerine
olusturdugu inhibisyon zonunu 9,42 mm, S. aureus {izerine olusturdugu inhibisyon zonunu
ise 11,46 mm olarak saptamislardir. 20 mg/mL oraninda hekzan ile seyreltilmis defne
esansiyel yaginin E. coli {izerine olusturdugu inhibisyon zonunu 11,43 mm, S. aureus
tizerine olusturdugu inhibisyon zonunu 11,49 mm, 30 mg/mL oraninda etanol ile seyreltilmis
defne esansiyel yaginin E. coli iizerine olusturdugu inhibisyon zonunu 11,55 mm, S. aureus

tizerine olusturdugu inhibisyon zonunu ise 11,76 mm olarak saptamiglardir.
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4.4.7. Aroma Aktif Bilesenler
Defne esansiyel yaginda ve bu yaglarla hazirlanan mikroemulsiyonlarin aroma-aktif

bilesenleri ve yogunluklari Gaz Kromatografisi-Olfaktometri cihazi kullanilarak

belirlenmistir. Koklamalar 10 puanli skala tizerinden degerlendirilerek (0: yok, 10: en

yuksek) belirlenmistir. Aroma maddeleri ve yogunluklar1 Tablo 14°te verilmistir.

Tablo 14
Defne esansiyel yagi ve emulsiyonlarinin aroma-aktif bilesenleri

Rl Ucucu Aroma DEY* DAP* DAZ*
741 Methyl-2-butenal Ferah/bitki 1,0£0,5 0,9+0,3 1,440,2
759  Pentenal Sekerli sakiz/meyve 15+0,8 1,6+0,4 2,0+0,6
770  Toluen Plastik/naylon 3,0+0,0 3,6+0,6 4,5+0,3
794  1-Hexenol Cimen 2,3+t0,3 35+1,0 1,9+05
837  0-Xylene Sardunya 1,3+0,3 2,4+0,3 2,4%0,2
845 eBS‘:;?”O'C acid, 2-methyl-, ethyl o 4 i sakiz/meyve 28408 3,104 25%0,3
887 Bilinmeyenl Sekerli tatl1 ester 1,005 1,3x0,4 1,604
896  Heptanone Kirli/yagsi/metal 3,0£1,0 4,0+0,6 4,4+0,7
907  2,4-Hexadienal Yaprak 0,8+0,4 1,0+0,3 -

926  a-Thujene Yaprak/bitki/ferah mentol 1,5+0,8 1,404 1,0+0,3
933  o-Pinene Ferah/terpen 0,8+0,4 1,0+0,3 1,5+04
966  Bilinmeyen?2 Ester/oje/meyvemsi/yagsi 0,9+0,1 2,9+0,2 2,4+0,7
977  Octenone Mantar 6,0£1,0 5,5+0,7 6,5+0,6
992  Myrcene Regine/terpen 1,0£0,0 - 3,0+0,9
1000 2,4-Heptadienal Kirli/yag 1,5#0,8 2,0£0,6 3,0+0,9
1036 1,8 Cineole Defne/terpen/oje/viks/mentol 48+28 53+1,2 6,004
1050 B-phellandrene Gul 1,0£0,0 3,5x10 4,0+1,0
1065 2-Octenal Gay/kuru ot 2,0£1,0 1,5+05 1,5%0,5
1072 Nonenone Mantar 2,0£1,0 2,0£0,6 1,8+0,3
1094 3-Terpinene Terpen/bitki/sekerli 1,0+0,5 - 0,840,2
1101 Linalool Cay/ot/tatli/cicek 15+0,8 2,5+0,6 2,0+0,4
1109 Bilinmeyen3 Yagimsi/tath 2,0+0,0 - -
1113 2-phenylethyl alcohol Ester/cicek 3,0+0,0 2,9+0,3 3,0+0,4
1132 Limonene oxide Nane/terpen/tatlimsi 2,8+0,3 2,6%05 2,8+0,7
1139 Camphor Baharat 2,0£0,0 2,0+0,8 2,0£0,0
1147 (E)-Limonene oxide Yag 40+2,0 19+0,1 15+04
1150 2,6-Nonadienal Salatalik 5,0£0,0 5,0+0,7 3,904
1158 (E)-2-Nonenal Saman ot 2,5£0,5 2,8+0,7 2,5%05
1173 Borneol Nane/ferah/kuflii 1,5+0,8 1,6%0,2 1,3+0,6
1184 Lavandulol Klorlu su/yosun 1,8+0,8 2,0£0,6 1,505
1195 o-terpineol Terpen/tatli/baharat 1,840,3 1,5+0,5 1,005
1213 Linalool oxide Yag/yanmis yag 15+05 15+0,5 2,0+0,3
1237 Bilinmeyen4 Brothy-Kkirli-sekli 1,005 1,3+0,4 1,3+0,7
1247 Isobornyl formate Ferah/cigek/kolonya 1,5+0,8 1,8+0,5 -
1319 Decadienal Broth/yag 0,5+0,3 1,0+0,3 1,0+0,4
1356 Terpinyl acetate Balikhane/terpen/defne 15+0,8 1,1+0,3 2,0+0,3

DEY: Defne esansiyel yagi, DAP: Defne esansiyel yagi ve amilopektin stabilizorii ile
hazirlanmig emulsiyon, DAZ: Defne esansiyel yagi ve arap zamki stabilizorii ile hazirlanmis
emulsiyon, -: Belirlenememistir. Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.
*Aroma yogunlugu (10 puanl skala; 0: yok, 10: en yiiksek)
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Defne esansiyel yagi ve emiilsiyonlarinda 6nemli aroma aktif bilesenleri; toluen,
butanoic acid 2-methyl-ethyl ester, heptanone, octenone, 1,8 cineole, B-phellandrene,
linalool, 2-phenylethyl alcohol, limonene oxide, 2,6-nonadienal, borneol ve lavandulol
olarak belirlenmistir. Defne esansiyel yaglarinda yapilan ¢aligsmalarda, karakteristik olarak
en yuksek oranda 1,8-cineole ugucu bileseni bulundugu goriilmektedir. Tablo 14’te verilen
degerlere gore 1,8-cinole yogunlugu defne esansiyel yaginda 4,8, amilopektin ile hazirlanan
emiilsiyonda 5,3 ve arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonda 6,0 olarak goértlmektedir.
Emudlsiyonlardaki 1,8-cineole yogunlugunun defne esansiyel yagina gore daha yiiksek
olmasiin sebebi, emiilsiyon igerisindeki yag partikiillerinin kii¢iik boyutlarda olmasiyla

yiizey alaninin artmasi olarak diisiiniilmektedir.

4.4.8. Ucucu Bilesenler
Ugucu bilesenlerin  tanimlanmast  ve miktarlarinin  belirlemesi  i¢in  Gaz
Kromatografisi-Kutle Spektrometresi (GC-MS) kullanilmistir. Defne esansiyel yaginda ve

bu yaglarla hazirlanan mikroemulsiyonlarda belirlenen ugucu bilesenler Tablo 15°te yer

almaktadir.

Tablo 15

Defne esansiyel yagi ve emilsiyonlarinin ugucu bilesenleri (mg/L)
RI Ugucu bilesikler DEY DAP DAZ
540  2-Butenal 0,72+0,14 0,25+0,01 0,21+0,01
699  Furan, 2-ethyl- 0,11+0,04 0,54+0,03 0,61+0,01
732 1H-Pyrrole, 1-methyl- - 0,62+0,03 0,63+0,02
747  Propanoic acid, 1-methylethyl ester - 0,13+0,01 0,14+0,02
762  Toluene 0,24+0,13 2,76+0,29 2,65+0,04
794 Propanoic acid, 2-methyl-, butyl ester 0,06+0,00 0,48+0,03 0,45+0,01
799  Hexanal 0,61+0,10 1,19+0,07 1,23+0,05
826  2-butanol, 3-methly-, acetate - 0,30+0,02 0,29+0,01
851  2-Hexenal, (E)- 2,16+0,19 4,20+0,24 4,38+0,02
866  1-Hexanol 0,68+0,08 - -
ggq ~DButanoic - acid,  2-methyl, 4 40,44 1474009  1,40+0,01

1methylethyl ester

890 Crotonaldehyde, 2-vinyl- 1,36+0,01 - -
893  4-methylene-5-hexenal 1,76+0,06 0,51+0,03 0,53+0,00
923  Delta 3-carene 0,67+0,22 0,53+0,00 0,52+0,01
926  Thujene 23,21+5,96 35,55+0,31 39,09+0,43
935 alpha-Pinene 169,48+4,7 224,21+2,78 221,68+1,16
944  2,4(10)-thujadien 1,56+0,27 2,76+0,05 3,13+0,06
949  Fenchene 0,7310,20 1,05+0,00 1,06+0,01
951  Camphene 9,1742,32 9,77+0,02 10,08+0,05
956  2-Heptenal, (E)- 0,79+0,02 - -
962  Benzaldehyde 0,97+0,11 1,25+0,02 1,57+0,21
975  Sabinene 326,81+7,20 585,53+3,06 599,42+8,26

