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Bu calismada zeytin yapragindan fenolik bilesenler ultrasonik destekli yontem ile ekstrakte edilerek ¢6zgen
tipi (etanol ve etil asetat); katt/¢ozgen orant (1:10, 1:15 ve 1:20 (a/h)); ¢dzgen:su konsantrasyonu (90:10
(h/h), 80:20 (h/h), 70:30 (h/h)) belitlenmistir. En yiksek ekstraksiyon verimi, toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasite degetleri; 1:20 (a/h) kat/¢ozgen orant ve %90:10 (h/h) etanol-su karisimi kogullarinda
belirlenmistir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminde; sicaklik, siire ve ultrasonik genligin ekstraksiyon
verimi, Box Behnken deney tasarimi kullanilarak, toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite tizerine etkisi
incelenerek, optimum stire 5.31 dak, sicaklik 39.27°C ve genlik %40.51 olarak belirlenmistir. Daha sonra
ekstraktlar iyonik jelasyon yontemiyle enkapsiile edilmis, ekstrakt konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu
ve bekleme siiresi CCRD deney tasarimi kullanilarak enkapsiilasyon etkinligi ve toplam fenolik madde
tzerine etkisi optimize edilmistir. Enkapsiilasyon isleminde optimum ekstrakt konsantrasyonu %1.04,
kitosan konsantrasyonu %00.5 ve bekleme stiresi ise 11.24 dak olarak saptanmustir. Enkapstlasyon isleminin
ekstraktin act tat ve aromasini baskiladigt ve fonksiyonel gida amactyla tretilen kefir icerisine eklenen
kapstillerin laktik asit bakterilerini (LAB) inhibe edici etkisinin olmadig1 saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Zeytin yapragy, fenolik bilesenler, ultrasonik destekli ekstraksiyon, iyonik jelasyon, kefir

ENCAPSULATION OF OLIVE LEAF EXTRACT OBTAINED BY ULTRASONIC-
ASSISTED EXTRACTION METHOD AND USE IN KEFIR BEVERAGE

ABSTRACT
In this study, the extraction of phenolic compounds from olive leaves by ultrasonic assisted method
and the solvent type (ethanol and ethyl acetate); solvent: water concentration (90:10 (v/v), 80:20
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(v/v), 70:30 (v/v)) and solid/solvent ratio (1:10, 1:15 and 1:20 (w/v)) were determined. The highest
extraction yield (%), total phenolic content and antioxidant capacity values were determined for 1:20
(w/v) solids/solvent ratio and 90:10% (v/v) ethanol-water mixture. In the ultrasonic assisted
extraction method; The effects of temperature, time and ultrasonic amplitude on extraction
efficiency, total phenolic substance and antioxidant capacity were investigated using Box Behnken
experimental design, and optimum time was determined as 5.31 min, temperature 39.27°C and
amplitude 40.51%.Then, the oleuropein-rich extract was encapsulated using the ionic gelation
method, and the effects of extract concentration, chitosan concentration and waiting time on the
encapsulation efficiency and total phenolic content were optimized using CCRD experimental design.
In the encapsulation process, the optimum conditions were determined as 1.04%, the extract
concentration; 0.5%, the chitosan concentration and 11.24 min, the waiting time. In addition, it was
determined that microcapsules added to kefir produced for functional food did not show an

inhibitory effect on LAB bacteria and suppressed the bitter taste and aroma of the extract.
Keywords: Olive leaf, phenolic compounds, ultrasonic assisted extraction, ionic gelation, kefir

GIRIS
Akdeniz bolgesinin en énemli bitkilerinden birisi
olan zeytin, icerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde
sagligin korunmasinda ve kronik hastaliklarin
6nlenmesinde biiyiik rol oynamaktadir (Vural vd.,
2021). Zeytin agirhginin %10’unu olusturan zeytin
yapragi, zeytinin toplanmasi, budanmasi ve
zeytinyagina islenmesi sirasinda yan urun/atik
urin olarak olugsmakta, hayvan yemi olarak
kullanilmasinin yant sira son yillarda, icerdigi
yuksek miktarda biyoaktif bilesenler sebebiyle
dikkat cekmektedir (Kili¢, 2020; Arslan vd., 2021).
Zeytin yapragi, fenolik bilesikler, flavonoidler ve
sekoiridoitler agisindan zengin olup, katma degeri
yiksek, ucuz biyoaktif hammadde kaynagt olarak
kabul edilmekte (Sahin vd., 2018; Tarchoune vd.,
2019; Gur vd., 2020), bu 6zelligi ile gida ve ilag
endustrisinde buytk ilgi gérmektedir. Ayrica,
zeytin yapragl ekstraktlar;, dogal antioksidan
olarak gidalarin muhafazasi ve biyoaktif gidalarin
Uretimi icin buyltk bir potansiyel sunmaktadir
(Lama-Mufioz vd., 2019; Botjan vd., 2020).
Zengin bir polifenol kaynag: olarak dikkat ¢eken
zeytin yapragl, antiinflamatuar, antimikrobiyal,
antiviral, antikanser ve ayrica kardiyovaskiiler,
néroprotektif ve hepatoprotektif etkiler ile saglik
tizerine 6nemli faydalar gostermektedir (Temur ve
Temiz, 2018; Danahaliloglu vd., 2018; Glirbuz ve
Ogiit, 2018; Medina vd., 2019; Yin vd., 2019;
Bayram vd., 2020; Kaya ve Demir 2020, Salik ve
Cakmake¢t 2021). Zeytin yapraginda en yiksek
oranda bulunan fenolik bilesik olan oleuropein
sekoiridoit ad: verilen gruba ait olup, bu biyoaktif
Ozelliklerden sorumlu ana bilesiktir (Lama-Mufioz
vd., 2019; Markhali vd., 2020). Oleuropein zeytin

ve zeytinyaginin aciigindan sorumlu bilesik olup,
olgunlasmamus zeytinde meyve agirhiginin yaklasik
%2’si oraninda bulunmakta ve olgunlagsmayla
birlikte azalmaktadir (Acar-Tek ve Agagiindiiz,
2020; Kaya ve Demir, 2020). Ayni zamanda
zeytinyaginda %0.005-0.12 ve zeytin
yapraklarinda ise %1-14 oraninda bulunmaktadir
(Irakli vd., 2018; Ar1, 2022).

Son yillarda, zeytin yapraginda bulunan biyoaktif
molekiillerin 6zellikle ana bilesen olan oleuropein
ekstraksiyonu  Uzerine  ¢alismalar  artmustir.
Bitkilerden biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu
genellikle geleneksel ¢6zgen ekstraksiyon yontemi
kullanilarak  gerceklestirilmektedir. Ancak bu
yontem, bazt degerli bilesiklerin kaybina, diisiik
ekstraksiyon  verimlerine, ekstraksiyon
strelerine ve yilksek enerji tiketimine neden
olabilmektedir (Cifa vd., 2018; Albero vd., 2019).
Son yillarda, ekstraksiyon stresini kisaltmak,
verimi artirmak ve daha az ¢6zgen kullanmak
amaciyla yeni ve yesil ekstraksiyon tekniklerinin
gelistirilmesine ilgi artmistir (Chemat vd., 2019).
Mikrodalga destekli ekstraksiyon, basinglt sivi
ekstraksiyonu ve stperkritik sivi ekstraksiyon
teknikleri  zeytin  yapragindan  oleuropein
ekstraksiyonu icin kullanilan  gelismis  yesil
yontemlerdir. Ancak bu yontemlerin cogu ylksek
basing altinda calisilan ve yitksek enerji maliyeti
gerektiren yontemlerdir. Bu nedenle etkin ve
distik maliyetli bir ekstraksiyon yontemi olarak
ultrasonik  destekli  ekstraksiyon  yontemi,
ekstraksiyon stiresini ve ¢ézgen miktarint azaltma
ve ayrica biyoaktif bilesiklerin geri kazanimlarini
artirma potansiyeline sahip bir teknik olarak

uzun
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karsimiza  c¢tkmaktadir  (Irakli  vd., 2018).
Ultrasonik destekli ekstraksiyon sistemlerinde,
Ornege uygulanan frekanslarla akustik titresimler
olusmakta ve bu titresimler icinden gectigi stvida
kavitasyon meydana getirerek stvi ortamda ¢ok
sayida kiicik kabarciklar tretilmesine ve bu
sayede 6rnegin mekanik olarak sarsilmasina neden
olarak partikiillerin kopmasi1 saglamaktadir
(Kumar vd., 2021). Olusan bu kavitasyonlar
sayesinde kitle transferi ve hiicre ici maddelerin
ekstraksiyon ortamina salinimi  artmaktadir.
Zeytin yapragindan oleuropein ekstraksiyonunun
gerceklestirildigi bir ¢alismada ultrasonik destekli
ekstraksiyonun geleneksel ¢cozgen
ekstraksiyonuna gére daha hizl, basit ve verimli
oldugu bulgulanmustir (Cifa vd., 2018). Bununla
birlikte, ekstraksiyon maliyetlerini azaltarak ve
fonksiyonel aktivitelerini koruyarak biyoaktif
bilesiklerin verimini artirmak icin ekstraksiyon
kosullarinin ~ optimize edilmesi O6nem  arz
etmektedir.

