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Doc¢. Dr. Talat BARAN

Glines 15181na maruz kalmanin yetersiz olmasi veya besin yoluyla vitaminin eksik alinmasi ile D vitamini
yetersizligi kiiresel bir sorun olmaya devam etmektedir. Olusan bu kiiresel sorun halk sagligi i¢in 6nem arz
etmekte ve problemin ¢dziimil igin arastirmalar devam etmektedir. Sporopollenin eksin mikrokapsiilleri
polenlerin dis kabugundan ekstrakte edilen mikrokapsiillerdir. Sporopolleninin kararliligi, toksik
olmamalari, boyutlar1 sebebiyle ilag kapsiillemelerinde kullanilabilen biyolojik bir malzemedir. Kitosan
yenilebilir bir polisakkarittir ve dogal biyopolimer olarak bilinir. Ozellikleri sayesinde birgok farkl
sektorde kullanim alani oldugu goriilmistiir. Aljinat poliiironik bir polisakkarit olmakla birlikte diisiik
maliyetli, biyouyumlu ve pargalanabilir bir polimer olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada, Cedrus libani
polenlerinden ekstrakte edilen sporopollenin eksin mikrokapsiilleri kullanilarak D vitaminin (D, ve Ds
vitamini) mikrokapsiile edilmis bir formu olusturulmustur. D, (ergokalsiferol) ve D3 (kolekalsiferol)
vitamini, insan viicudunda 6nemli bir isleve sahiptir. D vitamini eksin mikrokapsiillere yiiklendikten sonra,
yenilebilir, biyouyumlu, mukoadeziv 6zellikte bir polisakkarit olan kitosan ve aljinat (E401 kodlu gida
katki ajani) ile mikrokapsiillerin kaplamas: yapilmigtir. Eksin mikrokapsiiller mikrodalga 1s1ma destekli
kimyasal yontemle ekstrakte edilmis ve eksin yapilarinin yapisal ve morfolojik incelemesi FT-IR, TGA,
SEM ve SEM-EDX analizleriyle yapilmistir. Etanol ortaminda D vitamini eksin mikrokapsiillere
yiiklendikten sonra kalsiyum kloriir ¢ozelti ortaminda aljinat maktriks i¢ine immobilize edilmistir. Bu
sekilde olusturulan mikrokapsiiller ince kitosan tabaka ile kaplandiktan sonra zamana ve sicakliga bagh D
vitamini salimm performanslar1 incelenmistir. D vitaminini molekiillerinin kitosan ve aljinat i¢inde
enkapsiile edilmesi; enkapsiilasyon matrisinin bozucu gevresel sartlara karsi bir bariyer olusturmasi ve
boylelikle D vitamini biyolojik aktivite kaybinin 6nlemesi, D vitamini diyet katkilarinin saklama, depolama
ve pazarlama kosullarinin iyilestirilmesine katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Aljinat, Cedrus Libani, D, vitamini, Ds vitamini, eksin, Kkitosan,
mikrokapsiilasyon
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With insufficient exposure to sunlight or a deficiency of the vitamin through food, vitamin D
deficiency remains a global problem. This global problem is important for public health and continues to
be investigated for the solution of the problem. Exine microcapsules of sporopollenin are microcapsules
extracted from the outer shell of pollen. Sporopollenin is a biological material that is determined in drug
encapsulations with its stability, non-toxicity and size indicator. Chitosan is an edible polysaccharide and
is known as a natural biopolymer. Thanks to its features, there are many different product usage areas.
Alginate is known as a low strength, biocompatible and degradable polymer with a polyuronic
polysaccharide. This is possible. A microencapsulated formula of vitamin D (vitamins D2 and D3) has been
created using sporopollenin exin microcapsules extracted from the pollen of Cedrus libani. Vitamins D2
(ergocalciferol) and D3 (cholecalciferol) have an important function in the human body. After the vitamin
D exin was loaded into microcapsules, the microcapsules were coated with chitosan and alginate (food
additive coded E401), an edible, biocompatible, mucoadhesive polysaccharide. Structural and
morphological examination of exine microcapsules, microwave irradiation supported, extracted and exine
structures were performed by FT-IR, TGA, SEM and SEM-EDX analyzes. After the vitamin D excine in
ethanol medium was loaded into microcapsules, it was immobilized into matrices in calcium solution
medium. In this way, after the microcapsules are coated with a thin chitosan layer, time and temperature
dependent vitamin D release performance properties. Encapsulation of vitamin D molecules in chitosan and
alginate; The formation and emergence of a barrier against growth factors of the encapsulation matrix may
contribute to the prevention of biological activity loss of vitamin D, the preservation, storage and marketing
of vitamin D dietary supplements.

Keywords: Alginate, Cedrus Libani, vitamin D, vitamin D3, exine, chitosan, microencapsulation
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yizde

°C Santigrat Derece

g Gram

dk Dakika

mg Miligram

nm Nanometre

cm : Santimetre

mL : Mililitre

Kisaltmalar

7-DHC 7-dehidrokolesterol
BKI Beden Kitle indeksi

POMC : Proopiomelanokortin



1. GIRIS
1.1. D Vitamini

Vitamin, bir organizmanin metabolik faaliyetlerini diizenli bir sekilde
yiiriitebilmesi igin gerekli olan, temel bir mikro besindir (AVSAR ve SAHINER, 2020).
D vitamini ise saglik agisindan 6nem arz eden, hormona benzeyen fonksiyonlari olan
yagda ¢Oziinen bir vitamindir. D vitamini bobrek, kemik, ince bagirsak araciligiyla
kalsiyum ve fosfor metabolizmasini diizenler (Erbay ve ark., 2019). En 6nemli etkisi
kalsiyum metabolizmasi1 ve kemik saglhigi tizerine olmakla birlikte, viicutta bulunan
birgok sistemi etkiler ve bir¢ok hiicresel ve metabolik dongiide yer alir (Dogan, 2021).
Ayni zamanda otoimmiin hastaliklar, alerji, kanser, Tip 1 diyabet (DM), depresyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, gebelik komplikasyonlar1 gibi bir¢ok hastalik iizerinde de
onemli etkileri bulunmaktadir (AVSAR ve SAHINER, 2020).

D vitamini reseptorii (VDR) viicutta cogu doku ve hiicrede bulunur (Chlebowski
ve ark., 2012; Nair ve Maseeh, 2012). 1,25(OH).D, hiicre proliferasyonunu inhibe etme
ve terminal farklilagsmay1 indiikleme, anjiyogenezi inhibe etme gibi ¢ok c¢esitli biyolojik
etkilere sahiptir. Insiilin {iretimini uyarir, renin iiretimini engeller ve makrofaj katelisidin
tiretimini uyarir (Stolzenberg-Solomon ve ark., 2009; Chlebowski ve ark., 2012; Nair ve
Maseeh, 2012). Ayrica 1,25(OH);D'nin yerel iiretimi, D vitamini igin bildirilen
pleiotropik saglik yararlarinin  bir¢ogunu kolaylastirabilen 200'e kadar genin
diizenlenmesinden sorumludur (Young ve ark., 1997; Medicine, 1999; Chlebowski ve
ark., 2008; Nair ve Maseeh, 2012; Choo ve ark., 2020).

1.1.1. D vitamini sentezi

D vitamini bir prohormon olup bitkilerde ergokalsiferol hayvanlarda ise
kolekasiferol — olarak  bulunmaktadir.  Kolekalsiferol —insan  viicudunda 7-
dehidrokolesterolden (7-DHC) sentez edilir ve 7-DHC en fazla bulundugu yer cilt olarak
bilinmektedir (Cimen ve Cimen, 2016; AVSAR ve SAHINER, 2020). 7-DHC 290-315
nm dalga boyunda UV-B giines isinlarina maruz kalarak, fotokimyasal doniisimii
yardimiyla kolekalsiferol olusturabilmektedir (Cimen ve Cimen, 2016).

D vitamini molekiilleri hidrofobiktirler ve kan dolasiminda D vitamini baglayici
proteine (VDBP) baglanirlar. VDBP’ye baglanan D vitamini molekiilleri dolasimdaki D
vitamini molekiillerinin %85-90’ 11 olusturur. %10-15’lik kismi ise albiimine gevsek

olarak baglanir. VDBP'ye bagli olmayan bu serbest kisim, serbest D vitamini olarak



tanimlanir. Bu fark serum D vitamini diizeyinin dogru belirlenmesinde dnemli bir l¢tittiir
(BALCI ve TOKTAS; Cimen ve Cimen, 2016).