54



Tablo 15’in devami

RI Ucucu bilesikler DEY DAP DAZ

980 2-beta-Pinene 177,55+40,4 219,72+0,69 224,53+3,15

984 3-Octanone 9,25+1,00 2,61+0,15 2,81+0,07

989 beta-Myrcene 57,45+11,70 54,40+0,39 55,35+0,56

991 Herboxide 26,34+6,33 15,58+0,46 16,29+1,10

994  Butanoic acid, butyl ester 0,66+0,10 - -

996 2,4-Heptadienal, (E,E)- 1,01+0,57 - -

1001 Isovalveric acid, butyl ester 0,53+0,10 - -

1005 Herboxide second isomer 20,78+2,58 1,35+0,01 1,74+0,00

1007 L-Phellandrene 31,47+6,24 30,86+0,15 31,37+0,52

1010 delta 3-carene 10,96+2,28 8,44+0,07 8,23+0,29

1012  2,4,6-Trimethyl-1,3-benzenediamine 32,84+6,62 - -

1018 alpha-terpinene 56,89+10,8 46,06+0,08 36,81+12,2

1020 o-cymene 3,85+0,66 - -

1024 p-cymene - 2,25+0,12 2,25+0,33

1026 m-cymene 81,80+3,83 27,42+1,13 31,46+2,69

1031 Limonene - 135,9945,44 140,10+£17,10

1038 1,8-Cineole 1361,57+29,40 4973,94+23,30 4769,14+54,20

1039  2-lsopropylfuran 2,29+0,11 - -

1046 beta ocimene 14,42+2,02 2,42+0,07 2,49+0,01

1054 alpha-Phellandiene 1,87+0,31 - -

1056 Pulegone 0,97+0,13 - -

1060 gamma-Terpinene 121,02+19,8 85,69+0,77 87,72+1,79

1068  3,5-dimethylanisole 6,51+0,95 - -

1072 cis-linaloloxide - 18,82+0,32 19,66+0,15

1086 alpha-terpinolene 43,04+5,74 26,00+0,44 26,98+0,37

1089 2-Nonanone - 2,02+0,15 2,10+0,02

1091 Dehydro-p-cymen 12,35+0,76 4,04+0,41 4,73+0,22

1104  1,5,7-Octatrien-3-ol, 3,7-dimethyl 54,00+0,78 - -

1105 Linalool L 322,34+7,06 76,28+1,75 82,26+2,65

1112  2,5-dimethyl-3-ethylfuran 0,92+0,04 - -

1114  1,3,8-para-menthatriene 7,04+0,56 1,62+0,04 1,69+0,01

1121 2,2-dimethylallylidenecyclopropane 11,82+0,68 1,04+0,05 1,11+0,03

1127  p-menth-2-en-1-ol 5,30+0,07 5,25+0,17 5,49+0,16

1129 alpha-campholene aldehyde 2,40+0,15 3,84+0,18 3,95+0,01

1130 2,6-Dimethyl-1,3,5,7-octatetraene (E) 19,58+1,79 - -

1138 L 7-Octadien-3-one, 2-methyl-6- 5,74+0,35 6,85:+0,24 7,56+0,23
methylene

1145 trans-Pinocarveol - 12,90+0,24 13,83+0,44

1146 Propanoic acid, 2-methyl-, hexyl ester 10,11+3,69 - -

1153 Camphor 201,43+0,92 14,76+0,43 15,00+0,23

1158 p-Cresol 0,68+0,11 0,99+0,04 1,01+0,03

1161 Sabina ketone 4,96+0,01 - -

1164  Phenol, 2,3,5,6-tetramethyl- 5,19+0,30 - -

1166 Pinocarvone 7,58+0,04 17,29+0,70 17,47+0,27

1177 Borneol L 46,28+3,40 7,48+0,04 8,31+0,43

1184  4-Terpineol 69,46+4,13 98,87+1,37 112,89+7,72

1187 Ethanone, 1-(4-methylphenyl)- 3,03+0,56 - -

1190 Butanoic acid, hexyl ester 44,89+2,49 - -

1198 alpha-Terpineol 71,42+7,25 90,71 +0,29 104,42+6,75

1207  2,6-Dimethyl-3,5,7-octatriene-2-ol, E 7,55%1,01 0,85+0,02 0,90+0,04

1211  Piperitol isomer 11 2,42+0,20 - -

1221  trans-(+)-carveol 4,16+0,44 1,51+0,01 1,65+0,16
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Tablo 15’in devami

RI Ucgucu bilesikler DEY DAP DAZ
1235 3,4-Dimethoxytoluene - 2,06+0,00 2,31+0,16
1246  Propanal, 2-methyl-3-phenyl- 11,20+1,49 4,09+0,00 4,55+0,29
1250 Linalyl acetate 249,01+30,1 9,13+0,13 9,68+0,60
1256 2-Undecanone 2,78+0,30 2,35+0,04 2,38+0,13
1258  Piperitone 1,26+0,16 0,46+0,00 0,45+0,03
1268 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl- 0,91+0,16 0,57+0,01 0,64+0,06
1270  4-Thujen-2.alpha.-yl acetate 3,24+0,45 3,81+0,06 4,10+0,26
1281 Lavandulyl acetate 15,99+2,39 2,23+0,08 2,43+0,18
1287 Endobornyl acetate 9,08+1,05 6,57+0,08 6,94+0,34
1288 Sabinyl acetate 1,85+0,23 2,28+0,10 2,46+0,18
1291  Methyl nonyl ketone 3,33+0,50 2,29+0,14 2,44+0,18
1293 Benzenemethanol, 4-(1-methylethyl)- 1,71+0,38 0,51+0,14 0,55+0,02
1297 cis-Pinen-3-ol - 2,39+0,08 2,58+0,19
1323 Benzene, 1,4-diethyl- 2,63+0,43 0,76+0,04 0,80+0,06
1328 Hexyl tiglate 5,23+0,98 1,04+0,05 1,08+0,09
1344 (2 Methviprop--enyl)-cyclohexa- 308+055  0,96+0,05 1,0140,10
1350 alpha-terpinenyl acetate 294,32+54,70  343,96+16,00 354,53+31,3
1354  Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)- 12,34+4,22 9,20+0,69 9,82+0,98
1357  Neryl acetate 7,99+1,72 5,38+0,37 5,49+0,61
1370 2:6.7.8-tetrahydrothieno[2,3-b] 1,51+0,30 0,620,03 0,580,07
quinoline

1376  cis-geraniol 7,86+1,88 2,65+0,21 3,18+0,48
1381 alpha-cubebene 1,85+0,25 0,25+0,03 0,16+0,05
1390 beta-bourbonene 3,02+0,48 0,48+0,02 0,31+0,07
1394  beta-elemene 24,96+4,98 7,75+0,15 6,07+1,05
1399  Methyl eugenol 22,77+7,68 20,59+1,62 21,90+2,48
1427 trans-Caryophyllene 19,95+3,48 4,36+0,06 3,07+0,56
1440 alpha-Guaiene 2,00+0,45 0,51+0,02 0,35+0,10
1446  2-Propen-1-ol, 3-phenyl-, acetate 3,67+1,10 1,68+0,16 1,45+0,23
1456 beta-panasinsene 2,06+0,46 0,62+0,01 0,46+0,09
1463 alpha-Caryophyllene 3,51+0,64 1,06+0,07 0,78+0,12
1465 Isocaryophillene 4,85+1,09 1,48+0,04 1,07+0,22
1477  Avristolene 0,87+0,24 - -

1488 Germacrene-D 1,54+0,43 0,53+0,03 0,39+0,08
1494  Anisyl acetone 1,63+0,49 1,26+0,20 1,22+0,17
1496 beta-Selinene 5,64+1,45 1,96+0,12 1,58+0,32
1499 Valencene 1,53+0,50 0,56+0,07 0,50+0,09
1503 alpha-selinene 4,41+1,22 1,58+0,10 1,34+0,27
1519 alpha-amorphene 2,74+0,90 0,99+0,10 0,82+0,22
1522 delta-Cadinene 1,77+0,63 0,71+0,09 0,60+0,14
1542  cis-alpha-bisabolene 1,01+0,45 0,40+0,08 0,36+0,11
1547  alpha-calacorene 0,61+0,26 0,17+0,02 0,15+0,03
1591 (-)-Caryophyllene oxide 7,77+3,68 2,89+0,48 2,67+0,35

DEY: Defne esansiyel yagi, DAP: Defne esansiyel yagi ve amilopektin stabilizorii ile
hazirlanmig emulsiyon, DAZ: Defne esansiyel yagi ve arap zamki stabilizori ile hazirlanmis
emilsiyon, -: Belirlenememistir. Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.
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Defne esansiyel yaginda ve defne esansiyel yagi ile hazirlanan emiilsiyonlarda
gerceklestirilen Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometresi analizi sonuglarina gore defne
esansiyel yaginda 1,8-cineole, sabinene, linalool L, a-terpinenyl acetate, linalyl acetate ve
camphor bilesiklerinin diger bilesiklere gore daha yiiksek miktarlarda bulundugu
belirlenmistir. Defne esansiyel yaginda 1,8-cineole miktar1 1361,57 mg/L, sabinene miktari
326,81 mg/L, linalool L miktar1 322,34 mg/L, alpha-terpinenyl acetate miktar1 ise 294,32
mg/L olarak belirlenmistir. Amilopektin emulsiyonunda 1,8-cineole miktar1 4973,94 mg/L,
sabinene miktar1 585,53 mg/L, linalool L miktar1 76,28 mg/L, alpha-terpinenyl acetate
miktari ise 343,96 mg/L olarak belirlenirken, arap zamki emiilsiyonunda 1,8-cineole miktari
4769,14 mg/L, sabinene miktart 599,42 mg/L, linalool L miktar1 82,26 mg/L,
alpha-terpinenyl acetate miktar1 ise 354,53 mg/L olarak belirlenmistir. GC-O analizinde,
emiilsiyonlarin esansiyel yaga gore daha yiiksek oranda 1,8-cineole bilesenine sahip
olmalart GC-MS analizi ile benzerlik gostermektedir. Defne esansiyel yaginda tespit edilen
ucucu bilesenlerin  %33,40’ 11, amilopektin emiilsiyonunda %66,04’linii, arapzamki
emiilsiyonunda %64,35’ini 1,8-cineole ugucu bileseni olusturmaktadir. Defne esansiyel
yagiin emiilsiyon formiilasyonlar karsilastirildiginda, DAP ve DAZ 6rnekleri arasindaki
ucucu bilesen profili genel olarak benzer bulunmustur. Emilsiyonlarda bazi ugucu
bilesenlerin daha yiliksek miktarda olmasmin nedeni olarak, emiilsiyon hazirlama
asamasinda uygulanan ultrahomojenizasyon isleminin yag damlaciklarini parcalamasi ve
buna bagl olarak ugucularin ag181 ¢ikmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Clevenger hidrodistilasyon yontemi ile ekstrakte edilen defne esansiyel yaginda ugucu
bilesenlerin belirlendigi bir ¢alismada, ugucu bilesenlerin %22’sini 1,8-cineole bilesiginin
olusturdugu saptanmistir (Quijano ve Pino, 2007). Bayramoglu ve ark. (2009) yapmis
olduklari ¢alismada ise mikrodalga destekli hidrodistilasyon yontemi (622W/85 dK) ile elde
edilen defne esansiyel yaginda 1,8-cineole konsantrasyonunu 731,75 mg/mL olarak
belirlemislerdir. Kilig (2008) ise esansiyel yaglarin elde edilme yontemlerini inceledigi
calismasinda defne yapraklarindan klasik su distilasyonu ve mikrodalga ile gergeklestirilen
uretimlerde 1,8-cineole miktarmin her iki yontemde de benzer sonuglar verdigini belirtmistir
(su distilasyonu: %52, mikrodalga ekstraksiyonu: %47,5). Yapilan diger bir galismada
1,8-cineole’iin gida kaynakli patojen kiiflere karsi dogal antifungal 6zellik gosterdigi
belirtilmistir (Guynot ve ark., 2014).