Gida, ilag ve kozmetik sektotlerinde bitkilerden
elde edilen dogal ekstraktlara olan ilgi son yillarda
artmis olup, bu ekstraktlar fonksiyonel gida
tretiminde kullanilabilmektedir (Cifa vd., 2018).
Oleuropeinin yant sira biyofenollerce zengin
zeytin yapragl ekstraktlar, besinsel Ozellikleri
artirllmis,  antimikrobiyal ~ ve  antioksidan
Ozellikleriyle raf 6mrii uzatilmis fonksiyonel gida
formilasyonlarinda dikkat ¢ekmektedir. Bununla
bitlikte coztintrluklerinin diistik olmast, 1s1, 151k ve
pH gibi cevresel kosullara duyarli olmasi, aynt
zamanda kétd tat ve aromaya sahip olmalart
kullanimlarint kisitlamaktadir (Gingér vd., 2022).
Bu maddelerin cozunurluklerini ve
biyoerisilebilirliklerini arttirmak amactyla farklt
enkapsiilasyon  yontemleri  kullanidmaktadir
(Tavakoli vd., 2018; Gonzalez-Ortega vd., 2021).
Puskiirtmeli  kurutma/sogutma,  dondurarak
kurutma, koaservasyon ve iyonik jelasyon gida
bilesenlerinin kaplanmast icin yaygin kullanilan
yontemlerdir  (Aydin  ve  Unlitel, 2021).
Nanokapstiilleme-mikrokapstlleme  tekniklerin-
den biri olan iyonik jelasyon ydntemi, polimer
cozeltisi ile aktif madde homojenize edilerek
siringa yardimiyla kiiresel jel partikiilleri elde
etmek amactyla dagitict faza (CaCly gibi)
damlatilarak  gerceklestirilmektedir. Damlatma

metodu  kalsiyum-aljinat  taneciklerinin  elde
edilmesinde kullanilan bir metot olup, c¢apraz
baglanma CaCl, molekilindeki kalsiyum ile
sodyum aljinat molekilindeki sodyumun
baglanmasi prensibine dayanmaktadir. Bu yéntem
uygulanabilirligi kolay, maliyeti disiik ve yumusak
formiilasyon kosullarina sahip olmasi nedeniyle
poptler bir yontemdir (Dodero vd., 2019; de
Moura vd., 2019). Literatiir incelendiginde iyonik
jelasyon yonteminin aronia iziimi ekstraktlarinin
(Tzatsi vd., 2021), hibiskus ekstraktlarinin (de
Moura vd., 2019) ve keten tohumu yag
ektstraklarnin  (Wissam and  Samer, 2019)
enkapsiilasyonunda kullanildig gériilmektedir.

Bu calismada, yan/atk urin olan zeytin
yapragindan oleuropeince zengin ekstratlarin
ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile elde
edilerek ekstraksiyon isleminin optimize edilmesi,
optimum kosgullarda tretilen ekstraktin act tat ve
keskin aromasinin baskilanmasi ve stabilitesinin
artirtlmast amactyla iyonik jelasyon yontemi ile
enkapsiile edilerek islemin optimize edilmesi
hedeflenmistir. Ayrica saghk {izerinde olumlu

etkileri oldugu bilinen oleuropeince zengin
enkapsiille ekstraktin  kefir icine eklenerek
fonksiyonel Ozelliginin gelistirilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada hammadde olarak kullanilan zeytin
yapraklari (Olea enropaea 1.), Aydin Memecik tipi
zeytinlerin toplanmasi strasinda atitk olarak olusan

yapraklardan ~ toplanmis,  yapraklar  oda
sicakliginda (25°C) kurutulmus ve 6gutildikten
(Fakir, HAUSGERATE aromatic) sonra -
18°C’de muhafaza edilmistir.

Ekstraksiyon yontemi

Kat1/ ¢izgen oraninin, gozgen tipinin ve

konsantrasyonunun  belirlenmesi,  ultrasonik  destekeli
ekstraksiyon islem kosullarinin optimizasyonu

Yaklastk 1 gram kurutulmus ve 6gutilmis zeytin
yapragl kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon
islemi sonucu elde edilen ekstraktlar, filtre
kagidindan stzilerek analiz islemine kadar -
18°C’de muhafaza edilmistir.  Ekstraksiyon
islemleri ultrasonik su banyosu (37 kHz frekans,
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Isolab, 621.06.006) kullanilarak gerceklestiril-
mistir. Ekstraksiyon islemlerinde 6ncelikle en
uygun kati/¢6zgen orani belitlenmistir. Bu amacla
en uygun kati/¢6zgen oraninin belitlenmesinde, 3
farkli kat1/¢ozgen orant (1:10, 1:15 ve 1:20 (a/h))
denenmis ve sabit kogullarda (10 dak, 40°C, %70
genlik), ¢ozgen olarak %80-20 (h/h) etanol-su
¢cozeltisi  kullanilarak  ultrasonik  destekli
ekstraksiyon islemi uygulanmustir. En  yiksek
toplam fenolik madde miktari (mg GAE/gKM),
antioksidan ~ kapasite (mg TE/gKM) ve
ckstraksiyon verimini veren kati/ ¢ozgen orant
belitlenmistir. Kati/ ¢bzgen orant belirlendikten
sonra, c¢alisma kapsaminda kullanilacak ¢6zgen
tipi ve ¢6zgen konsantrasyonunun belirlenmesi
islemi gerceklestirilmistir. Ultrasonik destekli
ekstraksiyon isleminde en uygun ¢ézgen tipi ve
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in, iki farkl
cozgen (etanol ve etil asetat) ve ¢ farklt
cozgen/su konsantrasyonu (90:10 (h/h), 80:20
(h/h), 70:30 (h/h)) denemeleri diger ekstraksiyon
kogullart (10 dak, 40°C, 70% genlik) ve
katt/¢ozgen orant sabit tutularak
gerceklestirilmistir. En yiksek toplam fenolik
madde miktart (mg GAE/gKM), antioksidan
kapasite (mg TE/gKM) ve ekstraksiyon veriminin
elde edildigi ¢bzgen tipi ve ¢bzgen/su
konsantrasyonu  belitlenmistir.  Ekstraksiyon
denemeleri aynt  anda iki tekrar olarak
gerceklestirilmistir.

Ultrasonik  destekli  ekstraksiyon  isleminin
optimizasyonu  asamasinda, yonteme Ozgi
bagimsiz islem degiskenleri olarak stre (dak),
sicaklik (°C) ve genlik (%) optimize edilmis ve Box
Behnken deney tasarimina gére olusturulan
deneme deseni Cizelge 1’de verilmistir. Ultrasonik
destekli ekstraksiyon denemeleri, birinci asamada
belirlenen sabit kati-¢bzgen orani, ¢6zgen tipi ve
cOzgen/su konsantrasyonu ile gerceklestirilmistir.
Deneme desenin de belirtilen (Cizelge 1) farklt
islem kosullarinda gerceklestirilen ekstraksiyon
islemleri sonrasinda elde edilen oleuropeince
zengin ekstraktlara, toplam fenolik madde miktart
(mg GAE/gKM), antioksidan kapasite (mg
TE/gKM) ve ekstraksiyon verimi analizleri
gerceklestirilmistir.  Optimizasyon —maksimum
toplam fenolik madde miktar;, maksimum
antioksidan kapasite ve maksimum ekstraksiyon

verimi  hedef almarak  gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon denemeleri ayni anda iki tekrar
olarak gerceklestirilmistir.

Optimum  ultrasonik  destekli ~ ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen ekstraktlardaki ¢ozgen,

enkapsiillasyon  islemi  Oncesinde  rotary
evaporatorde (50°C) vakum altinda
uzaklastirilmistir.

yonik jelasyon ile enkapsiilasyon ve islem kogullarimm
optimizasyonsu

Enkapstilasyon islemi, kaplama materyali olarak
kitosan ve pektin kullanilarak gerceklestirilmistir.
En ytksek enkapsiilasyon etkinligini saglayan
kaplama materyali belitlenerek isleme devam
edilmistir.