D3 vitaminin sentezi birka¢ asamada gerceklesmektedir. Once 7-dehidrokolesterol
glines 151811n etkisi ile deride 6ncii D vitaminine doniismekte daha sonra kolekalsiferol
olusturmaktadir ancak olusan kolekalsiferol aktif degildir. Kolekalsiferoliin
aktiflesebilmesi i¢in ilk olarak karacigerde 25-hidroksilaz enzimi ile 25-
hidroksikolekalsiferole 25(OH)D donustiirilmesi gerekir (Sekil 1.1). Buna viicutta
vitamin deposu sekli de denilmektedir. ikinci asamada ise bobreklerde la-hidroksilaz
enzimi araciligiyla 1,25 dihidroksikolekalsiferole 1,25(OH).D donistiiriilmesidir. Bu da
D vitamininin aktif formu olarak bilinir (BALCI ve TOKTAS; OZYIGITOGLU, 2020)

D vitaminin aktif formu, viicutta neredeyse her hiicrede bulunan D vitamini
reseptorii ile etkilesime girmektedir. Bu sayede bircok genin ifadelenmesini
degistirmektedir. Ornek olarak kalbinidin-D proteinleri verilebilir. Kalbinidin-D
bagirsakta ve bobreklerde bulunmaktadir. Temel etkisi kalsiyumun, fosforun bagirsakta
emilimini arttirmak ve kemiklerde kalsiyum, fosfor tuzlarinin ¢6kmesini saglamaktir.

Diyet kaynaklarindan elde edilen D2 vitamini ise enterositlerden emildikten sonra
silomikronlarla portal dolasima, oradan karacigere geger, D3 vitaminine benzer bir
mekanizma ile aktif forma doniisiir (BALCI ve TOKTAS; OZYIGITOGLU, 2020)

25°C 1 alfe-hidroksilaz
Previtami 1,25-
('521'032:8,3)3 dihidroksivitamin D3
aktif D
D, vitamini 3
Pr?vnamm 0 kolekalsiferol
7-dehidrokolesterol 25(0H)D,
-mantariarda- 25-hidroksilaz

Provitamin D,
=) Tagosoon
Sekil 1.1. D vitaminin biyosentezi (OZYIGITOGLU, 2020).

1.1.1.2. D vitamini sentezini etkileyen faktorler
Yeryiiziine ulagan ultraviolet B miktari, ozon miktari, mevsimsel degisiklikler,
kapal1 alanlarda gecirilen zaman, hava kirliligi, yasin artmasi, cilt rengi, hava durumu,

cildi tamamen Orten giysiler giymek, viicut agirliginin fazla olmasi, glinese maruz kalinan



stire, deride prekiirsor 7-dehidrokolesterol varligi gibi birgok faktér D vitaminin dermal
sentezini etkiledigi goriilmektedir. Yeterince ultraviyole igininin alinmamasi ve bu

1sinlarin deriyle temasinin engellenmesi D vitamininin yetersiz sentezlenmesine neden

olmaktadir (TERLI ve ark., 2019).

1.1.3. D vitamini kaynaklari

Bazi gidalar yeterince D vitamini igerir. Bu gidalara daha ¢ok yiiksek yag oranina
sahip balik tiirleri 6rnek verilebilir. Ozellikle sardalye, alabalik (somon), ringa, uskumru
ve morina balik tiirleri sayilabilir. Balik tiirleri disinda diger dnemli D vitamini kaynaklari
et, slit ve yumurtadir. D vitamini 1s1ya ve pisirilmeye dayanikli bir vitamindir ve gidalarda
diisiik miktarlarda bulunur ve bu yiizden eksikligi ¢ok goriiliir. Bu nedenle gidalarin D
vitaminince zenginlestirilmesi ve takviyeler yapilmasi gerekmektedir (Tarak¢i ve
Dervisoglu).

Mayalar ve mantarlar da yiiksek miktarda ergosterol igerir ve gilines 151g1na maruz

kaldiklarinda Dz vitamini iirettikleri gériilmektedir (OZYIGITOGLU, 2020).

1.1.4. D2 ve Dsvitamini

D2 ve Dz vitaminlerinin kimyasal yapilart benzerdir ancak ayni degildir. Ds
vitamini ek bir ¢ift baga ve metil grubuna sahiptir ve bu farkli yapinin D3 vitamininin D
vitamini metabolizmasinin ¢esitli asamalarinda tercih edilen substrat olmasindan

kaynaklanmaktadir (Holmberg ve ark., 1986; Cheng ve ark., 2004).

Kaynagindan bagimsiz olarak D2 ve D3 vitaminlerinin her ikisi de vendz dolagim
sisteminden iki asamali bir hidroksilasyon iglemi olan ayni metabolizma siirecine
girer. Ik olarak D, ve D3 vitaminleri, D vitamini baglayici protein tarafindan karacigere
tasinir ve burada 25-hidroksilazin etkisiyle sira ile 25(OH)D, ve 25(OH)Ds’e
doniistiiriiliir, Bunlar daha sonra yine D vitamini baglayici protein tarafindan bobreklere
tasinir ve burada 1-o-hidroksilazlarin etkisiyle D vitamininin aktif formu dedigimiz
(1,25(0OH)2D) doniistiiriiliir (Holmberg ve ark., 1986; Cheng ve ark., 2004). D vitamininin
iki formunun yan zincirlerindeki farkliliklarin karacigerde D vitamini hidroksilasyonu
oranin1 dogrudan etkiledigini One siiren veriler vardir ve D3 vitamininin hepatik 25-
hidroksilaz i¢in tercih edilen substrat oldugu diistiniilmektedir (Holmberg ve ark., 1986;
Cheng ve ark., 2004). D3 vitamini ve metabolitleri ayrica D vitamini baglayici proteine

D> vitamininden daha yiiksek baglanma afinitesine sahiptir (Houghton ve Vieth, 2006) .



D vitamininin iki formu arasindaki bu metabolik farkliliklara ek olarak, D3 vitamininin
degradasyonu, D> vitaminininkine ilave bir adim islem gerektirir, bu da D2 vitamininin
degradasyon oraninin D3 vitaminin degradasyon oraninindan daha yiiksek olabilecegini
diistindiiriir (Horst ve ark., 1986).

Sonug olarak, 25(OH)D konsantrasyonlarini yiikseltmede ve siirdiirmede
Dz vitamininin D vitamininden daha biiyiikk bir kapasiteye sahip olabilecegi
kanitlanmistir (Houghton ve Vieth, 2006).

1.1.5. D vitamini yetersizligi

Sehirlesme ile birlikte giines 1s18indan yeterince faydalanmamak gilintimiizde D
vitamini eksiliginin 6nemli problemleri arasinda yer almaktadir. Kapali giyinme, giines
koruyucu kem ve spreylerin agir1 kullanimi, ulasim i¢in ylirlimenin tercih edilmeyip daha
cok otomobil veya toplu tasima araglarinin kullanilmasi D vitamini eksikligine neden
olmaktadir (TERLI ve ark., 2019).

Besinlerden aliman D vitamini aliminin yetersiz miktarda olmasi ve bobrek
rahatsizliklarinda D vitaminin aktif hale doniistiirecek mekanizmanin bozulmasi,
karaciger hastaliklarinda vitaminin doniistiirilememesi eksikligin baslica sebepleri olarak
gosterilebilir. Pankreas enzimlerinde olusan eksiklik, ¢esitli obezite tedavisinde
kullanilan zayiflama ve bagirsak ameliyatlar1 da D vitamini emilimini bozabildigi
goriilmistiir. Kullanilan epilepsi ilaglart da D vitamini yetersizligine neden olabildigi
goriilmektedir (TERLI ve ark., 2019).

D vitamini eksikligi sonucunda bazi hastaliklar goriilebilir. Bu eksikliklere; rikets,
bebeklerde fontanellerin ge¢ kapanmasi, astim, bazi otoimmiin hastaliklar, alerji,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve mental hastaliklarin olugmasi gibi pek ¢ok saglik sorunu
ornek olarak verilebilir (Erbay ve ark., 2019).

D vitamini yetersizligi veya eksikligi yoniinden yiiksek risk tasiyanlara; yaslilar,
gebeler ve ¢ocuklar gibi giines 15181 sinirlt alanlar 6rnek olarak verilebilir. D vitamini
eksikliginin Dbelirtilerinin, yasa, eksikligin ve yetersizligin siddetine bagli olarak

degisebildigi goriilmektedir (Ersoy ve Ersoy, 2017).

1.1.5.1. D vitamini yetersizligi icin risk faktorleri ve prevelansi
D vitamini eksikligi i¢in risk faktorleri, erken ve olgunlagsmamis dogum, pigmentli
cilt, diisiik gilines 151¢1na maruz kalma, obezite, malabsorpsiyon ve ileri yastir, ¢linkii yasgh

cilt geng insanlara gore ¢ok daha az D vitamini {retir. D vitamini eksikligi, yaslilarda



yetiskinlere gore 6zellikle huzurevinde kalan hastalarda ve kalga kirig1 olan hastalarda
daha ytiksektir (Lips, 2001). D vitamini eksikligi prevalans1 Avrupa'da Asya, Avustralya
veya ABD'ye gore ¢ok daha yiiksektir. Avrupa'da, serum 25(OH)D, beklenenin aksine,
enlem ile pozitif olarak iliskilidir (Lips ve ark., 2001). En yiiksek serum 25(OH)D
diizeyleri Iskandinav iilkelerinde gozlenirken en diisiik diizeyler Giiney Avrupa'da
bulunmustur. Bunun nedeni kuzey iilkelerinde yiiksek giines maruziyeti, agik ten ve
multivitamin kullanimi olabilirken, Akdeniz {ilkelerinde golge arama davranisi ve koyu
ten daha yaygindir. D vitamini eksikligi yaslilarda, 6zellikle bakimevinde kalanlarda
%75'e varan bir ora ¢ok yaygindir (Holick, 1994). D vitamini yetersizligi prevalansi,
yiiksek pigmentli derinin ultraviyole 15181 ¢ok daha az etkili hale getirdigi Afro-
Amerikalilarda da yiiksektir (Holick, 1994). Ornegin, Hollanda'daki batili olmayan
géemenlerde yiiksek bir D vitamini eksikligi prevalansi bildirilmistir (Grootjans-Geerts,
2001) ve benzer veriler, Orta Dogu igin de rapor edilmistir (Gannagé-Yared ve ark.,
2000).