Turkkan ve ark. (2019) ise yaptiklar1 bir ¢alismada, GC-MS sonuglarina gore defne
esansiyel yaginda 16 adet ugucu bilesen belirleyerek, bu ucucular arasinda en yiiksek

konsantrasyona sahip bileseni 1,8-cineole (%57,03) olarak saptamiglardir.
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Dadalioglu ve Akdemir Evrendilek (2004) yapmis olduklari ¢alismada, GC-MS ile
belirledikleri defne ugucu bilesenleri arasinda en yiiksek konsantrasyona sahip bilesenleri,
%60,72 oraninda 1,8-cineole, %12,53 oraninda o-terpinene, %12,12 oraninda sabinene
olarak saptamislardir. Ozogul ve ark. (2017) defne yaglar iizerine yapmus olduklart
calismada bitki materyallerinden elde ettikleri esansiyel yaglarda GC-MS ile ugucu
bilesenleri belirlemigler ve defne esansiyel yaginda, en yiiksek konsantrasyonda olan bazi
bilesiklerin, %29,60 oraninda 1,8-cineole, %18,16 alpha terpinyl acetate ve %11,75 oraninda
a-terpineol oldugunu saptamislardir.

Akgul ve ark. (1989) yapmis olduklar1 ¢alismada, Antalya, Hatay, Manisa, Sinop ve
Trabzon bdlgelerinde yabani olarak yetisen Laurus nobilis L. tiri defne bitkisinden su
distilasyonu ile ugucu yag eldesi gergeklestirmistir. Elde edilen ugucu yaglarin ugucu
bilesenleri belirlenerek, Hatay bolgesinde yetisen defne bitkisine ait (en yiksek orana sahip)
ucucu bilesenler %52,87 oraninda 1,8-cineole, %12,15 oraninda alpha terpinyl acetate,
%9,19 oraninda sabinene olarak saptanmistir. 1,8-cineole ugucu bilesen oraninin en yiksek
oldugu (%52,99) defne ucucu yag1 Antalya bolgesinden toplanan defne bitkilerinden elde
edilmistir. Baratta ve ark. (1998) yapmis olduklar1 ¢alismada, defne bitkisine ait yiiksek
konsantrasyondaki ugucu bilesenleri, %46,5 oraninda 1,8-cineole, %11,8 oraninda alpha
terpinyl acetate, %7,3 oraninda sabinene olarak belirlemistir. Yapilan diger bir ¢alismada
buhar distilasyonuyla (yaprak ve meyve) ve siiperkritik sivi ekstraksiyonuyla (yaprak) elde
edilen defne ugucu yaglarmin ugucu bilesenleri GC-MS ile belirlenmistir. Buhar
distilasyonu ile elde edilen defne yapragi ugucu yaginda en yiiksek oranda belirlenen ugucu
bilesenin, %38,15 oraniyla 1,8-cineole oldugu, 1,8-cinole oraninin buhar distilasyonu ile
elde edilen defne meyvesinde %32,30, stiperkritik s1vi ekstraksiyonu ile elde edilen defne
yapraginda ise %19,14 oldugu saptanmistir (Zekovi¢ ve ark., 2009).

Bennadja ve ark. (2013) ise defne esansiyel yag1 iizerine yapmis olduklar1 ¢aligsmada
defne esansiyel yagimin ugucu bilesenlerini %35,31 oraninda 1,8-cineole, %22,52 oraninda
B-linalool, %7,37 oraninda camphene olarak belirlemistir.

Defne esansiyel yagi, karakteristik 6zelligi olarak en yiiksek oranda 1,8-cineole ugucu
bilesenini icermektedir. Defne esansiyel yagi ve defne esansiyel yagi ile formiile edilen
amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlarinda da en yiksek oranda 1,8-cineole bilesigi
belirlenmigtir. Belirlenen oranlar yapilan ¢caligmalarla yiiksek oranda benzerlik gdstermesine
ragmen, farkliliklarin, defne bitkisinin temin edildigi bolge, esansiyel yag elde etme
yontemleri, emulsiyon formilasyonu, bitki materyaline uygulanan 6n islemler, vb. gibi

nedenlerden kaynakli oldugu diistiniilmektedir.
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4.4.9. Duyusal Analiz Sonuclar:

Defne esansiyel yaginda ve mikroemiilsiyonlarda koklama yapilarak, aroma
karakteristikleri belirlenmistir. Defne esansiyel yagi, mikroemulsiyonlar ve sadece stabilizor
(amilopektin ve arap zamki) ile hazirlanan ¢6zeltiler egitimli panelistlere karisik olarak
sunulmustur. Defne esansiyel yagi, mikroemulsiyonlar ve sadece stabilizér (amilopektin ve
arap zamki) ile hazirlanan ¢ozeltiler ile gerceklestirilen duyusal degerlendirme sonuglar

Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16

Defne esansiyel yag1 ve emiilsiyonlarda gerceklestirilen duyusal degerlendirme sonuglari
Ornek  Mentol Cicek Odun Recine Yaprak  Naftalin  Metalik
DEY 10,0+0,0* 4,0+0,8* 6,0+0,6% 7,0+0,04 3,0+0,0* 4,8+02"* -

DAP 6,3+0,3% 3,2+0,5* 3,9+0,2® 54+0,3® 1,8+0,1® 3,0+0,0* -

DAZ 10,040,040 3,8+0,6" 5,2+0,2* 6,7+0,1* 2,0+0,04 3,2#0,3* -

AP - - - - - - 0,4+0,0%
AZ - - - - - - 0,5+0,1*
AB Ayni siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir
(P<0,05). DEY: Defne esansiyel yagi, DAP: Defne esansiyel yagi ve amilopektin stabilizorii
ile hazirlanmis emdlsiyon, DAZ: Defne esansiyel yagi ve arap zamki stabilizori
ile hazirlanmig emulsiyon. AP: Amilopektin ¢ozeltisi, AZ: Arap zamki ¢ozeltisi.
Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.

Tablo 16 incelendiginde emiilsiyon olarak formiile edilmemis defne esansiyel yagi ve
arap zamki ile formiile edilmis emiilsiyona (DAZ) ait puanlarin genel olarak birbirine daha
yakin degerlerde oldugu ve istatistiksel olarak énemli fark olmadigi goriilmektedir. Defne
esansiyel yaginda ve emiilsiyonlarda en yiiksek puanit mentol almistir. Mentol kokusunun
yuksek olmasi, defne bitkisinin karakteristik 6zelligi olan 1,8-cineole bileseninin defne
esansiyel yaginda ylksek oranda bulunmasi ile agiklanabilir. Tablo 14 ve 15 incelendiginde
1,8-cineole bileseninin yiiksek olmasi bu durumu aciklar niteliktedir. Diisiik yogunlukta

olmakla birlikte stabilizor ¢ozeltilerinde metalik aroma da algilanmastir.
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4.5. Mikroemulsiyonlarda Portakal Suyu Uygulamasi

4.5.1. Viskozite Ol¢ciim Sonuclar:

Defne esansiyel yagi ile hazirlanan mikroemdalsiyonlar taze sikilmis portakal suyuna
%0,5 oraninda eklenerek bir ay boyunca buzdolab1 kosullarinda depolanmistir. Depolama
stiresi boyunca haftalik periyotlarda viskozite dlgtimleri gergeklestirilmistir. Kontrol gurubu
olarak emiilsiyon ilave edilmemis portakal suyu kullanilmistir. Mikroemilsiyon ilave

edilmis portakal sulariin viskozite 6l¢iim sonucglar1 Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17
Emulsiyon ilave edilen portakal sularinin viskozite 8l¢im sonuglari
Viskozite (cP)

Sure Kontrol PSAP PSAZ
0. giin 5,37 + 0,035 6,08 + 1,07%2 7,94 + 0,887B2
1. hafta 4,77 +0,038° 10,28 +0,18" 9,57 + 0,78
2. hafta 8,52 + 0,12/ 4,82 +0,148° 9,36 + 1,202
3. hafta 4,08 +0,1882 3,80 + 0,298 5,30 + 0,04B¢2
4. hafta 3,84 + 0,185 9,35 + 0,32/ 4,83 +0,21¢P

AC Ayni siitunda farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Snemlidir
(P<0,05). ¢ Aymi satirda farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemlidir (P<0,05). PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap
zamki emiilsiyonu eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama + standart hata” olarak
verilmigtir.

Depolama yapilan 6rneklerde, kontrol 6rneginde ikinci hafta hari¢ depolamaya bagli
olarak viskozite 6lcimlerinde 6nemli bir fark goriilmemistir (P>0,05). Defne esansiyel yagi
ile hazirlanan mikroemiilsiyon eklenmis taze sikilmis portakal suyu 6rneklerinde, PSAP
Orneginin Vviskozite sonuglarma gore, sifirinci giin, ikinci hafta ve tgilincii haftalara ait
ornekler arasinda farklilik olmadigi, birinci ve dordincli haftalara ait orneklerin de
istatistiksel agidan birbiri ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. PSAZ 6rnekleri viskozite
sonuglarina gore, birinci ve ikinci haftalara ait drnekler istatistiksel olarak birbiri ile ayni
iken diger haftalarda istatistiksel agidan farklilik gozlenmektedir (P<0,05).

De Campo ve ark. (2017) keten tohumu ile hazirlanan emiilsiyon érneklerinde 28 giin
depolama yaparak cesitli analizler gerceklestirmislerdir. Yapilan bu calismada organik
fazdaki yiiksek miktarda yagin, ¢ozeltide yiiksek partikiil biiyiikliigiine ve viskozite artigina
yol acacagi ifade edilmistir. Demirdoven ve Baysal (2012), yaptiklari bir ¢alismada portakal
sularina dogrudan ve farkli 6n islemler uygulanarak kalite degisimleri incelenmistir. Bu

calismada portakal sularinin viskozite degerini 4,73 cP olarak belirlemislerdir.
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Yuliani (2018) yaptig1 ¢alismada tar¢in yagi kullanarak Tween80 ile nanoemlsiyon
olusturmug ve 20, 30, 40°C sicakliklarda sekiz hafta siireyle depolama gergeklestirmistir.
Farkli oranda (%5 ve %10) tarcin yagi ilavesi yapilan Orneklerde, yag oranmin fazla
olmasiin emiilsiyon stabilitesini olumsuz etkilendigini ve viskozite degerlerinde haftalara
bagli olarak degisim goriildiigiini belirtmistir. Bu durumun emiilsiyon igerisindeki yag
damlaciklarinin topaklanma mekanizmasindan kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. Bu
dogrultuda PSAP, PSAZ ve kontrol 6rneklerinin depolamaya bagli olarak haftalik viskozite
6l¢tim sonuglarindaki farkliliklarin, esansiyel yaglarla hazirlanan emilsiyonlarda stabilizor
ve esansiyel yag miktar optimizasyonuyla ilgili oldugu ve portakal suyunda depolamaya
bagli olarak faz ayriminin (su ve posa) yasanmasi nedeniyle analizler gergeklestirilirken

homojen 6rnek aliminin saglanamadigindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

4.5.2. Toplam Fenolik Madde Miktarlar:
Depolama suresi boyunca (bir ay) mikroemdlsiyon ilave edilmis portakal sularinin
haftalik periyotlarda toplam fenol miktarlari belirlenmistir. Kontrol gurubu olarak emdlsiyon

ilave edilmemis portakal suyu kullanilmigtir. Toplam fenol sonuglar1 Tablo 18’de

verilmigtir.