Optimum  ekstraksiyon kosulunda elde edilen

oleuropeince zengin ekstrakt, sabit
konsantrasyondaki sodyum = aljinat  ¢Ozeltisi
icerisine damla damla olacak sekilde ilave edilerek
damlatma  ¢Ozeltisi  hazitlanmistir.  Farkli

konsantrasyonlardaki kitosan veya pektin ¢ozeltisi
ise kalsiyum klorir (CaCly) ¢ozeltisi (%2 a/h)
icerisine eklenmis ve oda sicakliginda homojenize
edilerek jellesme ortami hazitlanmistir. Daha
sonra damlatma ¢Ozeltisi jellesme ortami icerisine
siringa ile 1:9 (h/h) oraninda damlatilmistir. Elde
edilen kapsiller jellesme ortamindan stzilerek

ayrilmis  ve oda sicakliginda  kurutulmustur.
Enkapstilasyon islemleri iki tekrar olarak
gerceklestirilmistir.

Enkapsiilasyon isleminde, sodyum aljinat ¢6zeltisi
icindeki oleuropeince zengin ekstrakt
konsantrasyonu, kitosan veya pektin ¢Ozeltisi
konsantrasyonu ve bekleme stiresi bagimsiz islem
degiskenleri olarak secilmis ve Merkezi Kompozit
Dizayn (CCRD) kullanilarak optimizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Iyonik jelasyon yontemine
Ozgi olarak secilen bagimsiz islem degiskenleri ve
CCRD ‘ye gore belitlenen deneme deseni Cizelge
4de verilmistir. Iyonik jelasyon ile enkapsiilasyon
isleminde optimum nokta; maksimum EE ve
maksimum toplam fenolik madde miktart (mg
GAE/gKM) hedef almnarak belitlenmistir.
Optimum  enkapsiile 6rneklerde ise toplam
fenolik madde miktart (mg GAE/gKM),
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antioksidan kapasite (mg TE/gKM), nem icerigi,
su aktivitesi, ¢6zunebilirlik (%) ve enkapsilasyon
verimi (%) analizleri gerceklestirilmistir.

Optimizasyon

Optimizasyon ¢alismalarinda; ultrasonik destekli
ekstraksiyon islemi degiskenleri olarak siire (dak),
sicaklik (°C) ve genlik (%), mikroenkapstlasyon
isleminde ise, sodyum aljinat ¢ozeltisi icindeki
oleuropeince zengin ekstrakt konsantrasyonu,
kitosan veya pektin ¢ozeltisi konsantrasyonu ve
bekleme stiresi bagimsiz islem degiskenleri olarak
secilmis ve optimize edilmistir. Regresyon
analizi, izohips ve vyamt ylzey grafikleri ve

optimizasyon Design Expert Version 7.0
(Stateaselnc.)  paket programi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ultrasonik destekli
ekstraksiyon ~ ve  iyonik  jelasyon  ile

mikroenkapsiilasyon islemleri sonrasinda elde
edilen driinlerin isleme 6zgt belitlenen yanitlara
iliskin verilerinin regresyon analizi sonucu, yanit
i¢in ikinci dereceden polinomiyal denklem (Es. 1)
elde edilmistir.

Yanit = B, + X, B, x; +
f'{=1 .31-1- xiz {'(=_11 }(=i+1 ﬁ,-jxij (k=123) ©)

Mode! Gida Denemesi

Kefir dretimi i¢in %3 yag iceren pastorize sit
(Tire Sit Kooperatifi, Izmir) kullamlmistir. Siit
40°C’ye 1sitilmus ve igerisine kefir mayast (VIVO
Guida San. Ltd. Sti., Istanbul) eklenerek 16 saat oda
sicakliginda fermantasyon islemine birakidlmistir.
Fermantasyon sonunda elde edilen kefir 4°C’de
sogumaya birakilmistir. Elde edilen kefir icerisine
ham ekstrakt (%0.5, g/g) ve mikroenkapsul (%1,
g/g) eklenmis, kontrol grubu olarak ise ekstrakt ve
mikrokapstl eklenmemis kefir kullanilmistir. Elde
edilen kefir 6rnekleri analiz islemlerine kadar
4°C’de muhafaza edilmistir. Kefir 6rneklerinde
LAB sayimmut ve duyusal analiz gerceklestirilmistir.

Analiz Yontemleri

Nenr ve su aktivitesi

Nem tayini, termogravimetrik prensibe gore
calisan etiiv yontemine gore gerceklestirilmistir
(AOAC, 1990). Su aktivitesi, +£0.001 hassasiyete
sahip dijital gostergeli su aktivitesi 6l¢lim probu
(Testo-AG 400) kullanilarak belitlenmistir.

Toplam fenolik madde miktar: (I'FM)

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve enkapstilasyon
islemi sonrast 6rneklerin toplam fenolik madde
miktari, Jasicka-Misiak vd. (2018) belittigi
spektrofotometrik (Shimadzu, UV-1800) yontem
ile Folin-Ciocalteu metoduna goére 90 dak
bekletilerek 725 nm dalga boyunda 6l¢iilmus ve
sonuclar mg gallik asit esdegeri GAE /gKM olarak
ifade edilmistir.

Mikrokapstl 6rneklerinin ylizey fenolik madde
miktari, sodyum sitrat eklenerek 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek, toplam fenolik madde
miktar1 boliminde verilen aynt ydntem ile
hesaplanmistr.

Antioksidan kapasite

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve enkapstilasyon
islemi sonrast Orneklerin antioksidan kapasitesi,
Sahin’in (2019) belirttigi DPPH (2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil radikal siipiirme kapasitesi yontemi)
yontemine goére 30 dak bekleme isleminin
ardindan 515 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilarak
belirlenmis ve sonuglar mg troloks esdegeri mg
TE/gKM olarak verilmistir.

C vitamini miktar:

Taze zeytin yapragl ve optimum kosullarda elde
edilen zeytin yapragi ekstraktinda C vitamini
miktar1 spektrofotometrik yontem kullanilarak,
518 nm’de 6l¢iilmiis ve sonuglar mg askorbik asit
esdegeri mg AA/gKM cinsinden verilmistir (Higtl,
2007).

Ekstraksiyon verimi

Ekstraksiyon verimi, ekstraksiyon isleminden
sonra elde edilen ekstraktlarin kurutulduktan
sonraki miktar (g), baslangicta isleme alinan 6rnek
miktarina (g) oranlanmast ile yiizde (%) olarak
hesaplanmuistur.

Entkapsiilasyon etkinligi (EE)

Enkapsiilasyon etkinligi, mikrokapsiil
Orneklerinin ylizey fenolik madde miktart ve
toplam fenolik madde miktart belirlenerek Esitlik
2°de verilen denkleme gére hesaplanmustir (Cilek
vd., 2012).

EE(%) = Ptoplam = Pyizey %100 )

PToplam

77



78

R. Akcay Salik, E. Bitim, O. Képruialan Aydin, E. Selcuk, O. Altay, F. Kaymak Ertekin

Enkapsiilasyon verimi
Enkapstilasyon verimi, enkapsiilasyon sonrast

elde  edilen  mikrokapsiillerin  kiitlesinin,
oleuropeince zengin ekstrakt ve kaplama
materyalinin ~ baglangic  toplam  kiitlesine

oranlanmast (%) scklinde Esitlik 3’te verilen
formiile gbre hesaplanmustir.

EV (%) =

enkapsilasyon sonrast mikrokapsiillerin kiitlesi

*
ekstrakt ve kaplama materyalinin baslangictaki toplam kiitlesi

100 3)

Coziinebilirlik
Kapsiillerin suda ¢6ziinebilirlik analizi icin Ttrker
vd. (2018)’nin belirttigi yontem kullanilmustir.

Duyusal Degerlendirme

Model gida olan kefirin duyusal analizi; enkapsiile
edilmis ve edilmemis fenolik maddece zengin
ekstraktin, kefir icerisine katiarak hedonik test ile
5 puan tzerinden, 10 yari egitimli panelist
tarafindan  degerlendirilmesine dayanmaktadur.
Degetlendirme kriterleri olarak goriinis, renk,
kivam ve lezzet (tat ve koku) ve tim izlenim
ozellikleri  dikkate alinmustir  (Bennion ve
Bamford, 1973; Chauhan ve Sharma, 2003; Altug
ve Elmaci, 2005).

Laktik asit bakterisi (1LAB) sayinmn
Kefir 6rneklerinde LAB sayisini belitlemek tizere
MRS agar, pH 6.2 ‘de d6kme plak yontemine gore

A
30
)
Sas . ks
= X
£
@
4 a
=15
=
=
Z 10
=
=}
3 s
=

=

1/10 (w/v) 1/15 (w/v) 1/20 (w/v)

o]

TFM (mg GAE/ g KM)

gift katlh ekim yapilmis 30°C’de 3-5 gln
inktibasyona birakilmistir (ISO 15214, 1998).