1.1.5.1. D vitamini yetersizligi ile ilgili olumsuz sonuclar
Kas-iskelet sistemi

Artan giines 1$181na maruz kalmanin, insandaki ¢ogu rasitik sendromun (yumusak
kemikler ve proksimal kas zayiflig1) diizeltilmesinde kritik bir faktdr oldugunu neredeyse
yiizyillardir bilinmektedir (Rajakumar ve ark., 2007). Ornegin, NHANES III sonuglar,
(Bischoff-Ferrari ve ark., 2009) hem erkeklerde hem de kadinlarda kalg¢adaki diisiik
kemik yogunlugunun, o bélgedeki kirik riskinin oldugunu, dogrudan serum 25(0OH)D
seviyesi ile iligkili oldugunu, ancak konagin diyet kalsiyum alimu ile ilgisi olmadigini
agtklamistir. Ayrica, Kadin Sagligi Girisimi'nden elde edilen veriler (Cauley ve ark.,
2008), serum 25(0OH)D seviyesindeki her 10 ng/mL diisiis igin, kal¢a kirig1 riskinin
olasilik oraninda 6nemli bir artis egilimi oldugunu ve neredeyse iki katina ¢iktigini
gostermektedir. Serumun 25(OH)D seviyesi D vitamini eksikligi araliginda (<20 ng/mL)
ise, bu durum, artmis osteoklastogenez ve bunun sonucunda osteoblasta yonelik kemik
olusumunu asan artmis kemik rezorpsiyonu ile kalic1 bir sekonder hiperparatiroidizm

durumuna yol agabilir.



Kardiyovaskiiler hastahklar

Diisiik 25(OH)D diizeylerinin bir siiredir kolon kanseri mortalitesi ile iligkili
oldugu bilinmesine ragmen (Wu ve ark., 2007), D vitamini eksikliginin popiilasyonlarda
tiim nedenlere bagli mortalite ile 6nemli dlgiide iliskili oldugunu gosteren veriler ancak

yakin zamanda ortaya ¢ikmistir (Wu ve ark., 2007).

NHANES III veri tabani sunlar1 acik¢a gostermektedir

1) Ozellikle kadilarda serum 25(OH)D diizeyi 30 ng/mL'den diisiik oldugunda tiim
nedenlere bagli mortalitede artis;

2) 35-40 ng/mL araliginda 25(OH)D seviyesi ile 6liime kars1 yiiksek koruma.

Aslinda, tim nedenlere baghh Oliimlerdeki artisin ¢ogu, bu popiilasyondaki
kardiyovaskiiler hastalik 6liimlerine baglanabilir. Koroner arter hastaligi, ve periferik
arter hastalig1 prevalansi, serum 25(OH)D seviyesi 30'un altina ve ardindan 20 ng/mL'ye

diistiik¢e kademeli olarak 6nemli 6l¢iide artar (Wu ve ark., 2007).

Kanser

Gogiis, kolon ve prostat kanseri hiicreleri ve 16semik hiicreler dahil olmak iizere
bircok farkli kanser hiicresi D vitamini reseptorlerini eksprese eder ve Kkalsitriol
[1,25(0OH)2D] bu hiicreler iizerinde inhibitér etkiye sahiptir (Holick, 2003). Etki
mekanizmalarr tam olarak aciklanmamistir ancak hiicre dongiisiinlin diizenlenmesini,
farklilagmanin  uyarilmasmi, biliylime uyaranlarimin bozulmasini, anjiyogenezin
inhibisyonunu ve kétii huylu hiicrelerin artan apoptozunu icermektedir (Van den Bemd
ve Chang, 2002; Zittermann, 2003).

Bununla birlikte, D vitamini ve metabolitlerinin kotii huylu kanser hastaliklarla
ilgili ana etkisi, malignite gelisimini onlemek olabilir. Epidemiyolojik ¢alismalar,
ultraviolet B radyasyon yogunlugunun artmasiyla bir dizi hastaligin 6lim oranmnin
azaldigini ortaya koymustur. Ultraviolet B maruziyetindeki degisiklik, kentlesme veya
ikamet edilen enlem ile ilgili olabilecegi distiniilmektedir (Garland ve Garland, 1980;
Grant, 2002).



Tip 2 diyabet

Birkag biiyiik ol¢ekli kohort ve vaka kontrol ¢aligmasi, ¢cocukluk doneminde D
vitamini takviyesinin tip 1 diyabet riskini azalttigim1 gostermistir (Group, 1999;
Hyppo6nen ve ark., 2001; Stene ve ark., 2003). Ayrica, D vitamini eksikligi insiilin
sekresyonunu inhibe eder (Norman ve ark., 1980; Boucher, 1998) ve lipolizi modiile eder
(Zemel ve ark., 2000).

D vitamini takviyesi, D vitamini eksikligi olan hayvanlarda (Boucher, 1998) ve
insanlarda insiilin sekresyonunu ve glikoz toleransini iyilestirir (Gedik ve Akahn, 1986).
Plazma 25(OH)D diizeylerinin tip 2 diyabette azaldig1 ancak tip 1 diyabette azalmadigi
bildirilmektedir (Pietschmann ve ark., 1988; Andonovic ve Ivanova, 2014).Yeni
Zelanda'da 40-64 yas aras1 5677 bireyi iceren genis kesitsel bir ¢alismada, yakin zamanda
bozulmus glikoz toleransi (IGT) ve tip 2 diyabet tanis1 almig insanlarda obezite, cinsiyet,
yas, etnik koken igin diizeltme yapildiktan sonra 25(OH)D seviyeleri diismiistiir (Gedik
ve Akahn, 1986).

Tip 2 diyabette glisemik kontrol mevsime baglidir ve en diisiik HbALC seviyeleri
yaz aylarinda oldugu tespit edilmistir (Ishii ve ark., 2001). Ayrica saglikli yetiskinlerde
ultraviolet B 1sinlamasit plazma 1,25(OH)2D ve insiilin sekresyonunu arttirdigi
goriilmistiir (Colas ve ark., 1989; Mosekilde, 2005).

1.1.5.2. D vitamini yetersizliginin klinik, radyolojik ve biyokimyasal bulgular:

D vitamini yetersizligi ¢ocuklarda rikets, eriskinlerde ise osteomalaziye neden
olmaktadir. Yetigkinlerde olusan osteomalazide en ¢ok goriilen belirtiler; pelvis, omurga
ve kostalar1 kapsayan yaygin agrilardir (Fidan ve ark., 2014).Bunun disinda
osteomalazinin goriilebilecek diger klinik bulgulart da antaljik yiiriylis veya yiiriime
glicliigiine sebep olan kas giigsiizliigli belirtileridir. Hastalar ayaga kalkerken destek
alamaz ve kalkmakta zorluk g¢ekebildigi goriilmektedir. Kronik olarak gegen
osteomalazide ilk belirti ise kirik olabildigi goriilmektedir (Fidan ve ark., 2014).
Osteomalazide biyokimyasal degerler olarak bakilacak olursa; serum kalsiyum normal
veya diisiik degerlerde, serum fosfor diisiik, PTH yiiksek, ALP yiiksek, 25(OH)D diisiik,
1,25(0OH)2D normal veya yiiksek olabildigi goriilmektedir (Fidan ve ark., 2014).



Osteomalazi nedenleri
e Giines 1sinlart araciligiyla deri tizerinde D vitamini sentezinin azalmasi: Glines
isinlaridan yeterince faydalanamama, 70 yas {izerinde bulunan bireyler, teni

koyu olan bireyler.

e Viicutta biyoyararlanimim azalmasi: Emilim bozukluklar1 (postgastrektomi,

gluten enteropatisi, pankreatik yetersizlik,vs.), obez bireyler
e Yikim olaylarinin arttigin1 gosteren durumlar: Glikokortikoid
e 25(OH)D sentezinin viicutta azalmasi: Karaciger yetmezligi
e 25(OH)D viicuttan atiliminin artmasi: Nefrotik sendrom
e 1,25(0OH)2D vitamini sentezinin viicutta azalmasi: Kronik bobrek yetmezligi,

e Tiimorlerden kaynakli osteomalazi: Timoriin fibroblast growth faktor 23

salgilamasi (Fidan ve ark., 2014).