Tablo 18

Emudlsiyon ilave edilen portakal sularinin toplam fenolik madde miktarlar

mg gallik asit/L

Stire Kontrol PSAP PSAZ
0. gin 398,1 + 7,8 665,2 + 4,14 739,9 + 3,9M
1. hafta 397,8 + 6,6"° 622,4 + 4,178 663,5 + 7,582
2. hafta 396,4 + 5,3 602,2 + 3,182 620,2 + 7,85¢2
3. hafta 346,4 + 3,570 564,9 + 3,28¢2 577,4 + 1,5
4. hafta 3322+7,1%° 511,9 + 4,8 536,4 + 2,57

AB Ayni siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemlidir
(P<0,05). *9 Ayn1 satirda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemlidir (P<0,05). PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap
zamki emiilsiyonu eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama + standart hata” olarak
verilmistir.

Tablo 18 incelendiginde PSAP ve PSAZ 0rneklerinde fenolik madde igerikleri
bakimindan 6nemli fark olmadig1 belirlenmistir. Tiim 6rneklerde depolamaya bagli olarak
haftalik  periyotlarda toplam fenolik madde igeriklerinde diizenli bir disiis
g0zlemlenmektedir. Kontrol drneginin toplam fenolik madde igeriginde depolama sonunda
%16,5, PSAP 6rneginde %23,0, PSAZ 6rneginde %27,5 azalma oldugu saptanmaistir.
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Rapisarda ve ark. (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada Valencia-late ¢esidi portakal
suyunda, Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenen toplam fenol miktarini1 488 mg/mL ferulik
asit esdegeri olarak belirlemislerdir. E1 (2008) yapmis oldugu ¢alismada portakal nektarinda
toplam fenolik madde miktarii 692 mg/L olarak saptamistir. Kelebek ve Selli (2011)
yapmis olduklari bir ¢alismada, portakal suyunun toplam fenolik madde igerigini 214,04
mg/L olarak belirlemistir. Kelebek ve ark. (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada ise portakal
suyunun toplam fenolik madde igerigini 317,36 mg/L olarak belirlemistir. Tablo 18
incelendiginde amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlarimin portakal suyuna ilave
edilmeleriyle toplam fenolik madde miktarinin artmasi, defne esansiyel yaginin fenolik

madde icerigi agisindan yiliksek oldugunu gostermektedir.

4.5.3. Antioksidan Aktivite Analiz Sonug¢lari
TEAC yontemine gore gergeklestirilen antioksidan aktivite analizi, 6rneklere haftalik
periyotlarda uygulanmigtir. Kontrol gurubu olarak emiilsiyon ilave edilmemis portakal suyu

kullanilmigtir. Antioksidan aktivite diizeyindeki degisimler Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19
Emulsiyon ilave edilen portakal sularinin antioksidan aktivite sonuglari
mM troloks/mL

Sire Kontrol PSAP PSAZ

0. giin 2,58 +£0,017° 3,36 + 0,24/ 3,47 £ 0,117
1. hafta 2,35 + 0,027° 3,49 + 0,127 3,67 + 0,042
2. hafta 2,35 + 0,00%° 3,55 + 0,02/ 3,48 + 0,02/
3. hafta 2,29 + 0,007 3,24 + 0,007 3,50 + 0,014
4. hafta 2,23 + 0,00%° 2,54 + 0,055 3,49 + 0,03/

AB Ayni siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemlidir
(P<0,05). * Aymi satirda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemlidir (P<0,05). PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap
zamki emiilsiyonu eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama + standart hata” olarak
verilmistir.

Aylik depolama siiresince orneklere yapilan antioksidan aktivite analizi sonuglarina
gore (Tablo 19) defne esansiyel yagi ile hazirlanmis mikroemilsiyon eklenen portakal
sularinin istatistiksel olarak kontrol 6rneklerine gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugu goriilmektedir. Kontrol 6rnegi i¢in antioksidan aktivite sonucu baslangigta
2,58 mM troloks/mL iken, PSAP &rneginde 3,36 mM troloks/mL, PSAZ Orneginde ise
3,47 mM troloks/mL’dir. Depolama sonunda ise kontrol grubu istatistiksel olarak PSAP

ornegi ile benzer olmasma karsin PSAZ o6rnegi ile farklilik gostermektedir ve PSAZ
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orneginin diger tim Orneklere gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gorulmektedir. Yapilan bir calismada toplam fenolik madde igerigi ile antioksidan aktivite
arasinda yiiksek korelasyon oldugu belirtilmistir (Basmacioglu Malayoglu ve ark., 2011).
Rapisarda ve ark. (1999), Valencia-late ¢esidi portakal suyunun antioksidan aktivite
diizeyini 0,74 mM troloks esdegeri olarak belirlemislerdir. Arena ve ark. (2001) portakal
sular1 lizerine yaptiklar1 bir ¢alismada portakal sularinin antioksidan aktivitelerini 2,19 mM
troloks/L oldugunu belirtmistir. Bakan (2012) ise yaptig1 ¢alismada portakal suyunun

antioksidan aktivitesini 1,93 mM/g olarak saptamustir.

4.5.4. Antibakteriyal Aktivite Analiz Sonuclar:

Hazirlanan mikroemiilsiyonlarin portakal suyu ortamindaki antibakteriyel etkisinin
belirlenmesi amaciyla, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus standart suslarina karsi
antibakteriyal aktivite analizleri gergeklestirilmistir. Kontrol ¢alismasi olarak ise emulsiyon
ilave edilmemis portakal sularina inokiile edilen bakteri referans suslart ayni kosullarda
inkiibe edilerek es zamanli sayimlar1 gerceklestirilmistir. Defne esansiyel yagi ile hazirlanan
mikroemilsiyonlarin portakal suyu ortaminda E. coli’ye karsi inaktivasyon kinetigi
sonuglar1 Tablo 20’de, Tablo 20’de bulunan verilere ait grafikler ise Sekil 10°da verilmistir.
Defne esansiyel yagi ile hazirlanan mikroemiilsiyonlarin portakal suyu ortaminda S.
aureus’a kars1 inaktivasyon kinetigi sonuglari ise Tablo 21°de, Tablo 21’de bulunan verilere

ait grafikler ise Sekil 11’°de verilmistir.
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Tablo 20
Emulsiyon ilave edilen portakal sularinin E. coli’ye karst inaktivasyon kinetigi sonuglari
(log kob/mL)

Inkiibasyon siiresi
0. dk 5. dk 10. dk 15. dk 30. dk 60. dk

Kontrol 6,18+0,01 6,21+0,02 6,24+001 6,30+£001 6,34+0,01 6,40+0,00
+4°C  PSAP 6,20+£0,01 6,27+0,04 6,12+0,01 6,05+0,02 597+0,02 5,16+0,05
PSAZ 6,23+0,00 6,28+0,03 6,20+0,01 6,09+0,02 6,02+0,02 5,39+0,04

Inkiibasyon siiresi

0.dk 5. dk 10. dk 15. dk 30. dk 60. dk

Kontrol 6,24+0,01 6,42+0,01 6,56+000 6,59+0,00 6,63+000 6,75+0,00
+25°C PSAP 6,27+0,02 6,37+0,01 6,25+0,02 6,11+0,01 599+0,01 5,32+0,06
PSAZ 6,28+0,01 6,33+0,00 6,21+0,02 6,16+0,01 6,00+0,01 5,34+0,08

PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap zamki emulsiyonu
eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.
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0.dk 5.dk 10. dk 15. dk 30. dk 60. dk 0.dk 5.dk 10. dk 15. dk 30. dk 60. dk
——Kontrol —&—PSAP -@&-PSAZ

Sekil 10. Emiilsiyon ilave edilen portakal sularinin E. coli’ye kars1 inaktivasyon kinetigi

Defne esansiyel yagi ile hazirlanan mikroemiilsiyonlarin portakal suyu ortamindaki
inaktivasyon kinetigi sayimlarma gére E. coli i¢in, +4°C’de kontrol grubunda 60 dakika
sonunda 0,22 log’luk bir artig goriiliirken, PSAP grubunda 60 dakika sonunda 1,04 log’luk,
PSAZ grubunda 60 dakika sonunda 0,84 log’luk bir azalma goriilmektedir. +25°C’de ise
kontrol grubunda 60 dakika sonunda 0,51 log’luk bir artis goriiliirken, PSAP grubunda 60
dakika sonunda 0,95 log’luk, PSAZ grubunda 60 dakika sonunda 0,94 log’luk bir azalma

gorilmektedir.
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Tablo 21
Emudlsiyon ilave edilen portakal sulariin S. aureus’a karsi inaktivasyon kinetigi sonuglari
(log kob/mL)

Inkiibasyon stiresi

0.dk 5. dk 10. dk 15. dk 30. dk 60. dk

Kontrol 6,59+0,02 659+0,01 6,62+001 6,62+001 6,63+0,01 6,71+0,02
+4°C  PSAP 6,61+0,00 659+0,01 650+001 6,50+001 6,48+0,02 4,40+0,04
PSAZ 6,59+0,02 657+0,02 6,49+002 6,49+003 6,04+0,01 4,00+£0,15

Inkiibasyon siiresi

0.dk 5. dk 10. dk 15. dk 30. dk 60. dk

Kontrol 6,54+0,02 6,51+0,02 650+001 6,64+003 6,72+0,01 6,77+0,01
+25°C PSAP 6,50+0,02 6,49+0,01 645+001 6,44+001 6,31+002 5,08+0,02
PSAZ 6,52+0,02 6,50+0,01 6,48+0,01 6,48+0,01 6,37+0,03 5,02+0,02

PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap zamki emulsiyonu
eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.
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Sekil 11. Emiilsiyon ilave edilen portakal sularinin S. aureus’a kars1 inaktivasyon kinetigi

Defne esansiyel yagi ile hazirlanan mikroemulsiyonlarin portakal suyu ortamindaki
inaktivasyon kinetigi sayimlarina gore S. aureus icin, +4°C’de kontrol grubunda 60 dakika
sonunda 0,12 log’luk bir artig goriiliirken, PSAP grubunda 60 dakika sonunda 2,21 log’luk,
PSAZ grubunda 60 dakika sonunda 2,59 log’luk bir azalma goriilmektedir. +25°C’de ise
kontrol grubunda 60 dakika sonunda 0,23 log’luk bir artis goriiliirken, PSAP grubunda 60
dakika sonunda 1,42 log’luk, PSAZ grubunda 60 dakika sonunda 1,50 log’luk bir azalma

gorilmektedir.
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Sekil 10 ve 11 incelendiginde her iki sicaklik i¢in de PSAP ve PSAZ emulsiyonlari
eklenmis portakal sulariin E. coli ve S. aureus tzerine kontrol grubuna karsi inhibe edici
Ozelliginin yiiksek oldugu goriilmektedir. E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi inhibe edici

etki 6zellikle 30. dakikadan sonra daha belirgin olmustur.