Istatiksel analizler

Zeytin yapraginin ultrasonik destekli ekstraksiyon
islem kosullarinin ve iyonik jelasyon yontemi ile
enkapsiilasyon islem kogullarinin
optimizasyonunda istatistiksel analizler Design
Expert Version 7.0 (Stateaselnc.) paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Optimum islem
kosullarinin ~ dogrulama  denemeleri  i¢in
gerceklestirilen  t-testi  ve  model gida
denemelerinde gerceklestirilen varyans analizi
(ANOVA) Post-Hoc (Duncan) igin SPSS paket
programt (Versiyon 22) kullandmistir. Ortalama
degerler * standart sapma olarak ifade edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Ekstraksiyon kat1/¢ézgen orani, ¢ézgen tipi
ve konsantrasyonunun belirlenmesi
Ekstraksiyona  alinan  kurutulmus  zeytin
yapraklarinin nem igerigi %4.98 (yas temelde), su
aktivitesi (ay) degeri 0.33 ve toplam C vitamini
miktar1 16.53 mg AA/gKM olarak bulunmustur.
Orneklerin farkli kati/¢ézgen orant, ¢6zgen tipi ve
konsantrasyonu  kullanidarak  gerceklestirilen
denemeler sonucunda elde edilen % ekstraksiyon
verimi, TFM ve antioksidan kapasitesi sonuglar
Sekil 1°de verilmistir.

60 . 160

1405

S0 % ¢ 120%

40 1005

30 z so o

20 E - - 60 E

o 40 E

10 : 20 X
0 0

1/10 (w/v)
TFM

1/15 (w/v) 1/20 (w/v)
® antioksidan kapasite

Sekil 1. Ultrason destekli ekstraksiyonda etanol ile farklt kat1/¢6zgen oranlarinda elde edilen
ekstraksiyon verimi, TFM ve antioksidan kapasitesi degetleri.
Figure 1. Exctraction yield, total phenolic content and antioxidant capacity values obtained with ethanol at different
solid/ solvent ratios in ultrasound assisted exctraction.
* A Kat/ ¢ozgen oranlarinda ekstraksiyon verimi, B Kati/ ¢6zgen oranlatinda fenolik madde miktatt ve antioksidan kapasite,
TFM Toplam fenolik madde, GAE Gallik asit esdegeri, TE Troloks esdegeri. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger = SD
(n=2) olarak ifade edildi. Farkli st simge kiiclik harf, P <0.05 'te 6nemli farkliliklar gostermektedir.
* A Extraction efficiency at solid/ solvent ratios, B Phenolic content and antioxidant capacity at solid/ solvent ratios, TFM Total phenolic substance,
GAE Gallic acid equivalent, TE Trolox equivalent. Data were expressed as dry basis and mean valne ¥ SD (n=2). Different superscript lower

cases indicated significant differences at P <0.05.
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Sabit ultrasonik destekli ekstraksiyon kosullarinda
(40°C, 10 dak, %70 genlik), %80:20 (h/h) etanol-
su kullanilarak farklt kati/¢ozgen (1:10, 1:15 ve
1:20 a/h) oranlarinda gerceklestirilen
denemelerde, en yiiksek ekstraksiyon verimi
(%24.33), TFEM (5331 mg GAE/gKM) ve
antioksidan kapasitesi (134.025 mg TE/gKM;
1:20 a/h) kati/¢ozgen orant icin belitlenmistir
(Sekil 1). Kati/¢ozgen oraninin artmastyla birlikte
polifenollerin daha yitksek miktarda elde edildigi
gorilmektedir  (Sekil 1). Xie wvd. (2015),
katt/¢ozgen oraninin 1:30%a (a/h) kadar artmastyla
ekstraksiyon veriminin hizla arttugint  daha
sonrasinda ise Onemli Olcide degismedigini
belirtmislerdir. Ekstraksiyon verimini artirmasint
ise ¢Ozgen/katt oranindaki artisin, hicrelere

¢ozlict diflizyonunun artmasint  saglamasina
baglamuslardir.
Cozgen tipinin secilmesi, zeytin yapragindan
oleuropein elde edilmesinde biyik 6nem
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70%
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tasimaktadir  (Sahin  vd., 2011). Calisma
kapsaminda  kullanilacak  ¢bzgen tipi  ve
konsantrasyonu, ekstraksiyon = kosullar1  ve

katt/¢ozgen orani sabit tutularak belitflenmistir.
En yiksek ekstraksiyon verimi (%17.60), TFM
(58.16 mg GAE/gKM) ve antioksidan kapasitesi
(132.78 mg TE/gKM) %90:10 (h:h) etanol-su ile
gerceklestirilen denemede elde edilmistir (Sekil 2).
(6zgen olarak etil asetat ile etanol kiyaslandiginda
etanoliin  ekstraksiyon  verimi, TFM ve
antioksidan kapasitesi degerlerinin daha yiksek
oldugu gorilmektedir (Sekil 2). Zeytin yapraginin
polar bir fenolik bilesigi olan oleuropeini ekstrakte
edebilmek icin polar bir ¢oziicii gerekmektedir.
Cozgen tipt olarak etanol ile etil asetatin
kullanildigt bir ¢alismada etanol ile gerceklestirilen
ckstraksiyonun daha yiksek verim (%6.38)
sagladigy, ayrica karisimda etanol
konsantrasyonunun artistyla birlikte de verimin
belli bir dereceye kadar arttigi bildirilmistir (Xie
vd., 2015).
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Sekil 2. Ultrason destekli ekstraksiyonda farklt ¢6zgen tipi ve konsantrasyonunda elde edilen
ekstraksiyon verimi, TFM ve antioksidan kapasitesi degerleri.
Figure 2. Exctraction efficiency, total phenolic content and antioxidant capacity values obtained in ultrasound assisted
extraction at different solvent types and concentrations.

* A Cozgen tipi ve farkli konsantrasyonlarda ekstraksiyon verimi, B Cozgen tipi ve farkli konsantrasyonlarda TFM toplam
fenolik madde miktari, C Cézgen tipi ve farkli konsantrasyonlarda antioksidan kapasite, TFM Toplam fenolik madde, GAE
Gallik asit esdegeri, TE Troloks esdegeri. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger £ SD (n=2) olarak ifade edildi. Farkl: tist
simge kugtik hatf, P <0.05"% 6nemli farkliliklar gostermektedir.

* A Extraction efficiency at different solvent types and concentrations, B amount of total phenolic substance at different solvent types and concentrations,
C Antioxidant capacity at different solvent types and concentrations, TEM Total phenolic substance, GAE Gallic acid equivalent, TE Trolox
equivalent. Data were expressed as dry basis and mean value £ SD (n=2). Different superscript lower cases indicated significant differences at P

<0.05.
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En yiksek ekstraksiyon verimi, TFM ve
antioksidan  kapasite degerleri; 1:20 (a/h)
katt/¢ozgen orant ve %90:10 (h/h) etanol-su
karisimi kosullari icin belirlenmis ve ekstraksiyon
islem kosullarinin optimizasyonu bu kogullar
kullanilarak gerceklestirilmistir.

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve islem
kosullarinin etkisi

Bu calismanin ikinci basamaginda yesil teknik
olarak bilinen ultrasonik destekli ekstraksiyon
islem kosullarinin (stire (dak), sicaklik (°C) ve
genlik (%)) ekstraksiyon verimi, TFM ve
antioksidan kapasite Uzerine etkileri incelenmis ve
elde edilen sonuglar Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile Box Behnken deneme desenine gore elde edilen

sonuglar.
Table 1. Experimental results obtained by ultrasound assisted extraction method according to Box-Bebnken
experimental design.
Deneme No (%l;i ) Sicaklik Genlik Ekstraksiyon A?{t;ol;:ilean
(Esperimental (dak) (Temperature) (Amplitnde) Verim TEFM (mg ( Am‘foxz' ant
0 0 ; :
N . °C) (%) (Extraction GAE/gKM) Cabaci
9) (min) B) ©) Yield) (%) apacity) (mg
A) TE/eKM)

1 5 30 70 16.5910.60 52.70£0.31 174.59£4.99

2 15 30 70 15.2740.80 65.36%0.45 155.33%£1.07

3 5 40 70 17.80+0.55 68.98%0.80 162.3514.62

4 15 40 70 16.9510.43 58.98+3.18 149.29+0.64

5 5 35 40 16.38+0.24 67.07£0.18 172.01£1.49

6 15 35 40 15.63+0.97 66.53%3.46 153.16%0.41

7 5 35 100 15.89+1.10 62.61£2.89 155.84£1.19

8 15 35 100 16.94+0.64 60.95%2.62 153.57£0.55

9 10 30 40 15.40+0.59 61.85£1.94 175.69£2.18
10 10 40 40 16.75%0.89 67.10£0.82 155.62%0.50
11 10 30 100 16.64+1.75 60.27£1.31 170.29£0.66
12 10 40 100 18.48+0.22 58.95%0.85 143.331£16.47
13 10 35 70 16.86+1.45 62.24%0.20 131.81£11.49
14 10 35 70 16.11+1.33 62.02%1.27 132.63£1.28
15 10 35 70 16.12+1.12 65.10£3.74 126.23£5.15
16 10 35 70 17.02+0.86 59.83%6.40 124.32+3.48
17 10 35 70 17.37+0.34 65.17£3.44 130.73£7.13

GAE Gallik asit esdegeri, TE Troloks esdegeri. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger £ SD (n=2) olarak ifade
edildi. GAE Gallic acid equivalent, TE Trolox equivalent. Data were expressed as dry basis and mean value + SD (n=2).