Eriskinlerde belirlenen 6l¢iit su sekildedir. D vitamini eksikligi i¢in 25(OH)D
degerinin 50 nmol/L’nin (25 ng/mL) altinda olmasi, D vitamini yetersizliginde ise
25(0OH)D degerinin 50-80 nmol/L (25-32 ng/mL) arasinda olmasi olarak
tanimlamaktadir. D vitamini 150 ng/mL’den (375 ng/mL) yiiksek ise toksik durum
olarak kabul gérmektedir (1 ng/mL = 2.5 nmol/L) (Yesiltepe-Mutlu ve Hatun, 2011;
Cimen ve Cimen, 2016).

D vitamini yetersizligini 6nleme
Bireylerde D vitamini durumunu iyilestirmenin birkag¢ yolu vardir: gida takviyesi,
yillik D vitamini enjeksiyonlari, D vitamini ve kalsiyum igeren tabletler bunlardan birkaci

olabilir (Holick ve ark., 1989; Holick, 1999).

Yiyeceklerin D vitamini ile zenginlestirilmesi
Zenginlestirme birgok gelismis iilkede kullanilmaktadir (Holick ve ark., 1989).
Ozellikle Avrupa'da margarin, bitkisel yag ve siit zenginlestirilirken, ABD'de un, misir
gevregi ve meyve suyu zenginlestirmesi kullanilmaktadir (Scanlon ve ark., 1995).
Yeterli bir takviye program, yaslilara giinde yaklasik 20 pg D vitamini (800 IU)
saglamalidir. Ekmek ve yenilebilir kat1 yaglar (tereyagi, sivi yag ve margarin), bu niifus

grubuna ulagmak i¢in zenginlestirilmesi gereken bariz gida maddeleri olmalidir. Bununla



birlikte, 4 ila 10 yas aras1 ¢ocuklar i¢in, bdyle bir takviye 14-18 pg/giin D vitamini
saglanmasi giivenli kabul edilmektedir (Scanlon ve ark., 1995).

D vitamini ile yi1llik enjeksiyonlar

Daha yiiksek enlemlerde, sonbaharin sonlarinda yapilan yillik enjeksiyonlar, kis
aylarinda plazma 25(OH)D'deki diisiisii onleyebilir. Pratik bir bakis acisindan, bu
enjeksiyonlar, makul bir uyum saglayarak yillik grip asis1 ile birlikte verilebilir. Yaslilar
arasinda Finlandiya'da yapilan bir arastirma, yilda 3.75 mg (150.000 IU) D vitamini
enjeksiyonunun periferik kiriklarin %20-30"unu Onleyebilecegini
gostermistir (Heikinheimo ve ark., 1992). Ancak, 7000'den fazla yash katilimeiyi igeren
yakin tarihli bir Birlesik Krallik ¢aligmada, yilda bir kez verilen 300.000 IU'nun kirik
riski lizerinde herhangi bir etki gésterememistir (Smith, 2004).

D vitamini ve kalsiyum iceren tabletlerle takviye

Bakim evlerinde veya diger geriatri kurumlarinda zayif, yash bireyler arasinda
diisme ve kiriklar1 6nlemek igin, sonuglara dayali olarak 1000-12.000 mg kalsiyum ile
kombinasyon halinde 20 pg (800 IU) D vitamini ile genel bir takviyeyi destekleyen
bulgular vardir (Chapuy ve ark., 1992; Chapuy ve ark., 2002; Bischoff ve ark., 2003). Bu,
plazma 25(OH)D'yi yiikseltecek, plazma parathormonu baskilayacak, kemik
doniisiimiinii azaltacak, kas kuvvetini iyilestirecek, salinimi ve diisme egilimini azaltacak,
kemik giiciinii artiracak ve kiriklar1 6nleyecektir (Chapuy ve ark., 1992; Chapuy ve ark.,
2002; Bischoff ve ark., 2003)

1.2. Obezite

Obezite, viicuda besinler yolu ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla
olmasindan kaynaklanan ve viicutta bulunan yag kiitlesinin, yagsiz viicut kiitlesine oranla
artmasi ile olusan kronik bir hastalik olarak bilinir (Altunkaynak ve Ozbek, 2006).
Obezitenin meydana gelmesinde genetik, gevresel, sosyokiiltiirel ve davranigsal faktorler
rol aldig1 goriilmektedir (Giilcan ve Ozkan, 2006). Obezitenin derece olarak belirlenmesi
i¢in Beden Kitle indeksi (BKI) parametresi kullanilmistir. Bu parametre dikkate alinarak
Diinya Saglik Orgiitiiniin kabul gérdiigii baz1 dlgiitler vardir (Cizelge 1.1) (Giilcan ve
Ozkan, 2006).
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Cizelge 1.1. Diinya Saglik Orgiitiiniin kabul gordiigii BKI tablosu (Giilcan ve Ozkan, 2006).

Kategori BKIi (kg/m?)
Zayif <18.5
Normal 18.5-24.9
Fazla kilolu 25.0-29.9
Sinif 1 (orta) obez 30.0-34.9
Sinif 2 (siddetli) obez 35.0-39.9
Smif 3 (¢ok siddetli) obez >=40

Obezite yagin bulundugu bolgeye gore 2 ¢eside ayrilmaktadir: Bunlar android ve
jinekoid obezite seklinde ayrilabilir. Bu ikisini ayirt etmede bel ¢evresi dl¢limiiniin kalca
¢evresi Ol¢limiine orani belirlemektedir. Bu oranin kadinda 0.9 ve erkekte 1.0°den diisiik
olmasi ‘jinekoid tipi obezite’ oldugunu, yiiksek olmasi ise ‘android tipi obezite’ oldugunu
gostermektedir. Ayrica bel ¢evresine gore erkekte 102 cm ve kadinda 88 cm iizerinde
olmasi sentral obezite, altinda olmas1 periferal obezite olarak tanimlandig1 goriilmektedir

(Giilcan ve Ozkan, 2006).

1.2.1. Obezitenin etiyolojisi

Obezite, enerjinin alip vermedeki dengesizligi ile sonuglanan ve viicutta asir1 yag
birikimine neden olan genetik, davramigsal, cevresel, fizyolojik, sosyal ve Kkiiltiirel
faktorlerin bir sonucudur. Bu faktorlerin her birinin goreceli katkis1 kapsamli bir sekilde
incelenmistir ve genler viicut agirliginin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamasina
ragmen, Diinya Saglik Orgiitii Obezite Danismanlhig: davramigsal ve gevresel faktorlerin
etkisinin daha etkili oldugunu rapor etmistir. Racette ve arkadaslari (2003) genetik
faktdrlerin BKi'deki degiskenligin %50 ila %90"n1 agikladigini ileri siirmiistiir (Racette
ve ark., 2003).

Genotip-cevre etkilesimlerinin de obezite gelisiminde rol aldigi gorilmistiir
(Ravussin ve Bogardus, 2000). Asir1 beslenmeye tepki olarak kazanilan yag dagilimmin
yani sira viicut agirligi ve kazanilan yag miktarinin, ikiz ¢iftler arasinda oldugundan daha
fazla benzerlige sahip oldugunu, ayrica asir1 kilolu veya obez olma egiliminin
kalitsalligin1 destekledigini gostermistir (Racette ve ark., 2003).

Genotipin viicut agirhigini etkiledigi mekanizmalardan biri de enerji harcamasinin
diizenlenmesidir. Giinliik enerji harcamasindaki degisimin yaklasik %40 'min (yogun
fiziksel aktivite hari¢) genotipe atfedilebilecegi tahmin edilmektedir (Bouchard ve
Tremblay, 1990). Bu sebeple, genetigin viicut agirliginin diizenlenmesindeki roliine isaret

eden 6nemli kanitlar vardir (Racette ve ark., 2003).
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Obezitenin gelisimi, uzun bir zamanda enerji alim1 ve enerji harcamasi arasindaki
dengesizlige baglidir. Bunun nedeni, giinliik enerji harcamasina gore fazla enerji alimi
veya glinliik enerji alimina gore diisiik enerji harcamasi olarak goriilebilmektedir. Enerji
dengesine ancak enerji alimi ve enerji harcamasi esit oldugunda ulasilabilecegini
gostermektedir (Racette ve ark., 2003).

Termodinamigin birinci yasasina gore (enerji; yoktan var edilemez veya yok
edilemez), fazla enerji yag dokusunda triagilgliseroller olarak depolanir. Adipositlerin
birincil islevleri, kalori fazla oldugunda enerji depolamak ve enerji ihtiyact alimi
astiginda (6rnegin, diyet ve aglik sirasinda) bu triagliserol deposundan enerjiyi harekete
gecirmektir (Fruhbeck ve ark., 2001; Racette ve ark., 2003).