4.5.5. Toplam Canh Aerobik Mezofilik Bakteri ve Maya-Kiif Sayim Sonuclar:

Mikroemiilsiyonlarin portakal suyu ortamindaki TCAMB ve maya-kiif sayimlarini
gerceklestirmek amaciyla, bir haftalik ve bir aylik depolama uygulanarak bir haftalik
depolama stirecinde glinlik, bir aylik depolama siirecinde ise haftalik periyotlarda ekimler
gerceklestirilmistir. Kontrol gurubu olarak emiilsiyon ilave edilmemis portakal suyu
kullanilmistir. TCAMB ve maya-kiif sayimlar1 gergeklestirilirken farkli depolama
stirelerinin uygulanma nedeni; ilk hafta olusabilecek TCAMB ve maya-kiif sayilarindaki
degisim sonuglarmin daha net goriilebilmesidir. Ayrica aylik depolama 6rneklerinin ilk bir
haftalik depolama siirecinde, her giin ekimlerin gerceklestirilmesiyle olusabilecek
kontaminasyon riskinin azaltilmasidir. Haftalik depolama siiresince TCAMB ve maya-kuf
sayimlarinin sonuglart Tablo 22 ve 23°te, aylik depolama siiresince TCAMB ve maya-kif

sayimlarinin sonuglari ise Tablo 24 ve 25°te verilmistir.

Tablo 22
Haftalik depolama siiresince portakal sularindaki TCAMB sayilar1 (log kob/mL)

Inkiibasyon siiresi
0. gln 1. gin 2.gln 3.gln 4. gln 5.gln 6. gun 7.gun
Kontrol  3,59+0,02  3,41+0,03 3,69+0,00 3,72+0,08 3,83+0,06 3,93+0,08 3,92+0,08  3,96+0,02
+4°C PSAP 3,60+£0,14  4,29+0,41  4,63+0,76  4,28+0,14  4,29+0,07 4,53+0,11  4,49+0,11 4,51+0,06
PSAZ 3,27+0,04 3,50+0,04  3,69+0,15 4,14+0,03 4,12+0,01  4,23+0,06  4,31+0,04  4,41+0,05
Inkiibasyon siiresi
0. giin 1. gln 2.gun 3. gin 4. gun 5. gin 6. gin 7. gun
Kontrol  3,60+0,07  4,83+0,09 4,93+0,02 5,61+0,29 6,46+0,13  6,64+0,15 7,16+0,01  8,43+0,18
+25°C PSAP 3,568+0,15 5,93+0,12  3,38+0,10 4,65+0,04 5,99+0,07 6,67+0,21  6,20+0,19  6,00£0,23
PSAZ 3,568+0,10  6,35+0,12  5,06+0,67 4,79+0,12  6,15+0,16  7,59+0,11 553+0,56  6,51+0,28
PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap zamki emulsiyonu

eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.

Emiilsiyon eklenen portakal sularinda ve kontrol grubunda yapilan TCAMB sayimlari
sonucunda (Tablo 22), +4°C’de depolanan 6rneklerde kontrol grubunda yedinci gunin
sonunda 0,37, PSAP grubunda 0,91, PSAZ grubunda 1,14 log’luk bir artis oldugu
gorulmektedir. +25°C’de depolanan 6rneklerde ise kontrol grubunda yedinci gliniin sonunda
4,83, PSAP grubunda 2,42, PSAZ grubunda 2,93 log’luk bir artis goriilmektedir.
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Tablo 23
Haftalik depolama siiresince portakal sularindaki maya-kiif sayilari (log kob/mL)

Inkiibasyon siiresi
0. gin 1. glin 2.gun 3.gun 4. gun 5. gin 6. gln 7.gln
Kontrol  3,78+0,08 3,56+0,04 3,6840,00 3,40+0,26  3,91+0,02  3,89+0,00 3,99+0,06  4,01+0,01
+4°C PSAP 3,42+0,07  3,94+0,17  4,25+0,11  4,30+0,14  4,26+0,17 4,50+0,09 4,33+0,21  4,73%0,20
PSAZ 3,44+0,08  3,72+#0,09 3,95+0,07 4,11+0,03 4,07+0,08 4,20+0,06 4,26+0,06  4,30+0,03
Inkiibasyon siiresi
0. gin 1. glin 2.gun 3.gun 4. gun 5. gin 6. glin 7. gln
Kontrol 3,76+0,06  4,10+0,01  4,77+0,07 4,13%0,04  6,62+0,01  7,24+0,49  6,54+0,07  7,86%0,15
+25°C  PSAP  361+0,09 504+0,14 3,26+057 5244006 5644036 5964026 6,03+0,18  5,69+0,34
PSAZ  366+0,13 4,32+0,28 4,31#0,19 536+0,33 597#0,12 5994033 553059  6,03+0,16
PSAP: Amilopektin emulsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap zamki emulsiyonu

eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.

Defne esansiyel yagi ile hazirlanmis mikroemiilsiyon eklenen portakal sularinda ve
kontrol grubunda yapilan maya-kif sayimlart sonucunda (Tablo 23), +4°C’de depolanan
orneklerde kontrol grubunda 7 giin sonunda 0,23, PSAP grubunda 1,31, PSAZ grubunda
0,86 log’luk bir artis goriiliirken; +25°C’de depolanan 6rneklerde ise kontrol grubunda 7 giin
sonunda 4,10, PSAP grubunda 2,08, PSAZ grubunda 2,37 log’luk bir artis goriilmektedir.
Amilopektin ve arap zamki eklenmis, +25°C’de depolanan portakal sularinda kontrol

grubuna gore maya-kiif gelisiminin azaldig1 saptanmustir.

Tablo 24
Aylik depolama siiresince portakal sularindaki TCAMB sayilari (log kob/mL)
Depolama sresi
0. gun 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Kontrol 3,75 + 0,03 6,73 £ 0,03 7,48 £ 0,0 6,07 + 0,03 6,38 £ 0,11
PSAP 3,86 £0,05 5,85+0,77 5,39 + 0,37 5,98 + 0,05 6,62 + 0,37
PSAZ  3,67+0,10 5,31+0,32 5,30+ 0,23 6,05 + 0,06 6,94 + 0,02
PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap zamki emulsiyonu
eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.

Defne esansiyel yagi ile hazirlanmis mikroemiilsiyon eklenen portakal sularinda ve
kontrol grubunda +4°C sicaklikta TCAMB sayimlar1 sonucunda (Tablo 24), emilsiyon
eklenen portakal sularinda ikinci haftaya kadar, kontrol grubuna gére TCAMB yiikiiniin az
oldugu goriilmektedir.
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Tablo 25
Aylik depolama siiresince portakal sularindaki maya-kiif sayilari (log kob/mL)
Depolama siresi
0. gln 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Kontrol 3,84 + 0,03 4,34 £ 0,00 6,66 + 0,02 5,68 £ 0,15 7,07 £0,17
PSAP  4,02+0,03 4,69 +0,18 5,25+0,49 4,18 £ 0,13 5,87 £ 0,37
PSAZ  3,53%0,20 4,67 £ 0,02 4,78 £ 0,08 5,76 £ 0,10 6,26 + 0,28
PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap zamki emulsiyonu
eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.

Defne esansiyel yagi ile hazirlanmis mikroemiilsiyon eklenen portakal sularinda ve
kontrol grubunda +4°C sicaklikta maya-kif sayimlart sonucunda (Tablo 25), kontrol
grubunda 4 hafta sonunda 3,23, PSAP grubunda 1,85, PSAZ grubunda 2,73 log’luk bir artis
gorilmektedir. Depolama sonunda gerceklestirilen sayimlar sonucunda her iki Ornek
grubunda da kontrol 6rnegine gore maya-kif sayilariin daha diisiikk oldugu goriilmiistiir.
Bir haftalik ve bir aylik depolama siiresince TCAMB ve maya-kiif sayilarindaki
dalgalanmalarin, calismalar aseptik kosullarda gercgeklestirilmesine ragmen, portakal
sularinda pastdrizasyon isleminin gerceklestirilmemesi ve portakal suyunun elde edildigi
portakallar iizerinde dogal mikroorganizma florasmin bulunmasindan kaynakli oldugu

distiniilmektedir.

4.5.6. Ucucu Bilesenler

Hazirlanan ornekler +4°C’de 1 ay depolanmis ve haftalik periyotlarda GC-MS
analizleri gergeklestirilmistir. Defne esansiyel yagi ile hazirlanmig mikroemiilsiyonlarin
eklendigi portakal sularinda ve kontrol grubunda (emdiilsiyon ilave edilmemis taze sikilmis
portakal suyu) ucucu bilesenler tanimlanip miktarlar1 belirlenmistir. Amilopektin ile
hazirlanmis mikroemulsiyonlarin eklendigi portakal suyunda ve kontrol grubunda belirlenen
ucucu bilesenler ve miktarlar1 Tablo 26’da, arap zamki ile hazirlanmis mikroemiilsiyonlarin
eklendigi portakal suyunda ve kontrol grubunda belirlenen ugucu bilesenler ve miktarlari

Tablo 27°de verilmistir.
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Tablo 26
Amilopektin emulsiyonu ilave edilen portakal sularinin depolama boyunca ugucu bilesenleri (ug/L)

RI Ugucu bilesenler Kontrol DAP
0. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta 0. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta

460 Ethanol 553+98 978448 1139+12 27124603 2954+145 511+74 625+46 593+329 1001+3 2668+555

577 Acetic acid, ethyl ester 127£17 206+46 1162+49 224642 246913 45+13 116+36 353194 47713 795262

731 3-Methyl-1-butanol 79+1 162+77 165+4 302+47 297+18 375 7722 101+16 153+25 517+127