Optimizasyon c¢alismasinda yer alan islem
degiskenleri ile her bir yanit arasinda iliskiyi ifade
eden kuadratik matematiksel model, regresyon
analizi yapilarak olusturulmustur. Bunun icin
modelin uygunsuzlugu testi (lack of fit) degetleri
analiz edilmis ve kuadratik matematiksel modelin
uygun oldugu belitlenmistit. Bu modellerin
ANOVA sonuglart ve regresyon katsayilari
Cizelge 2'de verilmistit.

Ekstraksiyon verimi

Islem  degiskenlerinin  ekstraksiyon  verimi
tizerindeki etkilerini veren yanit yiizey grafigi ve
izohips egrileri Sekil 3°de gosterilmistir.

Ekstraksiyon verimi tizerine ckstraksiyon islem
kosullarinin (sicaklik, stre ve genlik) tliminin
etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge
2)(P <0.05). Ekstraksiyon veriminin %15.27+0.80
ile %18.48%0.22 arasinda degistigi ve en yiiksek
ckstraksiyon veriminin 10 dakika siire, 35°C
sicaklik ve %70 genlik kosullarinda elde edildigi
gorilmektedir  (Cizelge 1).  Ekstraksiyon
sicakliginin artmasina bagli olarak ekstraksiyon
veriminin artigt gorilmektedir. Ekstraksiyon

isleminde  yiiksek sicaklik  degerleri, bitki
matriksinden  bilesiklerin  desorpsiyonunun
artmasint  saglayarak  kiitle  transferini  ve

ekstraksiyon performansint artirmaktadir (Sahin



Zeytin yapraginin ekstraksiyonu ve enkapsulasyonu

vd., 2015). Ekstraksiyon stiresinin azalmastyla
birlikte ekstraksiyon veriminde artis oldugu
gozlenmis (Sekil 3) ve ekstraksiyon siiresindeki
kisalmanin ise ekonomik agidan avantaj saglayarak
enerji maliyetlerinin en aza indirilmesinde etkili
oldugu bildirilmistir (Sahin ve Samli, 2013;
Chemat vd., 2017). Aynt zamanda ekstraksiyon
siiresi ¢ozlicinin uriine nifuz etme ve ¢bzme
isleminde etkili bir parametre olup ekstraksiyon
verimini etkilemektedir (Guler vd., 2020). Florez-
Fernandez vd. (2019), wultrasonik destekli

ekstraksiyon ile uyguladiklari kisa sonikasyon
strelerinin  aljinat veriminde artis sagladigini
belirtmislerdir. ~ Gilaburu (Viburnum opulus L.)
meyvesi ile yapilan bir c¢alismada, ultrasonik
destekli ekstraksiyon ile islem stiresinde yaklastk
%90 oraninda tasarruf saglandigi belirlenmistir.
Ayrica geleneksel yonteme gdre daha yiksek
antioksidan aktivite belitlenmis ve ultrasonik
destekli ekstraksiyon ile fenolik bilesiklerde daha
az bozulma oldugu bildirilmistir (Alifaki vd.,
2018).

Cizelge 2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin ve iyonik jelasyon ile
elde edilen kapsiillenen ANOVA sonuglart
Table 2. ANOV A results of the extracts obtained by ultrasonic assisted extraction method and encapsulated obtained

by ionic gelation
Ultrasonik destekli ekstraksiyon (Ultrasonic assisted extraction)
Bk . - Antioksidan Kapasitesi
. straks}yon.Verljm TrM (Antioxidant Capacity)
(Extraction Yield) (%) (mg GAE/gKM) (mg TE/2KM)
Varyasyon o oo oo
Kaynagly (Variation  SD HKT P-degeri HKT Pdegeri  ppyey Pdegeri
Source) (P- value) (P- valne (P- value
Model 9 11.9106 0.0090 233.218 0.0100 4514.03 0.0003
A 1 1.4328 0.0286 0.025 0.9373 357.425 0.0067
B 1 4.9320 0.0014 26.937 0.0332 533.99 0.0023
C 1 3.8191 0.0028 44.741 0.0113 139.88 0.0489
AB 1 0.0170 0.7732 128.474 0.0007 9.494 0.5549
AC 1 0.8055 0.0783 0.306 0.7862 68.799 0.1390
BC 1 0.0581 0.5972 13.788 0.1004 11.870 0.5105
A2 1 0.5224 0.1409 1.267 0.5842 863.684 0.0006
B2 1 0.2795 0.2641 15.424 0.0855 1204.08 0.0002
c? 1 0.0758 0.5475 3.189 0.3931 969.874 0.0004
Kalint1 (Residue) 7 1.3275 26.967 172.876
Model
Uygujﬁfsﬁzlugu 3 0.0593 0.9770 6.380 0.7531 119.347 0.1600
(Lack of Fit)
Saf Hata
(Pure Erron) 4 1.2683 20.586 53.529
Toplam
(Corl?fotal) 16 13.238 260.185 4686.9
R? 0.8997 0.8963 0.9631
RZ.4; 0.7707 0.7630 0.9156
CV. *% 2.6245 3.1332 3.2913
PRESS 2.9300 134.2584 1993.195
Yeterli
Tahminleme 11.2855 9.9673 12.4958
(Adeq Precision)
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Cizelge 2. devam

Iyonik jelasyon (Ionic gelation)
EE (%) TFM (mg GAE/gKM)
Varyasyon Kaynag P-degeri P-degeri
(Vyaﬁ'}zzz‘z'on S o};/m’gl SD HKT (P- ﬂf/%e HKT (P- pi/ﬂe
Model 9 2925.403 0.0013 431.594 0.0003
X 1 115.032 0.1010 222.545 < 0.0001
X 1 1135.109 0.0003 99.948 0.0005
X3 1 1.613 0.8336 1.607 0.5168
XiXe 1 417.800 0.0069 4.563 0.2849
XiXs 1 259.038 0.0228 49.853 0.0045
XoXs 1 433.711 0.0062 24136 0.0281
X2 1 223.821 0.0313 16.807 0.0570
X2? 1 123.178 0.0913 2.564 0.4162
X52 1 346.424 0.0114 6.392 0.2113
Kalintt (Residne) 7 310.185 31.773
Model Uygunsuzlugu
st dﬁ N mt)g 3 212.741 0.3045 10.146 0.8443
Saf Hata (Pure Error) 4 97.444 21.627
Toplam (Cor Total) 16 3235.587 463.366
R? 0.9041 0.9314
RZ,q 0.8082 0.8629
C.V. *% 17.0250 18.8348
PRESS 2231.966 126.87
Yeterli Tahminleme
(Adeq Precision) 11.8542 12.674

A: Siire (dak), B: Sicaklik (°C), C: Genlik (%), Xi: Ekstrakt Konsantrasyonu (%), X»: Kitosan Konsantrasyonu (%),

X3: Bekleme Stiresi (dak)

A: Time (min), B: Temperature (°C), C: Amplitude (%), X;: Extract Concentration (%), Xo: Chitosan Concentration (%), X;:

Waiting Time (min)

Toplam fenolik madde (TFM)

Islem degiskenlerinin TFM tizerindeki etkileri,
yanit ylzey grafigi ve izohips egrileri ile Sekil 4’te
gOsterilmistir.