Giinde 10 fazla kalori kadar kiigiik bir dengesizlik, her y1l 0.45 kg kilo alimina
yol agar ve bu, onlarca y1l devam ederse klinik olarak énemli hale gelebilir. Yetiskinlik
donemindeki kilo alimi, agirlikli olarak adiposit hipertrofisi ile karakterize edilir; bu,
adipositlerin lipid depolamasindaki biiyiik artislar1 karsilamak i¢in hacimlerini birkag bin
kat artirabildigi bir siiregtir. Evrimsel bir baglamda, fazla enerjiyi yag dokusunda
depolama yetenegi hayatta kalmak i¢in gereklidir, ¢linkii kitlik zamanlarinda bu depodan
enerji ¢ekilebildigi goriilmustiir (Fruhbeck ve ark., 2001). Diger taraftan bu hayatta
kalma ozelligi, yiyecek bol ve lezzetli oldugunda dezavantajli bir duruma
dontisebilmektedir (McCrory ve ark., 2000; Racette ve ark., 2003).

1.2.2. Obezitenin patofizyolojisi
a. Pasif yasam tarz ve diyet ahskanhklarinda degisiklikler

Genel olarak obezitenin en sik sebepleri olarak goriilmektedir. Bazi bati
toplumlarinda sadece %20 kadarinin diizenli egzersiz yaptigi goriilmiistiir. Bir bagka
calismada ise televizyon oOniinde gegirilen siirenin obezite ve diyabet riskini arttirdigi
goriilmiistiir. Her televizyon Oniinde gecirilen siirenin 2 saat artis1 durumunda %14 kadar
diyabet riskini %23 kadar ise obezite riskini arttirdigi goriilmiistiir (Runge ve Greganti,
2008).

Kirsal alandan kentlere yapilan goglerde ise pasif yasam tarzinin daha ¢ok arttig
goriilmiistiir. Yagli ve karbonhidrat icerigi yliksek olan besinler, hizli yemek yeme
kiltiirti, gece yemek yeme aligkanliklari obeziteye katkida bulunmustur (Runge ve
Greganti, 2008).
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a.l. Enerji dengesi

Obezite uzun bir donemde alinmasi gereken kaloriden daha fazla miktarda
alinmasiyla ve alinan bu kalorinin viicutta yag olarak depolanmasiyla olustugu
goriilmektedir. Ornegin giin igerisinde alinan 250-300 kalori fazlalik bir y1lda 5 kilo kadar
bir kilo alimina neden olabildigi tespit edilmistir (Vidal-Puig ve ark., 1999). Obezite i¢in
alinan fazla kalori ve pasif yasam tarzi, enerji dengesizligine neden olmaktadir

(Pekkolay, 2018).

b. Hormonlar
b.1. Leptin:

Leptin ilk ortaya ¢iktig1 zamanlarda bilim diinyasinda obezitenin tedavisi olarak
goriilmistiir. Daha sonraki ¢alismalarda ise sadece leptin eksikligi olan bireylerde obezite
tedavisinde yararli oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda leptin diizeyi normal hatta yiiksek
olanlarda obezite durumu olustugu goézlenmistir ve arastirmalara yeni bir kavram olan
leptin direnci tamimi dahil edilmistir (Kelesidis ve ark., 2010).

Leptin adipositlerden (yag dokudan) sentezlenen miktar1 adiposit kiitlesinin
artmast ile birlikte artan, viicutta bulunan enerji depolarmin belirteci olan bir hormondur.
Ayrica leptin zenginlik hormonu olarak da bilinir. Leptin miktar: arttik¢a enerji aliminin
azaldigi, enerji tiikketimini arttigi goriilmiistiir. Leptin eksikligi istahi arttirmakta ve
obeziteye, diyabete sebep olmaktadir. Leptin beyinde istahin azalmasma sebep olan
Proopiomelanokortin’i (POMC) arttirdigi, istahi arttirmaya sebep olan Noropeptid Y’yi
baskiladig1 tespit edilmistir (Considine ve ark., 1996).

b.2. Ghrelin:

Bir diger ad1 a¢lik hormonu olarak bilinen ghrelin mideden salinir, beyinde istahi
arttirdi@1 tespit edilmistir. Viicutta kalori alimimi fazlasiyla arttirir. Termogenezi
baskilayarak enerji kaybini azaltir. Fakirlik hormonu olarak adlandirilabilir. Acken
yiiksek olan ghrelin seviyesinin yemek yedikce azaldigi tespit edilmistir (Considine ve
ark., 1996).

c. Cevresel Etmenler ve Genler:
Viicut boyutu, genetik, ¢evresel, endokrin, psikolojik, davranissal ve gelisimsel
faktorler arasindaki etkilesimler belirlemektedir. Cevrenin viicut agirhigr iizerindeki

etkisinin 6rnekleri evrensel olarak bildirilmistir (Pratley, 1998).
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c.1. Ebeveyn obezitesi:
Ebeveynleri obez olan bireylerin obez olma ihtimalleri normal bireylere gore iki

kat daha fazladir (Pekkolay, 2018).

c.2. Emzirme:

Cocukluk cagindaki obeziteyi ve eriskinlerde obezite riskini azaltir. Anne siitii
hem cocuklukta hem de yetiskinlikte enerji dengesinin diizenlenmesini programlanmasini
etkileyerek, yenidogan doneminde, bebeklikte biiylime ve istah kontroliinde yer aldig:

goriilmistiir (Marseglia ve ark., 2015).

c.3. Perinatal donem:

Annenin sigara kullanmas: ve diyabetinin olmasi obezite riskini arttirmustir.
Maternal obezite ve gestasyonel kilo artisi gocukluk gagi obezitesi ile iliskilidir ve bu etki
yetiskinlige kadar uzanir. Cocukluk ¢aginda obezitenin meydana gelmesi, daha sonraki
yasam obezitesini, dolayisiyla tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artirir

(Santangeli ve ark., 2015).

d. Obezite ve genetik:

Yapilan genom ¢aligmalarinda obeziteyi ilgilendiren 140 ve iizeri gen bdlgesinin
oldugu tespit edilmistir (Fall ve ark., 2017). Ayn1 ¢evrede yasayip asir1 kalori alanlar ve
sedanter yasam tarzinda olan bireylerin bir kisminda obezite olmasimna ragmen bir
kisminda olmamasi obezite ve genetiin kolayca iliskilendirilebilecegini gostermistir

(Huvenne ve ark., 2016).

e. Ilaclar ve Obezite

Antipsikotikler, antidepresanlar, antiepileptik ilaglar1 kullanan hastalarin kilo
alma potansiyellerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica steroidler, oral
kontraseptifler, antihistaminikler, bazi diyabet ilaglari ve antihipertansiflerin kilo artigina
sebep olabilecegi rapor edilmistir (Giingor, 2014).
Endokannabinoid gida aliminin giiclii bir diizenleyicisidir, enerji tiikketimini azaltmakla

birlikte karacigerde yag birikimini arttirmaktadir (Bowles ve ark., 2015).
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e.1. Diyabet ilaglar::
Insiilin ve glitazonlar plasebo etkisine gore bireylerde kilo artisina sebep olan

antidiyabetik ajanlardir (Bowles ve ark., 2015).

e.2. Beta antagonistler:
Kilo alinmasii engelleyerek metabolizmanin hizi yavaslatir ve yag yikimini

engelleyerek artirir (Welle ve ark., 1991).

e.3.Antipsikotik ilaclar:
Dopaminin viicutta azalmasi istahi artirir, prolaktinin viicutta artigi ise istahi
arttirmakla birlikte kilo alimmi da artirir. Antipsikotiklerin ¢ogu antihistaminik etkiler

gosterir, istah1 arttirmakla birlikte kilo alimini kolaylastirir (Silverstone ve ark., 1988).

1.3. Obezite ve D vitamini

Obez bireylerde serum 25(OH)Ds seviyesinin normal agirlikli olan bireylere gore
daha diisiik oldugu caligmalarda tespit edilmistir. Olusan genis yag dokusu D vitaminin
birikmesine neden olup ve bu bireylerde 25(OH)D3 seviyesinin normal bireylere gore

daha disiik oldugu goriilmistiir (Cimen ve Cimen, 2016).

D vitamini yetersizligi, obezitenin artmasi ile birlikte artabilmektedir. D vitamini
reseptorleri daha ¢ok adipozit dokuda iiretilmektedir. Viicut yag kiitlesinin artmas ile
beden kiitle indeksinde goriilen artis ile birlikte serum 25(OH)D seviyesi arasinda ters bir
iliski vardir. Beden Kkitle indeksindeki her bir birimlik azalma serum 25(OH)D
konsantrasyonunda %1.15°1ik artigsa denk gelmektedir. Obez bireylerde agirlik kaybindan
sonra D vitamini ek alim1 olmaksizin dolagimda bulunan 25(OH)D konsantrasyonu arttig1

goriilmektedir (Ozkan, 2019).

1.4. D vitamini ve obezite iliskisinin mekanizmasi
D vitamini ¢ekirdek ve membran reseptorlerinin yag dokuda varliginin gosterilmesi

yag dokunun yanit verebildigini gosterir (Altintas, 2018).
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Sekil 1.2. Adipoz dokunun D vitaminine yaniti (Altintas, 2018).