735 2-Methyl-1-butanol 370 74+36 11142 193+32 193+12 15+2 275 32411 465 12732

800 Hexanal 522432 354+17 412+18 305+54 294+16 458+8 458+80 349+132 207+114 76+21

842 itBel;te”O'c acid, ethyl - 7,5 1243 1943 1442 13£0 2046 2616 1710 1316 820

846 Ethyl 2-methylbutyrate 24%2 14+7 18+3 16+4 151 16x4 19+4 14+7 13+4 8+3

926  Thujene - - - - - - - - - -

933  alpha-pinene 23+8 28+22 12+0 9+3 10+0 - - - - -

975  Sabinene - - - - - 19+3 - - - -

979 2-beta-pinene 14+4 28+22 205 160 26x1 378+15 242493 137+2 79+22 91+15

988 beta-Myrcene 164+75 108+14 65+13 51+16 54+2 463+104 495+121 237484 167+73 185+8

997 2,4-Heptadienal, (E,E)-  32+11 10+0 17+3 12+3 11241 42+5 32+3 14+5 6+3 29+1

1007  L-Phellandrene 9+2 165 2943 19+9 2248 68+4 76+19 65+5 3146 4048

1018  alpha terpinene - - - - - 176+4 234£73 137+6 69+12 11617

1026  m-cymene - - - - - 247+2 308+81 322+0 221182 199114

1033  Limonene 12413419 225371448 7866277 72021471 7857103 22597+332 235514411 141204429  10545+489  10720£102

1036  1,8-Cineole - - - - - 18623+172  17703+123  18439+80 14833+262 14776504

1059  gamma-terpinene - - - - - 407+8 511 +158 254142 183+51 26639

1086  alpha-terpinolene - - - - - 104+4 127433 1068 59+17 79+12

1091  Dehydro-p-cymen - - - - - 10+1 12+3 28+13 10+3 8+1

1105 Linalool L 54+15 41+9 41+0 4246 39+2 426+47 37713 374156 30371 300+18

1166  Pinocarvone - - - - - 705 51+1 37+6 217 9+3

1173  Linalyl propionate - - - - - - - - - -

1176  Borneol L - - - - - - - - - -

1184  4-Terpineol - - - - - 2402+129 2322+156 2493£115 19294349 1796+438

1193  Myrtenol - - - - - - - - - -

1197  alpha Terpineol 143+31 17792 145+4 158422 155+13 618+53 951+113 124543 1252+31 1571+383

1287  Endobornyl acetate - - - - - 31+0 24+3 19+3 16+4 18+3

1315  Pseudolimonene - - - - - 118+3 99+12 82+17 73+18 80+11

1349  alpha terpinenyl acetate - - - - - 1976+3 1671+20 1378+336 1229+343 13154235

1357  Neryl acetate - - - - - 20+0 13+1 12+2 9+2 9+2

1398  Methyl eugenol - - - - - 17617 177415 168+22 129426 87433

1499  Valencene 158474 142+50 111+20 11546 121+7 27575 186+11 133+75 110+63 112427
PSAP: Amilopektin emulsiyonu ilave edilmis portakal suyu, -: Belirlenememistir. Veriler “ortalama + standart” hata olarak verilmistir.
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Tablo 27

Arap zamki emiilsiyonu ilave edilen portakal sularinin depolama boyunca ugucu bilesenleri (ug/L)

RI Ugucu bilesenler Kontrol PSAZ

0. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta 0. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
460  Ethanol 553498 9784448 1139412 27124603 29544145 43516 622+7 688429 945+24 32994158
577  Acetic acid, ethyl ester 12717 206+46 1162449 2246442 2469413 37+2 9543 269+4 495+15 1437+1059
731 3-Methyl-1-butanol 79+1 162£77 165+4 302447 297+18 36x1 63+6 87+24 116+36 429+88
735  2-Methyl-1-butanol 370 74+36 111+2 193+32 193+12 1540 30+2 34+2 5416 165+11
800  Hexanal 522432 354+17 412+18 305454 294+16 385+7 501+93 3344157 228496 197+102
842 itBel;te”O'c acid, ethyl - 7,5 1243 1943 1442 13£0 1741 2945 1746 14£3 1243
846  Ethyl 2-methylbutyrate  24+2 1447 1843 1614 1541 1343 19+1 1541 1440 -
926  Thujene - - - - - 12+1 10+1 - - -
933  alpha-pinene 23+8 28422 1240 913 1040 205+12 236+31 12148 11047 124+8
975  Sabinene - - - - - 5+2 - - - -
979  2-beta-pinene 14+4 28422 2045 160 26x1 201+13 230+28 127+8 12249 1260
988  beta-Myrcene 164+75 108+14 65+13 51+16 5412 349+34 34727 235%10 190+24 2086
997  2,4-Heptadienal, (E,E)-  32%11 10+0 17+3 12+3 11241 3145 2740 10+4 7£2 42+18
1007  L-Phellandrene 9+2 1645 2943 1949 2248 61+2 754 49+3 4912 48+0
1018  alpha terpinene - - - - - 166+18 241+23 130+1 118+1 120+0
1026 m-cymene - - - - - 220+14 336+27 287434 308460 312+28
1033  Limonene 12413+419  22537+448  7866+277 720241471  7857+103 164124138  20469+188  12815+491 114424547  12647+945
1036  1,8-Cineole - - - - - 170264981 216914131 170494785  19368+738 213131466
1059  gamma-terpinene - - - - - 387+24 537+56 31027 264152 308+3
1086  alpha-terpinolene - - - - - 9415 139+15 87+4 89+4 96+1
1091  Dehydro-p-cymen - - - - - 7+1 13+2 9+2 16+4 1410
1105  Linalool L 54+15 41+9 41+0 4246 39+2 369+31 418+38 349+18 341+2 322+13
1166  Pinocarvone - - - - - 65+3 62+5 38943 262 14x2
1173 Linalyl propionate - - - - - 9542 122+10 93£1 91+4 81+5
1176  Borneol L - - - - - 14+0 13+4 16+1 19+1 20+1
1184  4-Terpineol - - - - - 2368196 2951+268 2479+59 2519+88 2376+81
1193  Myrtenol - - - - - 1241 1642 1142 21242 19+1
1197  alpha Terpineol 143+31 177492 14544 158+22 155413 560+18 1020+125 1089+354 1504161 1686+771
1287  Endobornyl acetate - - - - - 30+3 3243 2614 25+2 27+1
1315  Pseudolimonene - - - - - 118+12 124415 55443 10345 104+0
1349  alpha terpinenyl acetate - - - - - 1940+173 2116+258 1801+144 1734+65 1752+16
1357  Neryl acetate - - - - - 19+1 16+3 10+4 11+2 8+1
1398  Methyl eugenol - - - - - 158+112 22721 179+14 157+3 12648
1499  Valencene 158474 142+50 111+20 11546 121+7 218+46 208+27 122+7 101+8 109+1

PSAZ: Arap zamki emiilsiyonu ilave edilmis portakal suyu, -: Belirlenememistir. Veriler “ortalama + standart” hata olarak verilmistir.



Defne esansiyel yagi karakteristik 6zelligi olarak en yiiksek oranda 1,8-cineole ugucu
bilesenini igermektedir. 1,8-cineole bilesenini izleyen sirada alpha terpinyl acetate ve
sabinene ucucu bilesenleri gelmektedir.

Tablo 25 ve Tablo 26 incelendiginde defne esansiyel yagi mikroemiilsiyonu eklenmis
ve eklenmemis portakal sularinda yapilan GC-MS analiz sonuglarina gore limonene,
1,8-cineole, 4-terpineol, alpha terpinyl acetate ugucu bilesenlerinin diger bilesenlere oranla
daha yiiksek oranda oldugu saptanmustir. Kontrol érneklerinde (taze sikilmis portakal suyu)
1,8-cineole, 4-terpineol ve sabinene ucgucu bilesenine rastlanmamistir. Amilopektin
emdulsiyonu eklenen portakal suyunda (PSAP) depolamanin sifirinci giiniinde 1,8-cineole
ucucu bilesen oram1 %32,32 iken, dérduncu hafta sonunda %32,52 olarak belirlenmistir.
Arap zamki emdilsiyonu eklenen portakal suyunda (PSAZ) depolamanin sifirinci giiniinde
1,8-cineole ugucu bilesen oram1 %34,63 iken, ddrdiincli hafta sonunda %38,80 olarak
belirlenmistir. Orneklerde depolama siiresi boyunca 1,8-cineole miktarinda biiyiik bir
degisiklik gozlemlenmemistir. Amilopektin emdlsiyonu eklenen portakal suyunda (PSAP)
depolamanin sifirinci giintinde alpha terpinyl acetate oran1 %3,47, 4-terpineol orani %4,19
iken, dordunct hafta sonunda alpha terpinyl acetate oran1 %3,04, 4-terpineol oran1 %4,10
olarak belirlenmistir. Arap zamki emulsiyonu eklenen portakal suyunda (PSAZ)
depolamanin sifirinei gilintinde alpha terpinyl acetate oran1 %3,94, 4-terpineol oran1 %4,82
iken dordlnci hafta sonunda alpha terpinyl acetate oran1 %3,19, 4-terpineol oran1 %4,33
olarak belirlenmistir. Sabinene ugucu bileseni orani, sifirinci giinde PSAP 6rneginde
%0,034 iken, PSAZ o6rneginde %0,009 oraninda belirlenmistir. Sabinene bileseni PSAP ve
PSAZ orneklerinde depolamanin sadece basinda (0. giin) belirlenmistir. Diger bilesenlere
gore daha yiiksek bir orana sahip olan, defne esansiyel yaginin karakteristik ugucu bileseni
olmayan limonene ugucu bileseninin portakal suyu kaynakli oldugu diistiniilmektedir.
limonene ugucu bilesen orani kontrol grubunda sifirinci giinde %57,62 iken, dordincu hafta
sonunda %36,40; PSAP grubunda sifirinc1 giinde %39,00 iken, dérdiinct hafta sonunda
%25,17; PSAZ grubunda sifirinc1 giinde %33,33 iken, dordunci hafta sonunda %22,99
olarak belirlenmistir. Qiao ve ark. (2008) Jinchen tatli portakal (Citrus sinensis L.) Gzerine
yapmis olduklar1 ¢alismada, gergeklestirdikleri GC-MS analizine gére portakal suyunda
belirledikleri ucucu bilesenlerin  %77,80’in1  limonene bileseninin  olusturdugunu
saptamiglardir. Cuevas ve ark. (2017) ise yapmis olduklar1 ¢alismada portakal suyunda en

yiiksek oranda limonene bileseninin oldugunu saptamislardir.
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4.5.7. Duyusal Analiz Sonuclari

Defne esansiyel yagi ile hazirlanan mikroemilsiyonlar portakal suyuna eklenerek
tanimlayict duyusal analizleri gergeklestirilmistir. Mikroemulsiyon eklenmis portakal sulari,
emiilsiyon eklenmemis ve sadece stabilizor (amilopektin ve arap zamki) ile hazirlanan
cozeltilerin eklendigi portakal sulari egitimli panelistlere karisik olarak sunulmustur.
Mikroemdlsiyon eklenmemis taze sikilmis portakal suyu kontrol grubu olarak kabul edilmis
ve defne esansiyel yagi iceren ve icermeyen emiilsiyonlarin eklendigi portakal sular ile
karsilastirilmistir. Defne esansiyel yagi kullanilarak elde edilmis emiilsiyonlarin portakal

suyuna ilavesi (%0,5) ile gergeklestirilmis duyusal degerlendirme sonuglar1 Tablo 28’de

verilmigtir.