Zeytin yapragt ekstraktlarinin TFM‘si 52.70+0.31
ile 68.98£0.80 mg GAE/g duriin arasinda
bulunmustur (Cizelge 1). TFM yamtt icin
regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci
dereceden  polinomiyal modelde  sicakligin,
genligin, siire ve genligin etkilesimlerinden anlaml
seviyede etkilendigi bulunmusgtur (P <0.05). Islem
degiskenlerinden  sicakligin  artmasiyla TFM
6nemli diizeyde arttugl, ancak ekstraksiyon
sicakliginda artistn  devam etmesi ile TFM
azalmanin gézlemlendigi belirlenmistir (Sekil 4).
TFM’deki bu artis, sicakligin yiikselmesiyle
birlikte ¢oztict viskozitesinin ve yiizey geriliminin
azalarak fenolik bilesiklerin  ¢ozunurligini

arttirmasina, dolaysiyla bu bilesiklerin diftizyon
ve ckstraksiyon hizint arttirma  kabiliyetine
baglanabilmektedir. Ayni zamanda  sicaklik
artisina baglt olarak meydana gelen kimyasal ve
enzimatik bozulmalar TFM etkilemektedir (Unver
ve Celik, 2022). Bu calismada islem siiresinin
TFM tzerinde ¢ok fazla bir degisime neden
olmadig1 gérilmistir (Sekil 4). Uzun ekstraksiyon
streleri, daha fazla kimyasal reaksiyona ve fenolik
bilesiklerin oksidasyonuna neden olabilmektedir
(Sahin vd., 2015). Sekil 4 incelendiginde genligin
azalmasiyla  ise  TFM‘de  arus  oldugu
gorilmektedir. Yiksek genlik uygulanmasi gii¢
sarfiyatint artiracak ve 6rnegin 1sinmasina neden
olacaktir.  Ultrasonik  genliginin  artirilmasi,
ultrasonik gliciinin artmasina neden olarak
kavitasyon gerceklesmekte ve kavitasyon lokal
isinmaya neden olarak bitki hiicre duvarinin
yikimint saglamaktadir (Poyraz vd., 2021).
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Sekil 3. Ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon verimi icin yanit
yiizey grafigi ve izohips egrisi.
Figure 3. The response surface plots and isohips curves for the extraction efficiency of the extracts obtained by the
ultrasound assisted exctraction method.
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Sekil 4. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin TEM icin yanit ylzey
grafigi ve izohips egrisi.
Figure 4. Response surface plots and isobips curves for the total amount of phenolic substances in the extracts obtained by
ultrasonic assisted extraction method.
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Antioksidan kapasite

Islem degiskenlerinin  antioksidan  kapasite
tzerindeki etkileri yanit yiizey grafigi ve izohips
egrileri olarak Sekil 5’te gbsterilmistir.

Zeytin  yapragt  ckstraktlaninin  antioksidan
kapasitesi tzerine ekstraksiyon sicaklik, sire ve
genlik degiskenlerin etkili oldugu saptanmustir
(Cizelge 2) (P <0.05). Maksimum antioksidan
kapasite degeri 5 dakika stire, 30°C sicaklik ve
%70 genlik kosullarinda elde edilmistir. Sekil 5’te
gorildigi tzere strenin 5 dak’dan 10 dak’a,
sicakligin 30°C’den 35°C’e ve ultrasonik genligin
%40’tan %70’ artmastyla antioksidan kapasite
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(mg TE/g KM)
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once azalmis sonrasinda ise parametrelerdeki
artigla birlikte artis gOstermistir.  Ekstraksiyon
siresi ve sicakhiginin, birlikte olan etkisi de
antioksidan ~ kapasitesi  Uzerine anlamh
bulunmustur (Cizelge 2) (P <0.05). Unver ve Celik
(2022), zeytin yapragi tizerine yaptiklart calismada
benzer sonuglart elde etmislerdir. Ekstraksiyon
siresinin  artmastyla antioksidan kapasitede
distisin  gbzlenmesi, daha uzun ekstraksiyon
strelerinin ultrasonik isleme asirt maruz kalma
nedeniyle sicakliktaki artisa ve 1sisal bozunmaya
baglanmustir (Prommuak vd., 2008; Sahin ve
Samli, 2013).
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Sekil 5. Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesi icin
yanit ylizey grafigi ve izohips egrisi.
Figure 5. Response surface plots and isobips curves for antioxidant capacity of extracts obtained by nltrasonic assisted
extraction method.

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Yoéntemi
Islem Kosullarinin Optimizasyonu

Optimum  ekstraksiyon kosullar1 (ekstraksiyon
stresi (dak), sicaklk (°C) wve genlik (%));
maksimum TFM, maksimum ekstraksiyon verimi
ve maksimum antioksidan kapasite hedef alinarak
belirlenmistir. ~ Deneysel  veriler — tzerinde
regresyon analizi yapilmis ve modelin katsayilari,

ANOVA analizi kullanilarak istatistiksel anlamlilik
acisindan degerlendirilmistir. Tahmin edilen ikinci
dereceden polinomiyal modellerinin regresyon
katsayilart Cizelge 2’de 6zetlenmistir. R? ve R2.q
degerlerinin birbirlerine yakin olmasi modellerin
istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri icermedigini
gostermektedir. Varyasyon katsayist deneysel
verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagl
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bir Slctsidir. Buytk varyasyon katsayist
degerleri, verilerin  ortalamadan ¢ok fazla
saptiklarini, kii¢lik varyasyon katsayist degerleri ise
verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere
sahip oldugunu géstermektedir

Desirability  (arzu  edilebilirlik)  fonksiyonu
yaklasimi uygulandiginda, desirability degeri 1
olarak bulunmus ve optimum ekstraksiyon
kosullart; 5.31 dak stire, 39.27°C sicaklik ve
%40.51 genlik olarak belirlenmistir. Optimum

noktada, ekstraksiyon verimi, TFM ve antioksidan
kapasite sirastyla %17.097, 72.479 mg GAE/gKM
ve 176.15 mg TE/ gKM olarak tahmin edilmistir.
Optimum ekstraksiyon islem kosullarinda g
dogrulama denemesi yapilmis ve modelden
tahminlenen nokta deneysel olarak
dogrulanmistir. Orneklerin deneysel ekstraksiyon
verimi, TFM ve antioksidan kapasiteleri ortalama
olarak modelden elde edilen degerlerden farkls
bulunmamustir (P >0.05) (Cizelge 3).

Cizelge 3. Ultrasonik destekli ekstraksiyon ve iyonik jelasyon i¢in optimum nokta dogrulama ve t-testi
sonuclari
Table 3. 1 erification and t-test results for ultrasound assisted extraction and ionic jelation at optinmum condition

Ultrasonik destekli ekstraksiyon Iyonik jelasyon
(Ultrasonic assisted extraction) (Lonic gelation)
Ekstraksiyon AIE:;akssiﬁ:in
Yerlm% TEM (Antioxidant EE (%) TEM
(Extraction (mg GAE/gKM) Capacity) (mg GAE/gKM)
/ 0,
Yield) (%) (g TE/gKM)
1 14.499 72.996 171.235 61.18 12.36
2 19.440 72.471 176.950 60.91 12.74
3 14.760 72.395 173.900 62.94 12.44
Ortalama 17.100 72.621 174.028 61.68 12,51
(Average)
Modelden
Tahminlenen 17.097 72.479 176.146 63.8 12.34
(Estimated ~ from
the Model)
P degerl 0.645 0.530 0.328 0.079 0.273
(P- value)
Iyonik jelasyon yontemi ile belirlenmigtir. ~ Ayrica  pektin  kullanilarak

mikroenkapsiilasyon ve iglem kosullarinin
etkisi

Optimum kosullarda elde edilen zeytin yapragt
ekstraktlarinin iyonik jelasyon ile enkapsiilasyonu
isleminde  iki  farklt  kaplama  materyali
kombinasyonu ile on denemeler
gerceklestirilmistir. Sodyum  aljinat-kitosan ve
sodyum aljinat-pektin kombinasyonlart kullanilan
6n denemelerde, ckstrakt konsantrasyonu %l,
pektin veya kitosan konsantrasyonu %0.1 ve
bekleme stiresi 15 dakika olarak belirlenmis olup
damlatma ¢Ozeltisinin jellesme ¢Ozeltisine orant
1:9 olarak secilmistir.

Sodyum aljinat ile beraber pektin ve kitosan
kullaniminda EE sirastyla %15.2 ve %17.5 olarak

olusturulmus kapsiillerin  kitosan kullanilarak
olusturulanlara goére daha yumusak, kicik ve
heterojen bir yapida oldugu gériilmustiir. Bu
nedenle mikroenkapsiilasyon islemi icin uygun
kombinasyon olarak sodyum  aljinat-kitosan
secilmistir.