Obezite, yag dokunun iltihaplanmasi olarak gegmektedir. Onceden fizyolojik
olarak pasif oldugu diisiiniilen yag dokusu daha sonralar1 biiyiik bir endokrin organ
oldugu kesfedilmistir. D vitamini adipozit doku iizerinde inflamatuar sitokin salinimi ve
inflamatuar olusumu tizerinde etkilidir (Sekil 1.2). Dolasimdan ya da komsu hiicrelerden
alinan vitaminin yag doku hiicrelerine transferi saglanir. Alinan vitaminler burada la-
hidroksilazla 1,25(0OH).D3’e doniisiir. 1,25(0OH)2Ds3, yag dokuda p65°in fosforilasyonunu
onleyerek p NF-xB sinyalizasyonunu inhibe ettigi goriiliir. Sonug olarak yag hiicreleri
tarafindan proinflamatuar aracilarin gen ifadesi ve protein salimi ile monosit/makrofaj

destegi ve yag doku iltihaplanmasi yavaslar (Altintag, 2018; Cimen ve Cimen, 2016).
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Sekil 1.3. Adipozitlerde D vitamininin sinyal mekanizmas1 ( Altintas, 2018).

D vitamini, serum PTH diizeyinin 6nemli belirleyicisi olarak gorev alir ve artan
PTH yag dokuda 1-alfa hidroksilazi artirarak 1,25(OH)2D3 sentezi ve hiicreye Ca girisini
arttirmakla birlikte yaglanmaya neden oldugu goriilmektedir. Ayrica PTH Kkas



hiicrelerinde lipidlerin oksidasyonunu

goriilmiistiir (Cimen ve Cimen, 2016).
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da baskilayarak mekanizmaya katkis1 oldugu

Kilolu/Obez Ya#& doku

Klinik g&rinimiler
Metabolik sendrom
Insulin direnci
Hipertansiyon

1.Adipozit

2 Makrofaj

I Apoptotik hGcre
4 Kan daman

1 H “Gm
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Sekil 1.4. Normal bireyler ve obez bireylerde adipoz doku tizerine 1,25 (OH);D3’iin etki mekanizmasi
(Cimen ve Cimen, 2016).

1.4.1. Obez bireylerde D vitamini eksikliginin nedenleri

e Harekette kisithilik ve sosyal aktivitenin az olmasi,

e QGiines 15181na yeterine maruz kalmama,

e Obez bireylerin daha ¢ok kapali kiyafetler giymeleri,

e Beslenme aligkanliklarinda yetersizlik (balik siit et tiikketiminde yetersizlik),

e D vitamininden fakir daha ¢ok fast food gidalarla beslenme,

e Siyahi ve Asyali bireylerde laktoz intoleransina bagli olarak gelisen diyet

farkliliklar,

e Parathormonun yiikselmesi ile 25(OH)D3 sentezinin baskilanmasi,

e Hepatik yaglanmaya bagli olarak karacigerde 25(OH)D3 sentezinin azalmasi gibi

bir¢cok neden sayilabilir (Cimen ve Cimen, 2016).
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1.5. Kitosan

Karides, yenge¢ 1stakoz gibi kabugu olan deniz hayvanlarinin dis iskelet
sistemlerinde ve kiif ve mantar gibi mikroorganizmalarin hiicre duvarinda bulunan kitin,
bir polisakkarit olup seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan biyopolimerdir (Sekil 1.5).
Kitosan ise kitinin alkali kosullar altinda (%40-50’lik sodyum hidroksit, NaOH) 90-
150°C’de 4-5 saat siireyle kismi olarak veya tamamiyla deasitelasyonu ya da Kitin
deasetilaz enzimi (EC 3.5.1.4) vasitasiyla enzimatik deasetilasyonu ile elde edilen diiz
zincirli bir kopolimerdir. Potasyum hidroksite (KOH) gore ¢ok daha fazla etkin oldugu
icin deasetilasyon islemlerinde genellikle NaOH tercih edilir (Kuzgun ve Inanli, 2013;
Yildirim ve ark., 2015).

L
o<
T~ C\]/z\o g GHO ~ \il'f\o | Ho” o
HO OH o=( oH T eH,
1, CH, . ne m
Seliiloz Kitin Kitosan

Sekil 1.5. Seliiloz, kitin, kitosanin yapist (Y1ldirim ve ark., 2015).

Kitosan yenilenebilir bir polisakkarittir ve dogal bir biyopolimerdir. Ustiin
ozellikleri sayesinde bir¢ok farkli sektorde kullanim alani bulundugu goriilmiistiir

(Kuzgun ve Inanl1, 2013).

1.5. Kitin ve kitosan kaynaklari
Kitin daha ¢ok deniz yosunlari, tek hiicreliler (kamgililar, amip kirpikliler vs.),
bocekler ve bazi bitkilerde bulunmaktadir. En zengin kitosan kaynaklar ise; Karides,

yengeg, kerevit kabuklaridir (Kuzgun ve Inanli, 2013).

1.5.1. Kitosanin iiretimi

Kitosan iiretimi iki temel yontemle gergeklestirir. Bunlar kKimyasal ve biyolojiktir.
Kimyasal yontemlerde asidik ve bazik hidroliz 6nemli bir asama olarak bilinir. Kitosanin
mikrobiyal sentezinde, Mucor rouxii, Phycomyces blakesleeanus gibi ¢esitli
organizmalarin hiicre kiiltiirleri kullanildig1 goriilmiistiir. Bu kiiltiirlerden alinan iiriin

Aspergillus niger’in kiiltiir ortamina ilave edilmesiyle gelistirilmektedir. Boylece bu
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tiretim mekanizmasi kitinin deasetilasyonuna da yol agmaktadir ve kulugka siiresinden
sonra kitosan elde edilmektedir. Biyolojik yontem olarak proteolitik enzimlerin protein

gideriminde kullanilmasi sayilabilir (Ozdemir, 2014).

1.5.2. Kitosanin ¢oziiniirliigii

Kitin zayif asitlerde ve bircok organik ¢oziiciilerde ¢oziinememektedir. Bunun
sebebi molekiil iginde ve arasinda kuvvetli hidrojen baglarinin bulunmasidir. Kitin yar1
kristalin yapida bir polimer olarak bilinmektedir. Kitosan ise katyonik yapisi sayesinde
asidik ortamda kolayca cozlinebilmektedir. Kitosanin ¢oziiniirligiinii belirleyen asil

etmen ise deasetilasyon derecesidir (Ozdemir, 2014).

1.5.3. Kitosanin kullamim alanlari

Kitosan, gida, tarim, atik yonetimi ve tip gibi birgok alanda yaygin olarak
kullanilir. Bir kompozit malzeme olarak incelenmistir. Cesitli 6zellikleri (antimikrobiyal
ozellikler, gecirgenlik ve ¢ozliniirlik) gida ve ilag ambalajlari, antimikrobiyal film
hazirlama ve taze meyvelerin kaplamalar1 gibi olas1 uygulamalar i¢in kitosan ¢ok uygun

bir malzemedir (Martau ve ark., 2019).

1.5.3.1. Biyouyumluluk ve biyobozunurluk ézelligi

Kitosanin 6zellikle biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi islevlerinden dolay1
biyomalzeme olarak kullanimi son zamanlarda iizerinde durulan konulardan biridir
(Kuzgun ve Inanli, 2013).

Kitosanin yiiksek kolesterolii azalttig1 ve diyet yardimcisi olarak kullanildig:
caligmalarda goriilmiistiir. Boylece kitosanin katyonik yapisindan dolayr bagirsakta
lipitlerde tutuldugu gozlemlenmistir. Biyomedikal alanda yapilan analizler, bunun
yuksek oranda biyouyumlu oldugunu ortaya koymustur. Ayni zamanda kitosan, belirli
insan enzimleri, 6zellikle lizozim tarafindan metabolize edilir ve biyolojik olarak
pargalanabilir olarak kabul edilir (Kuzgun ve inanli, 2013).

Kitosan, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve mukoadhezyon gibi biyolojik
ozelliklere sahiptir. Ayn1 zamanda antikolesterolemik, antimikrobiyaldir ve gecirgenligi
artirict etkiler sergiler. Bu 6zellikler, antibakteriyel/biyokirlenme 6nleyici kaplamalar,
kontrollii salimli kaplamalar ve mikrokapsiiller, nanofiltrasyon, ilag dagitim hidrojelleri,
gen teslimi ve doku miihendisligi yapr iskeleleri gibi farkli uygulamalarda kullaniminin

artmasina yol agmistir. In vivo testlere ulasmayi amaglayan biyomedikal uygulamalar
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i¢in, hayvan dis1 kaynaklardan elde edilen kitosan tercih edilmektedir (Kuzgun ve Inanl,
2013; Martau ve ark., 2019).

Kitosan, birgok bitki tiiriinde bliyiimenin diizenlenmesinde ve savunmanin ortaya
¢ikarilmasinda 6nemli bir rol oynayabilir. Bununla birlikte, bitkilerin kitosana tam
metabolik tepkisi hala net degildir. Kitosanin deasetilasyon derecesinin ¢oziiniirliik ve
antimikrobiyal aktivite gibi 0Ozellikler iizerindeki etkisi ¢ok sayida makalede
incelenmistir. Kitosan, diisiik toksisitesi ve iyi biyouyumlulugu nedeniyle potansiyel

olarak yararl bir farmasotik malzemedir (Martau ve ark., 2019).