Tablo 28

Emulsiyon ilave edilen portakal sularinda duyusal degerlendirme sonuglari
Ornek | Tath Eksi Act Ciceksi Regine Sitrus Mentol Burukluk | Aftertaste*
PS 3408 | 5405~ | 09+04% | - 2125~ | 80%36~ | 0,104° | 0,7+0,6"

PSY 3,1+0,58 5,5+0,74 1,440,658 3,2+0,6" 1,5+0,6" 6,4+0,6" 3,3+1,0 1,1+0,64 | 0,3+0,4®
PS1 4,0+0,5% 3,3+0,9¢ 0,4+0,4¢ > 2,0+0,7% 7,1+0,9% 0,1+0,0¢ 0,8+0,6% | -

PS2 3,3+0,9"® | 4,1+0,55¢ | 0,6+0,4° - 1,0£0,8* 6,5+1,14 - 0,8+0,4*
PSAP | 3,3#0,6® | 53+05" 1,3+0,58 1,8+0,8° 1,5+0,6" 7,0£0,5% 1,540,5° 1,440,64 | -
PSAZ | 2,9+0,78 4,8+0,6"% | 2.4+0,5" 3,9+0,8% 1,6+0,6" 6,1+0,74 3,4+0,7% 1,4+0,7% | 1,1+0,8*

A€ Ayni siitunda farkl biiylk harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemlidir
(P<0,05). PS: Portakal suyu, PSY: Portakal suyu + esansiyel yag, PS1: Portakal suyu +
amilopektin c¢ozeltisi, PS2: Portakal suyu + arap zamki ¢ozeltisi, PSAP: Portakal suyu +
amilopektin emulsiyonu, PSAZ: Portakal suyu + arap zamki1 emiilsiyonu, *Kalic1 agiz hissi,
-: Belirlenememistir. Veriler “ortalama + standart hata” olarak verilmistir.

Defne esansiyel yagi ile hazirlanan mikroemilsiyon eklenmis portakal sularinin
buzdolab1 kosullarinda bir ay depolanmasi slresince de (sifirinct giin dahil) haftalik
periyotlarda  tanimlayict  duyusal analizleri  egitimli  panelistler  tarafindan
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak emiilsiyon eklenmemis taze sikilmis portakal
sular1 kullanilmistir. Depolama siiresince portakal sularmin duyusal 6zelliklerindeki

degisimler Tablo 29°da verilmistir. Tlketici testi sonuglari ise Tablo 30°da verilmistir.
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Tablo 29

Emulsiyon ilave edilen portakal sularinin depolama siiresince duyusal 6zelliklerindeki

degisimler
Depolama siresi
0. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
= Kontrol 4,330,214 3,67+0,33A% 2,250,174 1,58+0,1585¢ 1,08+0,084¢
5 PSAP  4,04+0,20% 3,96+0,38%2 2,71+0,187 3,25+0,20A% 0,13+0,165¢
PSAZ  4,00+0,26" 4,040,337 3,04+0,21A% 2,790,248 0,46+0,135¢
0. gin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
= Kontrol  5,00+0,3442 5,08+0,2742 5,42+0,15% 3,08+0,08" 5,17+0,1782
25 PSAP 5,42+0,34A% 4,71+0,35° 4,88+0,29° 3,4610,16° 7,63+0,2442
PSAZ 5,080,297 4,50+0,38A 4,71+0,32A¢ 3,33%0,174¢ 6,67+0,36%¢
0. gln 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
~ Kontrol - 1,17+0,3882 1,25+0,1182 1,1740,1782 0,42+0,28°
& PSAP 2,50+0,2242 2,42+0,35% 2,00£0,1742 2,17+0,26% 2,71£0,14%
PSAZ 2,080,107 1,920,178 1 96+0,19°% 2,33£0,18% 3,330,294
0. glin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
Z Kontrol 0,920,088 0,58+0,3852 - - -
3. PSAP  4,21+0,32% 2,210,174 2,420,167 2,290,307 1,750,107
& PSAZ  3,75+0,38" 2,33+0,25%° 2,210,147 2,040,227 1,42+0,16"°
0. gin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
o) Kontrol  1,00+0,13A%® 1,25+0,40%2 1,50+0,18% 1,58+0,2742 0,75+0,115°
> PSAP 2,13+0,19% 2,75+0,18%2 2,33+0,18% 2,750,134 2,210,074
o PSAZ  2,29+0,25 3,080,262 2,380,197 2,13+0,23% 2,17+0,13%
0. gin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
» Kontrol 8,170,174 7,500,344 6,00£0,264° 3,92+0,084° 2,92+0,274¢
g PSAP 5,75+0,18B2 6,50+0,25482 5,500,194 4,79%0,264 3,04+0,144¢
n PSAZ  5,92+0,185 5,96+0,2282 5,67+0,20A% 4,50%0,174 2,67+0,394°
0. gin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
S Kontrol - 0,25+0,11B2 - 0,670,174 0,250,174
3 PSAP 1,75+0,314® 2,33+0,20%2 0,960,114 1,08+0,164% 0,59+0,114¢
= PSAZ 1,58+0,45% 1,54+0,2442 1,38+0,07A% 0,98+0,12A% 0,50+0,124
« 0. gin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
= Kontrol  0,83+0,118° 0,17+0,115° 1,25+0,214% 2,08+0,0842 0,17+0,115°
2 PSAP 2,04+0,21A% 1,500,224 1,88+0,114% 2,040,187 2,71£0,33%
@ PSAZ  2,04+0,16%% 1,710,187 1,54+0,107° 1,88+0,184 2,42+0,28%
* 0. gin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
2 Kontrol ~ 0,58+0,088 - - - -
5 PSAP 2,63+0,2442 1,830,234 1,96+0,13A% 1,79+0,204 1,460,174
‘E PSAZ  2,04+0,20" 1,92+0,23A 1,38+0,164% 1,58+0,194 1,13+0,187°
0. glin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
c £ Kontrol - - 4,830,174 1,92+0,084° 2,000,184
>3 PSAP - - 2,290,148 2,250,274 1,13+0,23%
O2 psaz - - 1,29+0,17% 2,040,167 1,92+0,15%
0. glin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
5o Kontrol - - - - 0,25+0,11"
=5 PSAP - - - 0,48+0,165° 4,790,324
—~ PSAZ - - - 1,13+0,147° 4,17+0,36"°
0. glin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
S S Kontrol - - 1,83+0,114¢ 3,92+0,134 5,000,114
= g PSAP - 0,17+0,17¢ 0,63+0,208° 0,92+0,1482 0,44+0,135°
< PSAZ - - 0,33+0,138° 1,83+0,138 0,86+0,135°

A€ Ayni siitunda farkl biiyiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Gnemlidir
(P<0,05). *¢ Aymi satirda farkli kii¢iik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemlidir (P<0,05). PSAP: Amilopektin emilsiyonu ilave edilmis portakal suyu,
PSAP: Arap zamki emdilsiyonu ilave edilmis portakal suyu, *Kalici agiz hissi.
Veriler “ortalama * standart hata” olarak verilmistir.
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Tablo 29’da verilen sonuglar incelendiginde, oOzellikle emiilsiyon ilave edilmis
portakal sularinda kalic1 agiz hissi (aftertaste) degerlerinin kontrol 6rnegine (emulsiyon ilave
edilmemis portakal suyu) gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica tiim orneklerde
depolamanin ilk haftasinda alkol/maya degeri belirlenememisken, depolamanin ilerleyen
stireglerinde alkol/maya degerlerinde artis gozlemlenmistir. Bu durumun, Tablo 25’de
verilen verilere gore, kontrol grubunda ve 6rnek grubunda depolamaya bagli olarak maya
sayisindaki artis ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Ayrica Tablo 26 ve Tablo 27
incelendiginde depolama suresi ilerledikce kontrol ve 6rnek grubunda, etanol miktarinda

artis oldugu goriilmektedir.

Tablo 30
Emudilsiyon ilave edilen portakal sularinin tiiketici testi sonuglari
Ornek Goriiniis Kivam Tat/Koku Begeni Sirasi
Kontrol 6,87 0,214 6,81 +0,20% 6,70 = 0,224 1,298
PSAP 5,94 + 0,225 5,61 + 0,225 3,85 +0,24° 2,39%
PSAZ 6,26 +0,22°8 594 +0,24"8 4,41 +0,26° 2,324

AB Ayni siitunda farkli biiylk harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar énemlidir
(P<0,05). PSAP: Amilopektin emiilsiyonu eklenmis portakal suyu, PSAP: Arap zamki
emiilsiyonu eklenmis portakal suyu. Veriler “ortalama + Standart hata” olarak verilmistir.

Tuketici degerlendirmelerine gore, portakal suyu Ornekleri, goriiniis ve kivam
acisindan istatistiksel olarak kontrol grubu PSAZ 6rnegi ile benzerlik gosterirken, PSAP
ornegi ile farklilik gostermistir. Tat ve koku agisindan ise kontrol grubu diger gruplardan
istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Benzer sekilde, begeni siralamasinda da ilk siray1
kontrol alirken diger gruplar arasinda farklilik saptanmamistir. Defne esansiyel yagi ile
hazirlanan emiilsiyonlarin portakal suyuna ilavesi ile gerceklestirilen tiiketici begeni
siralamasinda tiiketicilerin emiilsiyon ilave edilmis portakal suyunu tercih etmeme nedeni,
emilsiyonlarda defnenin karakteristik aroma bilesenlerinin baskin olmas: ve tuketicilerin
aligkin oldugu taze sikilmig portakal suyu tadinda meydana getirdigi degisilik olarak

diistiniilmektedir.
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BOLUMS5
SONUC VE ONERILER

Esansiyel yaglar bitkilerin yaprak, meyve, dal vb. kisimlarindan elde edilen dogal
ucucu bilesenlerdir. Iglerinde birgok biyoaktif bilesen bulunmaktadir ve antifungal,
antioksidan, antimikrobiyal vb. 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir. Suda ¢éziinmeyen ve
yiiksek ucuculuk 6zellikleri ile kararli olmayan yaglardir. Cevresel faktorlerden (sicaklik,
151k, nem vb.) oldukca etkilenen esansiyel yaglarin biyoaktif ozelliklerinden verimli bir
sekilde yararlanabilmek ve ¢odzliniirliiklerini artirmak amaciyla nano veya mikroemulsiyon
halinde kullanimlar1 daha uygun bulunmaktadir. Ayrica bu sekilde emiilsiyon haline
getirilen esansiyel yaglarin biyoyararliliginin da arttigi bilinmektedir. Emiilsiyon haline
getirilmis esansiyel yaglar mikroorganizmalarin membranlarindaki lipit yapilarini bozarak
hiicre i¢i bilesenlerin disar1 sizmasina olanak saglamaktadir.