Sodyum aljinat-kitosan ile yapilan enkapsiilasyon
isleminin optimizasyonunda Cizelge 4’de gorilen
CCRD deneme deseni kullanilmistir. Bagimsiz
islem degiskenleri olarak ekstrakt konsantrasyonu
(%1-5), kitosan konsantrasyonu (%0.1-0.5) ve
bekleme siiresi (5-15 dak.) secilirken, TFM ve EE
ise yanut degiskenleri olarak belirlenmistir (Cizelge
4).
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Cizelge 4. CCRD deneme desenine gore iyonik jelasyon enkapsiilasyon yontemi ile elde edilen sonuglar
Table 4. Experimental results obtained by ionic gelation encapsulation method according to CCRD experimental design

Ekstrakt Kitosan Bekleme
Deneme No  Konsantrasyonu Konsantrasyonu Siresi TEM (m
(Experimental (Extract (Chitosan (Waiting EE (%) GAE /ol {1%[)
No) Concentration) Concentration) Time) (dak) &
(%) (X 00 (X)  (min) (X)

1 1 0.1 5 18.61%+0.55 2.28%0.50
2 5 0.1 5 51.88%0.67 18.6410.80
3 1 0.5 5 40.47£0.96 6.83+1.12
4 5 0.5 5 37.34%1.10 18.47+1.15
5 1 0.1 15 17.87+1.15 3.48+1.16
6 5 0.1 15 20.88%1.54 8.15+1.28
7 1 0.5 15 61.68%1.13 13.27+1.75
8 5 0.5 15 43.28+1.67 16.63+1.52
9 1 0.3 10 32.02%1.32 5.53+1.34
10 5 0.3 10 51.18%1.78 16.67+1.16
11 3 0.1 10 22.75%1.74 5.11+1.42
12 3 0.5 10 55.77£1.23 14.08+1.32
13 3 0.3 5 21.00£1.62 6.75%1.45
14 3 0.3 15 21.58%1.55 7.43+2.10
15 3 0.3 10 25.67£1.89 6.71+1.88
16 3 0.3 10 31.82%1.66 9.45+2.05
17 3 0.3 10 29.65%0.88 7.26+2.13
18 3 0.3 10 32.41£0.78 10.39+1.90
19 3 0.3 10 39.21£1.18 12.39+1.34

GAE Gallik asit esdegeri, EE Enkapsiilasyon etkinligi. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger £ SD (n=2) olarak
ifade edilmistir. GAE Gallic acid equivalent, EE Encapsulation efficiency. Data were expressed as dry basis and mean value

SD (n=2).

Elde edilen veriler ile kuadratik matematiksel
modelin uygun oldugu belirlenmis ve bagimsiz
degiskenlerin model tzerine etkisi ANOVA ile
incelenmistir (Cizelge 2). Buna gore iki yamt
degiskeni icin de model istatistiksel olarak anlamlt
bulunurken (P <0.05), model uygunsuzlugu testi
istatistiksel olarak 6nemsizdir (P >0.05). Ayrica
her iki yanit degiskeni icin R? degeri 0.9°dan buyiik
olarak bulunmustur. Yanitlar icin varyasyon
katsayist degeri TFM icin 18.83 EE icin 17.02
olarak bulunmustut.

Enkapsiilasyon etkinligi (EE)

EE tzerine kitosan konsantrasyonunun dogrudan
anlaml bir etkisi bulunurken, diger bagimsiz islem
degiskenlerinin birbiri ile interaksiyon halinde

bulunmast durumunda anlamli bir etkiye sahip
oldugu (P <0.05) Cizelge 2’de gérilmektedir.

Kitosan ve ekstrakt konsantrasyonundaki azalma
sonucunda EE azalmistir. Bekleme stresindeki
artts ise EE ‘yi bir noktaya kadar arttirmus,
ardindan artan bekleme siiresine gore EE ‘de
azalma baglamustir (Sekil 6).

Iyonik jelasyon isleminde kalsiyum iyonlari,
sodyum aljinat ile birlikte capraz bag olusturmakta
ve yumurta kutusu sekli almaktadir. Ayni zamanda
diisiik molekiil agirligina sahip kitosan ayni sekilde
sodyum aljinat ile elektrostatik interaksiyonlar ile
bag olusturmaktadir. Disik molekil agirlikls
aljinat ve kitosandan olusan boncuklar daha
gbzenekli bir yapt olusturmaktadir (Bajpai ve
Tankhiwale, 2006). Bu da EFE’deki dustsi
aciklamaktadir. Zira kitosan-kalsiyum klortr
¢oOzeltisi icerisinde olusan boncuklardan aktif
bilesen disartya dogru difiize olmaktadir (Najafi-
Soulari vd., 20106).
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Sekil 6. Tyonik jelasyon yéntemi ile elde edilen kapsiillerin EE icin yanit yiizey grafigi ve izohips egrisi
Figure 6. Response surface plots and isohips curves for encapsulation efficiency of capsules obtained by ionic gelation
method

Toplam fenolik madde (TFM)

Mikroenkapstilasyon isleminde yanit degiskeni
olarak TFM incelendiginde, Cizelge 2’den de
anlagtlacagt  tizere  ekstrakt ve  kitosan
konsantrasyonunun model tzerinde anlamlt bir
etkiye sahip oldugu gérilmektedir (P <0.05).
Bununla beraber, bekleme suresi ekstrakt

konsantrasyonu ve ayrica kitosan konsantrasyonu
ile birlikte etki gbstermistir (P <0.05).

Sekil 7 incelendiginde kitosan ve ekstrakt
konsantrasyonu azaldiginda TFM‘nin azaldigt
gorilmektedir. Bekleme siiresindeki artisin bir

noktaya kadar toplam TEFM’yi arttirdigy,
sonrasinda  ise  azalmaya neden  oldugu
bulgulanmustir.

Ekstrakt icerisindeki TFM‘de ki azalmanin,

fenolik bilesenlerin kalsiyum kloriir ¢Ozeltisi
icinde o6nemli Olgiide migrasyonu sonucu
meydana geldigi ve olusan boncuklarin alindig
jellesme ortaminda enkapsile olmadan kaldig
belirtilmektedir (Arriola vd., 2019). Bunun yam
sira aktif bilesen kaybinin ¢ogunlukla kitosan

¢Ozeltisinin icerisinde gerceklestigi bulgulanmugtir
(Deladino vd., 2008).

Iyonik Jelasyon ile Enkapsiilasyon Iglem
Kosullarinin Optimizasyonu

Zeytin yapragi ekstraktinin sodyum aljinat-kitosan
kombinasyonu ile iyonik jelasyon yontemi ile
enkapstlasyonunda bagimsiz islem degiskenleri
olan %1-5 ckstrakt konsantrasyonu,%0.1-0.5
kitosan konsantrasyonu ve 5-15 dak bekleme
stiresi araliklarinda, desirability (arzu edilebilirlik)
fonksiyonu yaklagimiyla ve maksimum TFM ve
maksimum EE hedeflenerek gerceklestirilen
optimizasyonda, desirability degeri 1 olarak
bulunurken, ekstrakt konsantrasyonu %1.04,
kitosan konsantrasyonu %0.5 ve bekleme stiresi
11.24 dak olarak belirlenmistir. Optimum noktada
EE %063.8, TFM ise 12.34 mg GAE/gKM olarak
tahminlenmistit.

Cizelge 3’de belirtildigi  tzere, dogrulama
denemelerinde enksapsiilasyon etkinligi TFM
deneysel olarak sirastyla ortalama %61.68 ve 12.51
mg GAE/gKM olarak bulunmustur. Tek 6rnek t-
testi sonucuna gore deneysel ve tahminlenen
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degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
o6nemsiz bulunmustur (P >0.05) (Cizelge 3).
Optimum kosulda elde edilen ekstraktta TFM
72.621 mg GAE/gKM olarak bulunmusken,
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Sekil 7. Tyonik jelasyon yéntemi ile elde edilen kapsiillerin TFM igin yanit yiizey grafigi ve izohips egrisi
Figure 7. The response surface plots and isohips curves for the total amount of phenolic substance in the capsules obtained
by the ionic gelation method

Najafi-Soulari vd. (2016) tarafindan limon otu
ekstraktinin  iyonik  jelasyon  yontemi ile
enkapsiilasyonu Uzerine yapian bir calismada,
optimum noktada elde edilen EE %39.5 olarak
bulunmustur. Arriola vd. (2019) tarafindan stevia
ekstraktlarinin  farklt  6zellikte sodyum aljinat
kullanilarak iyonik jelasyon ile enkapsiile edildigi
calismada ise EE‘nin %060’ tzerinde oldugu
belirtilmistir. Buna gbre bu calismada elde edilen
sonu¢ yaptlan bu c¢alismalar ile  uyum
gostermektedir.