1.5.3.2. Biyoyapiskanhlik 6zelligi

Biiyliyen bir diger ilgi alani, kitosanin biyoyapiskan bir malzeme olarak
kullanilmasidir. Ticari olarak temin edilebilen bir¢ok kitosan, in vitro olarak oldukga iyi
mukoadezif 6zellikler sergiler. Kitosanin mukoadezif 6zellikleri, in vitro olarak domuz
mide mukozasina yapisma kabiliyeti ile gosterilmistir ve bu nedenle bolgeye 0zgii
ilaglarin uygulanmasi i¢in yararl olabilir. Formiilasyonlarin ilag etki veya absorpsiyon
bolgelerinde kalma siiresinin kitosan ile uzatilabilecegi 6ne stiriilmiistiir. Kitosanin mide,
ince bagirsak gibi gastrointestinal sistemin belirli bolgelerine vitamin, mineral veya diger
ilaglarin tasinmasi igin degerli olabilecegi de Onerilmistir. Yanak mukozasi kitosanin
sismis haldeki adeziv 6zelliklerinin, kitosan ve substratin tekrarlanan temaslar1 sirasinda
1yi bir sekilde devam ettigi gosterilmistir, bu da, hidrasyon yoluyla adezyona ek olarak,
hidrojen bagi ve iyonik etkilesimler gibi diger bircok mekanizmanin oldugu anlamina
gelir. Kitosandaki negatif yiiklii mukus jel tabakasi ile pozitif yiiklii amino gruplar
arasindaki iyonik etkilesimin ¢ok Onemli bir etki mekanizmasi oldugu One
stiriilmiistiir. Kitosan ve mukus arasindaki etkilesimlerde, molekiiler seviyede birincil
etki mekanizmasinin elektrostatik oldugu bulunmustur. Etkilesimler, kitosanin yiik
yogunlugunun yiiksek oldugu asidik ve hafif asidik pH seviyelerinde gii¢liidiir. Kitosanin
molekiiler agirligindaki artis, daha gii¢lii yapigsma ile sonuglanir (Martdu ve ark., 2019).

Kitosanin ¢apraz baglanma yogunlugu daha diisiik oldugunda (yani, kitosandaki
serbest amino gruplarinin sayis1 daha yiliksek oldugunda) bagirsaga yapisan kitosan
mikrokiirelerinin miktarlarinin en yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu ayni zamanda
kitosanin adeziv 6zelliklerinin deasetilasyon derecesi arttik¢a artmasi gerektigini, capraz

baglanmanin ise kitosanin mukoadezif etkilerini azalttigin1 diigiindiiriir (Martau ve ark.,

2019).
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1.5.3.2. Antimikrobiyal 6zelligi

Kitosanin bazi g¢aligmalar sonucunda antimikrobiyal olarak kullanildigi da
goriilmiistiir. Antimikrobiyal madde olarak kullanilmasina bakteri ve kiif gelisimini
Onleyici olmasi Ornek olarak verilebilir. Ayrica kiif kontamisyonunu engelledigi de
calismalarda goriilmiistir ~ (Kuzgun ve Inanli, 2013).Kitosanm antimikrobiyal
mekanizmasi tam olarak bilinmemekte birlikte bazi teoriler 6ne siirlilmiistiir. Kitosanin
antimikrobiyal etkisi bazi i¢ faktorlerden etkilenmektedir. Bunlar: deasetilasyon ve
polimerizasyon derecesi, ¢evre kosullar1 gibi faktorlerdir (Tastan ve Baysal, 2013).

Kitosanin daha fazla yiik yogunlugu ve daha fazla ¢6ziiniirliigii sebebiyle yiliksek
oranda antimikrobiyal 6zelligi oldugu tespit edilmistir. Deasetilasyon derecesi arttikca
hiicre zarma elektrostatik baglanma ve gecirgenlik etkisi artmaktadir. Ayrica kitosanin
antibakteriyel aktivitesinin temas siiresi ile arttig1 belirlenmistir (Cizelge 1.2) (Tastan ve

Baysal, 2013).

Cizelge 1.2. Kitosanin kullanim alanlari (Kuzgun ve Inanl, 2013).

Potansiyel biyomedikal uygulamalar Ana karakteristik

Ameliyat dikisi Biyouyumluluk

Dis implanti Biyobozunurluk

Yapay deri Yenilenebilme

Kemigin yeniden insaasi Film olusumu

Kornea kontakt lensleri Hidratlama ajani

Insanlar ve hayvanlar i¢in zamana bagl ilag Toksik olmayan, biyolojik tolerans
salimi

Malzemelerin kapsiil kaplamasi Yara iyilesme &zellikleri

1.5.3.3. Yenilebilir film olarak kullanim

Kitosanin film olusturma 6zelligi sebebiyle gida ambalajlama da kullanilmaktadir.
Kitosan yar1 gecirgendir ve bu ozelligi sayesinde sivi kaybini azaltarak meyvelerin
olgunlagsmasin1 geciktirir. Ayrica yar1 gecirgen olmasi dayanikli esnek kolay kolay
yirtilmayan bir yap1 olmasini saglar. Kitosan ile kaplama gidalarin duyusal 6zelliklerinin
iyilestirilmesinde etkilidir. Polifenol oksidaz enzimi inhibe ettigi ve meyveler lizerinde
birgok etkisinin oldugu goriilmistiir (Tokatli ve Demirdéven, 2015).

Gidalarda raf omriiniin uzatilmasinda aktimikrobiyal etkisi 6nemlidir. Kitosanin
antimikrobiyal aktivitesini tanimlayan farkli mekanizmalarin varligi mevcuttur.
Bunlardan biri kitosanin hiicre zariin gecirgenligini degistirerek gida maddelerinin hiicre
igerisine ge¢isinin engellenmesidir. Diger mekanizma ise kitosanda bulunan pozitif yiiklii

amino gruplarimin bakteri hiicresinde bulunan negatif yiiklii karboksil gruplarma
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baglanarak hiicre yiizey kisminda yiiklerin dagiliminin degistirmesi bdylece membranin
stabilitesini bozarak gegirgenligini degistirmesidir (Tokatli ve Demirdéven, 2015).

Kitosan genellikle mantarlardan ziyade bakterilere karsi daha kuvvetli
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Kitosanin ve kitosan oligomerlerinin antibakteriyel
aktivitesi tizerine yapilan arastirmalar, kitosanin bakteri biiylimesini engellemede kitosan
oligomerlerinden daha etkili oldugunu ortaya koymustur (No ve ark., 2007).

Ote yandan kitosan filmler, gida yiizeyinde mikrobiyal biiyiimeyi engelleyen bir
tiir aktif paketleme saglar. Yiizey mikrobiyal stabilitesi, gida triinlerinin raf dmriiniin
onemli bir belirleyicisidir. Kitosan, polimerik yapisi nedeniyle yar1 gegirgen bir film
olusturma kabiliyetine ek olarak birgok biyolojik 6zellige sahiptir. Antifungal etkinligi
kanitlanmistir (Agulld ve ark., 2003).

Gida endiistrisinde kullanilan kitosan ise gida ve ¢evre arasinda nem gegislerinin
kontroliinii saglar. Besleyici maddelerin tatlandiricilarin ve ilaglarin ortaya ¢ikisini
kontrol eder. Meyvelerde enzim etkisiyle kararmay1 kontrol eder (Kuzgun ve inanli,
2013).

Gida katki maddesi olarak kullanilan kitosan igeceklerin ve meyvelerin
asitlendirilme  islemlerinde, meyve sularinin seyreltilme islemlerinde, dogal
tatlandiricilarda kalinlastirict ve stabilize edici madde olarak kullanilmaktadir (Kuzgun

ve Inanli, 2013).

1.6. Kitosan ve D vitamini

Kitosan toksik olmama, biyouyumluluk ve biyobozunma 6zellikleri gibi baslica
cekicilikleri nedeniyle, ilag endiistrisinde bir eksipiyan olarak, kontrollii salinimli dozaj
formlarinin iiretimi i¢in bir tablet biitiinleyici olarak dogrudan tablet sikistirmada yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Son yillarda, bagirsak segici ilag, antikanser ajanlar ve
mukoadezif ila¢ verme sistemleri, vb. gibi bdlgeye 06zgii ila¢ iletimi icin kitosan
mikrokiireleri gelistirilmistir (Shi ve Tan, 2002).

D vitamini, kalsiyum ve fosforun in vivo metabolizmasinin diizenlenmesinde
onemli etkiye sahiptir ve D vitamini mikrokapsiiller, gida isleme ve muhafaza i¢in
uygundur. D vitamini bagirsakta absorbe oldugu i¢in bazi calismalarda model ilag olarak
kullanilmigtir (Bilbao-Sainz ve ark., 2017).