Bu ¢alismada Hatay bolgesinde yetistirilen defne bitkisinin Laurus nobilis L. tirinden
elde edilen esansiyel yaglar, nano veya mikroemulsiyon haline getirilerek esansiyel yaglar
kararli hale getirmek amaglanmistir. Emiilsiyon formiilasyonlariyla kararli hale getirilen
defne esansiyel yaginin aromatik, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmistir.
Ayrica hazirlanan emiilsiyonlar taze sikilmig portakal sularina ilave edilerek +4°C’de bir ay
boyunca depolanmig ve depolama suresince haftalik periyotlarda antioksidan,
antimikrobiyal, aromatik ve duyusal 6zelliklerinin ortaya konmasi hedeflenmistir.

Defne yapraklari kuru olarak temin edilmis ve nem igerigi %7,72, kil icerigi %4,34
olarak belirlenmistir. Esansiyel yag eldesinde kisa silire avantaji ile yiiksek verimde ve
nitelikli esansiyel yag iiretimi i¢in Mikrodalga Destekli Clevenger Cihazi kullanilmistir.
Elde edilen esansiyel yaglarla kararli emiilsiyonlar elde etmek i¢in Optimizasyon ¢alismalari
gerceklestirilerek, emiilsiyonlarin pargacik boyutunu belirlemek amaciyla DLS dlglimleri
gerceklestirilmistir. Defne esansiyel yagi ile elde edilen farkli stabilizérlerle hazirlanmis
emiilsiyonlarda DLS ol¢iimlerinde parcacik boyutu agisindan en diisiik sonuglari veren
emdulsiyonlar amilopektin ve arap zamki ile hazirlanan emiilsiyonlar olmustur. Defne
esansiyel yagi ile hazirlanan, parcacik boyutlar1 328-567 nm arasinda degisen, amilopektin
ve arap zamki emiilsiyonlarinda iki aylik depolama siiresince gergeklestirilen DLS
Olcimlerine gore +25°C’de depolanan emiilsiyonlarin +4°C’de depolanan emdlsiyonlara

gore daha diisiik parcacik boyutuna sahip oldugu ve daha stabil oldugu belirlenmistir.
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Amilopektin emilsiyonunun antioksidan aktivitesi 0,93 mM troloks/mL 6rnek iken
arap zamki emiilsiyonunun antioksidan aktivitesi 1,19 mM troloks/mL 0Ornek olarak
saptanmistir. Defne esansiyel yagi ve emiilsiyonlarinin antimikrobiyal etkisinin
belirlenmesinde, Gram negatif bakteriye olan etkisini gérmek amaciyla Escherichia coli
ATCC 25922, Gram pozitif bakteriye olan etkisini gérmek amaciyla ise Staphylococcus
aureus ATCC 6538 referans suslart kullanilmistir. Ham defne yagmin Staphylococcus
aureus ATCC 6538 referans susuna karsi inhibe edici etkisinin Escherichia coli ATCC
25922 referans susuna gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Amilopektin ve arap zamki
stabilizorleri kullanilarak formiile edilen emiilsiyonlarda E. coli Uzerine inhibe edici etki,
ham defne yagina gore daha yiiksek olarak belirlenmistir. Emiilsiyonlarin S. aureus (izerine
inhibe edici etkisinin ise ham defne yagina gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Defne
esansiyel yaginda ve emiilsiyonlarda belirlenen en yuksek konsantrasyondaki ugucu
bilesenler 1,8-cineole, sabinene, 4-terpineol, alpha terpinyl acetate olarak saptanmis ve en
yiilksek orana sahip ugucu bilesenin 1,8-cineole oldugu belirlenmistir. Duyusal
degerlendirmede ise yuksek oranda mentol aromasinin oldugu saptanmustir.

Gida uygulamasi olarak emulsiyonlar portakal suyuna ilave edilmis ve bir aylik
depolama yapilarak haftalik periyotlarda antioksidan 6zellikleri, GC-MS ile ucgucu
bilesenleri ve duyusal 6zellikleri belirlenmistir. Ayrica E. coli ve S. aureus (zerine olan
antibakteriyal etkiyi belirlemek amaciyla inaktivasyon kinetigi analizi gerceklestirilmistir.

Antioksidan aktivite analiz sonuglarina gore emiilsiyon ilave edilmis portakal suyu
ornekleri kontrol grubuna (emiilsiyon ilave edilmemis portakal suyu) gore yuksek
antioksidan aktivite gostermistir (0. gin). Amilopektin emulsiyonu ilave edilen portakal
suyunda kontrol grubuna gore antioksidan aktivite %30’luk bir artis gosterirken, arap zamki1
emulsiyonu ilave edilen portakal suyunda kontrol grubuna goére antioksidan aktivite
%34°liik bir artig gdstermistir. Bir aylik depolama sonucunda ise amilopektin emiilsiyonu
ilave edilen portakal suyu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamis
ancak arap zamki emiilsiyonu ilave edilen portakal suyu ile kontrol grubu arasinda énemli
fark oldugu saptanmistir. Depolama sonucunda kontrol grubunun antioksidan aktivitesi 2,23
mM troloks/mL oOrnek iken, amilopektin emiilsiyonu ilave edilmis portakal suyunun
antioksidan aktivitesi 2,54 mM troloks/mL 6rnek, arap zamki ilave edilmis portakal suyunun
antioksidan aktivitesi ise 3,49 mM troloks/mL 6rnek olarak belirlenmistir. Portakal suyu
uygulamasinda gergeklestirilen GC-MS sonuglarina gére emiilsiyon ilave edilmis portakal
sularinda, defnenin karakteristik ugucu bileseni olan 1,8-cineole bileseni en yiiksek oranda

belirlenmistir. Emiilsiyon ilave edilmemis portakal suyunda ise 1,8-cineole bileseni

76



belirlenememistir. Duyusal degerlendirmede, emiilsiyon ilave edilmis portakal sularinda,
kontrol grubuna gore, recine ve mentol aromalar1 yliksek oranda saptamistir. Ayrica
esansiyel yag kaynakli kalic1 agiz hissi emiilsiyon ilave edilmis portakal sularinda kontrol
grubuna gore yiiksek oranda bulunmustur. Defne esansiyel yagi ile hazirlanan
emiilsiyonlarin eklendigi portakal sularinda tiiketici testi de uygulanmistir ve tiiketici testi
sonuglarina gore, tat-koku agisindan en yiiksek puani kontrol grubu almistir. Benzer sekilde,
begeni sirasinda da ilk siray1 kontrol alirken emulsiyon ilave edilen portakal sular1 arasinda
farklilik saptanmamastir.

Gergeklestirilen inaktivasyon kinetigi sonuglarina gére kontrol grubunda inkibasyon
sliresince +4 ve +25°C’de, E. coli ve S. aureus suslarinda gelisme gozlemlenirken
amilopektin ve arap zamki emiilsiyonu ilave edilen portakal sularinda inhibe edici etkinin
oldugu saptanmistir. Amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlarinda inhibe edici etkinin
benzer oldugu belirlenmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda emiilsiyon eklenmis portakal sularinda her iki
stabilizor icin de (amilopektin ve arap zamki) antioksidan kapasitenin ve antimikrobiyel
aktivitenin yiiksek oldugu gorilmektedir. Emiilsiyonlar {izerine yapilan ¢alismalarda genel
olumsuzluk emiilsiyon stabilitesinin saglanamamasi olmustur. Ileride farkl: stabilizorlerle
hazirlanan nano/mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin optimizasyonu Uzerine de calismalar
yapilarak nanoteknolojinin gidalarda kullanilabilirligi artirilabilir ve hizli bozulabilen taze
meyve ve sebzeler, taze sikilmig meyve sulari, bazi et tiriinleri gibi gidalara uygulamalar
sonucu etkileri incelenebilir.

Sonug olarak bu calismada, yiiksek antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
esansiyel yaglarin mikroemiilsiyonlarla kararli hale getirilerek taze gidalarda daha etkin ve
gida giivenligi icin kullanilan kimyasal koruyuculara karsi dogal alternatifler olarak

kullanilabilirligi ortaya konmustur.
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EKLERI



Ek 1. Defne esansiyel yagi ile hazirlanan amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlari

Amilopektin




Ek 2. Amilopektin ve arap zamki emiilsiyonlart DLS 6l¢iim grafigi
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Ek 3.

Absorbans

Ek 4.

% Inhibisyon

Toplam fenolik madde analizinde kullanilan gallik asit standart egrisi
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Ek 5. Defne esansiyel yag1 antibakteriyal aktivite (agar disk diflizyon)




Ek 6. GC-MS Kromatogram
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Ek 7. Duyusal degerlendirme formu

Panelist bilgileri Tarih:
Isim: Yas: Cinsiyet

Ornek Kodu

Terimler

Tath

Eksi

Aci

Bite (Isirici)

Ciceksi

Regine

Sitrus

Mentol

Burukluk

Olgun Meyve

Alkol/Maya

Aftertaste

Liitfen puanlama yaparken 10 puanlik skala tizerinden degerlendirme yapiniz.
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Ek 8. Duyusal degerlendirme

VIl






Ek 9. Tlketici testi formu

Panelist Bilgileri

Cinsiyet:

Hig begenmedim
Gorliniis 1 2
Kivam 1 2
Tat/Koku 1 2
Gorliniis 1 2
Kivam 1 2
Tat/Koku 1 2
Gorliniis 1 2
Kivam 1 2
Tat/Koku 1 2

Yas:

3
3

Ne begendim
Ne begenmedim
4 5
4 5
4 5
4 5
4 5
4 5
4 5
4 5
4 5

Tarih:
Cok fazla begendim  Ornek Kodu
7 8 9
7 8 9
7 8 9
7 8 9
7 8 9
7 8 9
7 8 9
7 8 9
7 8 9

Liitfen tadim yaptiZiniz 6rnekleri begeni siraniza gore siralaymiz.

(1:¢ok begendim, 3:begenmedim)




Ek 10. Tuketici testi
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