Cizelge 5’de ise optimum noktada elde edilen

mikrokapsiillerde  gerceklestirilen  analizlerin
sonuclart verilmistir.
Santagapita vd. (2011) tarafindan invertaz

enziminin iyonik jelasyon ile enkapsile edildigi
calismada kurutulmus haldeki mikrokapstillerin
nem icerigi kuru bazda 9%4.5-11.4 arasinda

degisim gosterirken, su aktivitesi degerleri 0.181
ile 0.330 olarak bulunmustur. Bougainvillea glabra
bitki ekstraktlarinin iyonik jelasyon ile enkapsiile
edildigi bir diger calismada ise ckstraktta ve
enkapsiile 6rneklerde TEFM sirastyla 22.97 ve
18.24 mg GAE/gKM olarak tespit edilmistir
(Silva de Azevedo ve Zapata Norefia, 2021). Elde
edilen sonuglar literatiir ile uyum gostermektedir.

Model gida denemesi

Zeytin yapragi ekstrakti ve optimum kogullarda
enkapstile edilmis ekstrakt model gida olarak
uretilen kefir icine ilave edilmistir.

Oda sicakliginda 2 giin boyunca inkiibasyona
birakilan kefir, mikrobiyolojik olarak incelenmis
olup laktik asit bakteri sayim sonuglari log kob/g
cinsinden Cizelge 6’de verilmistir. Kefirin
tanimlayict istatistikleri g6z Onitine alindiginda,
laktik asit bakteri sayist 8.4-8.5 log kob/g
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aralifinda degisim gostermistir. Ornekler arasinda
laktik asit bakteri sayimi agisindan istatistiksel fark
gbzlenmemistir (P <0.05). Buna gore, kefir icinde
kullanilan ~ zeytin  yapragt  ekstraktt  ve

mikrokapstllerin laktik asit bakterilerine karst
herhangi  inhibe edici etkisinin  olmadig
saptanmistir.

Cizelge 5. Optimum noktada elde edilen mikrokapsiillerin analiz sonuglar
Table 5. Analysis results of microcapsules obtained at the optimum point

Nem Icerigi (Moisture Content) (%)
TFM (mg GAE/gKM)

Antioksidan Kapasite (Antioxidant Capacity) (mg TE/gIKM)

C Vitamini (C vitamin) (mg AA /gKM)

Enkapstilasyon Verimi (Encapsulation Efficiency) (%o)

Su Aktivitesi (Water Activity) (aw)
Cozunebilitlik (Solubility) (%o)

12.41£1.76
12.51%+0.20
41.76%0.45
7.4410.22
82.71+0.90
0.451+0.06
70.88+3.74

GAE Gallik asit esdegeri, TE Troloks esdegeri, AA askorbik asit. Veriler kuru baz olarak ve ortalama deger £ SD
(n=2) olarak ifade edildi. GAE Gallic acid equivalent, TE Trolox equivalent, AA ascorbic acid. Data were expressed as dry

basis and mean valne £ SD (n=2).

Cizelge 6. Kefir icin LAB (laktik asit bakteri) sayim sonugclari
Table 6. LAB (lactic acid bacteria) counts for kefir

Ornek Grubu (Sample Group)

Laktik Asit Bakterileti (Lactic Acid Bacteria) (log kob/g)

Kontrol (Control)
Mikrokapsil eklenmis
(Microcapsule added)
Ekstrakt eklenmis (Extract added)

8.51£0.132
8.50%0.13»
8.50%0.12»

Veriler ortalama deger = SD (n=2) olarak ifade edildi. Ayn1 stitundaki farkls tist simge kiigiik harf, P <0.05"% 6nemli farkhiliklar
gostermektedir. Data were expressed as mean value = SD (n=2). Different superscript lowercase in the same column indicated significant differences

at P <0.05.

Mikroenkapstilasyon isleminin amagclarindan biri
act/koti tat ve aromanin trinleri olumsuz

etkilemesinin ~ 6ntne  ge¢cmek/engellemektir.
Cizelge 7°de  kefire uygulanan  duyusal
degerlendirme  sonuglart  verilmistir.  Renk,

gbriintis ve kivam agisindan enkapsiile edilmis ve
edilmemis ekstrakt iceren kefir 6rneklerinin farkls
olmadigi (P <0.05), ancak kontrol 6rneginden
daha disik puan aldigt gézlemlenmistir. Lezzet
puant acisindan ham ekstrakt eklenmis 6rnek en

distik puant alirken, kontrol grubu ile
mikrokapsil eklenmis 6rnegin daha yiiksek puan
aldigt  gbzlenmistir. Tum  izlenim  olarak
degerlendirildiginde en yiksek puan kontrol
grubunda ve en disik puan ham ekstrakt iceren
ornekte saptanmustir.  Duyusal degerlendirme
sonucunda zeytin yapragi ekstraktinin enkapsiile
edilmesi ile act tadinin bastirildig, kontrol grubu
kefir 6rnegi ile lezzet farkinin olmadigl sonucuna
varilmistir.

Cizelge 7. Model gida kefir icin duyusal analiz sonuglari
Table 7. Sensory analysis results for kefir as model food

Ornek Grubu (Sample Renk Gorliniis Kivam Lezzet Tiim Izlenim
Group) (Colour) (Appearance) (Consistency) (Flavor) (All Impression)
Kontrol (Control) 4.8+0.4* 4.5+0.5* 4.4+0.7* 4.0+0.9° 4.5£0.7°
Mikrokapsiil eklenmis a a a b ab
(Microcapsule added) 3.7£0.6 4.1+0.8 4.0+0.8 3.4+0.7 3.6+0.7
Ekstrakt eklenmis a a a a a
(Extract added) 4.1+0.7 4.2+0.7 4.0+0,6 1.5£0.5 2.4+0,7

Veriler ortalama deger = SD (n=2) olarak ifade edildi. Ayn1 stitundaki farkls Gist simge kigtik hatf, P <0.05"% 6nemli farkliliklar
gostermektedir. Data were expressed as mean value ¥ SD (n=2). Different superscript lowercase in the same column indicated significant differences

at P <0.05.
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SONUC

Bu caligmada, yan urtin/atik zeytin yapragindan
maksimum fenolik madde ve antioksidan madde
iceren zeytin yapragl ekstrakts, ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis ve iyonik
jelasyon  yontemi ile enkapsiile edilmistir.
Ultrasonik  destekli  ekstraksiyon — isleminde
optimum islem kosullari, 5.31 dak stre, 39.27°C
sicaklik ve %40.51 genlik olarak bulgulanmustir.
Iyonik jelasyon ile enkapsiilasyon isleminde ise
optimum enkapsiilasyon kogullars; %1.04 ekstrakt
konsantrasyonu, %00.5 kitosan konsantrasyonu ve
11.24 dak bekleme stiresi olarak belirlenmistir.
Elde edilen enkapstller fonksiyonel gida
tiretiminde model gida olarak segilen kefire ilave
edilmis ve kefirin laktik asit bakteri sayist ve
duyusal Ozellikleri tzerine etkisi incelenmistir.
Zeytin  yapragt  ekstraktinin  act  tadiun
mikroenkapsiilasyon islemi ile giderildigi ve
enkapstile veya ham ekstrakt ilavesinin laktik asit
bakterileri tizerine herhangi bir inhibe edici etkisi
olmadigi bulgulanmustir. Sonu¢ olarak yesil
ekstraksiyon yontemi olan ultrasonik destekli
ekstraksiyon ile antioksidan ve TFM agisindan
zengin ekstrakt elde edilmis olup, iyonik jelasyon
yontemi ile ekstrakt biyoaktif bilesenlerini en iyi
sekilde koruyabilecek sekilde enkapsiile edilmesi
bu calismanin 6nemini arz etmektedir. Zeytin
yapragt  ekstraktinin  ultrasonik  destekli
ekstraksiyon yontemini de icerecek sekilde hibrit
bir ckstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmest,
enkapsiilasyon asamasinda ekstraktin emiilsiyon
yap1 olugturularak jellesme ¢ozeltisine
damlatidmasi ve elde edilen kapsiillerin kefir
tretiminde fermentasyon asamasinda eklenerek
mikroorganizmanin ¢ogalmast lizerine sinerjistik
bir etkisi olup olmadiginin incelenmesi bir sonraki
calismamuzin hedefi olarak planlanmaktadir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin makale ile ilgili herhangi bir kisi veya
kurum ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZARLARIN KATKISI

Ezgi BITIM, calismada gergeklestirilen iiretim ve
analizlerde gbrev almistir. Rabia AKCAY-SALIK,
Ozgiin KOPRUALAN-AYDIN, Ozgiil ALTAY
ve Hsin SELCUK iretim, analizler, sonuclarin
yorumlanmast ile makalenin yazimina katk

saglamistir.  Figen ~ KAYMAK-ERTEKIN,
calismanin planlanmasi ve yurutulmesi sireci ile

sonuclarin  degerlendirilmesi ve  makalenin
yazimina katkida bulunmustur.
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