Kitosan ve D vitamini kullanilarak mikrokapsiilleme c¢alismalar1 yapilmaktadir.
Bir calismada enterik polimer i¢inde hapsolmus kitosan mikro ¢ekirdeklerinden olusan

bir sistem arastirtlmaktadir. Model ilag olarak kullanilan D> vitamini, piskiirterek
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kurutma kullanilarak kitosan mikro cekirdeklerinde etkili bir sekilde hapsedilerek ve
etilseliiloz kaplamasiyla mikrokapsiillenmistir. Bu ¢alisma, Kitosan mikro ¢ekirdekleri
tarafindan hazirlanan bir bagirsak ila¢ dagitim sistemini a¢iklamaktadir. Bu sistemin ilag
yiiklemesinin %86'dan fazla oldugu goriilmiistiir. Kapsiillenmis ilacin bagirsak ortaminda

uzun bir siire kaldig1 tespit edilmistir (Shi ve Tan, 2002).

1.7. Polen

Polen taneleri, kapali tohumlularda ve agik tohumlularda bulunan, bir yumurta
hiicresindeki disi gekirdekle dollenme igin bir erkek ¢ekirdegi iceren bitki parcalaridir.
Sporlar, tireme siireci biraz farkli olsa da egrelti otlar1 ve yosunlarin esdeger parcalaridir.
Polen ve sporlar genellikle genis bir terim olan 'palinoloji' i¢inde birlikte diisiiniiliir. Polen
anterlerde, genellikle yumurtalardan farkli ¢igeklerde (bazen farkli bitkilerde) iiretilir.
Farkl1 bitki taksonlar1 poleni farkli sekillerde dagitir, ancak ¢ogu polen ya riizgarla dagilir
(anemofil) ya da bdceklerle dagilir. Dagilan polenlere sahip bitkiler, boceklerle dagilan
polenlere gore daha fazla iiretme egilimindedir. Polen taneleri genellikle kiiresel veya
eliptiktir ve gaplari tiirlere bagl olarak degisir (Bennett ve Willis, 2001).

Polen tanelerinin duvarlari, seliiloz ve sporopollenin adi verilen karmagik bir
madde karisimindan yapilmistir. Sporopolleninin kesin molekiiler yapisi belirsizdir,
ancak doymus ve doymamis hidrokarbonlar ve fenolikler iceren bir polimerdir.
Sporopollenin, oksidasyon disinda c¢ogu kimyasal (enzimatik dahil) ve fiziksel
bozunmaya kars1 alisilmadik derecede direnclidir. Bunun 6nemli sonuglart vardir, ilk
olarak polen anaerobik ortamlarda siiresiz olarak korunabilir ve ikincisi, tortunun diger
bilesenlerini uzaklastirmak icin giliclii kimyasallar kullanilabilir, bdylece polen
yogunlastirilir ve analiz kolaylagtirilir.

Polen, cesitli taksonomik diizeylerde tanimlanabilir. Polen tanelerinin dis
duvarlari, taksona bagli olarak farkli sekil ve desenlere sahiptir. Bu, tanimlama i¢in
kesinlik derecesi biraz farklilik gosterse de tanelerin mensei olduklari taksona gore
tanimlanmasin1 miimkiin kilar. Tanimlama, bilinmeyen fosil taneciklerinin tanimlanmis

bitkilerin ¢iceklerinden toplanan polen referans materyali ile karsilastirilmasiyla elde

edilir (Bennett ve Willis, 2001).

1.8. Sporopollenin
Sporopollenin, sporlarin ve polenlerin dis duvarinda bulunan dogal bir

biyomakromolekiil olarak bilinir. Dis polen duvari olan eksin, yiiksek bitkilerde en
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karmagik duvar sistemlerinden biridir. Yosun, mantar ve egrelti otu spor duvarlari da
sporopolleninden olusur. Bu madde asetoliz dahil oksidatif olmayan fiziksel, biyolojik ve
kimyasal bozunma prosediirlerine karsi son derece direnglidir. Bu direnci nedeniyle,
kesin kimyasal yapisi ve sentezinde yer alan biyokimyasal yollar heniiz net degildir ve
jeolojik katmanlarda milyonlarca yil boyunca morfolojisini koruyabilir. Kimyasal
dogasini ortaya ¢ikarmak i¢in birgok analitik teknik uygulanmistir. Bununla birlikte, bazi
caligmalar sporopolleninin esas olarak fenolik ve aromatik gruplara veya konjuge yan
zincirlere  sahip alifatik bir polimer oldugunu gostermistir. Esas olarak
karotenoidden olusan bir makromolekiil olarak kabul edilir. Bununla birlikte, bazi
caligmalar sporopolleninin fenolik ve aromatik gruplara veya konjuge yan zincirlere sahip
alifatik bir polimer oldugunu gostermistir (Dominguez ve ark., 1999a; Sargin ve Arslan,
2015).

Bitki polenlerinin eksinlerinde (dis kaplama) meydana gelen sporopollenin
genetik icerigini korur. Bu yapisal makromolekiiler malzeme, sert asidik, alkali ve termal
islemlere dayaniklilig1 nedeniyle dogal polimerler arasinda en esnek biyo bazli malzeme
olarak zaten kabul edilmistir. Sporopollenin mikrokapsiilleri ayrica yiiksek termal
kararlilik ve gozenekli yiizey yapist sergiler (Baran ve ark., 2017; Sargin ve ark., 2017).

Sporopollenin yenilenebilir ve bol miktarda bulunan bir malzemedir.
Sporopollenin basit kimyasal islemlerle kolayca elde edilir, sporopollenin taneleri
ekstraksiyon isleminde yapisal biitiinliiklerini koruyabilirler, gozenekli morfolojiye
sahiptirler ve boyut dagiliminda yeknesaktir. Kimyasal ve biyolojik saldirilara karsi
direnclidir. 470 °C'ye kadar termal olarak kararlidir ve daha da Onemlisi asili
reaktif hidroksil gruplar1 kimyasal modifikasyonlara olanak tanir (Baran ve ark., 2017).

Sporopollenin {izerindeki hidroksil gruplarinin sililasyonu, amino gruplari tagtyan
ajanlar kullanilarak tretilebilir. Amin islevli sporopollenin,gesitli aldehit ve ketonlarla
schiff bazlar1 olusturarak, daha da islevsellestirilebilir. Imin gruplardaki nitrojen
atomlar1 , metal iyonlar1 ile koordinasyon halinde elektron dondrleri olarak gorev yapar
(Baran ve ark., 2017).

Bitki polenlerinden ekstrakte edilen sporopollenin kabuklari, ila¢ dagitimi i¢in
iimit vaat eden mikro tasiyicilar olarak ortaya ¢ikmustir. Termal kararliliklar, toksik
olmamalar1, kimyasal ve biyolojik ajanlara dayanikliliklari, boyut ve gozenekli yiizey
morfolojisindeki tek diizelikleri, sporopollenin mikro kafeslerini ila¢ yiiklemesi igin

uygun malzeme haline getirir. Bilindigi gibi, dogada bitkiler tarafindan binlerce farkli
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polen iiretilir ve her bir polen tipi morfoloji ve fizikokimyasal yapilarinda ince farkliliklar
gosterebilir (Mujtaba ve ark., 2017).

Son zamanlarda bazi bitkilerin polenlerinden sporopollenin eksin kapsiilleri izole
edilmis ve kontrollii ila¢ saliniminda miikkemmel performans gostermislerdir. Ornegin
hurma agac1 Phoenix dactylifera polenlerinin eksinlerinden elde edilen sporopollenin
kapsiilleri, ibuprofenin  verilmesinde  kullanilmigtir. Bagka  bir  ¢alismada, P.
dactylifera’dan ekstrakte edilen sporopollenin ekzin kapsiilleri parasetamoliin In vitro
kontrollii iletiminde kullanilmistir. Lycopodium clavatum sporlarindan elde edilen
kemoterapotik ajan 5S-florourasil yiiklii sporopollenin, gastrointestinal kansere karsi
kontrollii salim formiilasyonlarinda basariyla kullanilmigtir (Sargin ve ark., 2017).

Cesitli bitkilerin polenleri farkli kimyasal yapiya, ylizey 6zelliklerine ve boyuta
sahiptir. Morfolojilerindeki ince farkliliklar nedeniyle, her bir bitkinin 6ziinde bulunan
sporopollenin materyali, terapotik ihtiyaclari karsilamak icin ilag salim sistemlerinde
ayirt edici ozellikler sergileyebilir (Sargin ve ark., 2017).

Sporopollenin kabuklarinin ¢esitli 6zellikleri, onlar1 sentetik kapsiilleyicilerden
ayirir. Bunlar arasinda tutarli biyouyumluluk, mukoadezif sekil ve boyutta tekdiizelik,
kapsiillemeyi saglayan genis i¢ bosluklara sahip olma, sert kimyasal ortamlara direng,
termal kararlilik, yenilenebilir dogasi, 20 um boyutu ve yiizey ozellikleri ayirt edici
ozellikleri arasindadir. Ozellikle, sporopollenin mikrokapsiillerinin gastrointestinal
sistemdeki kosullara kars1 kimyasal inertligi ve saglamlig1 dnceki raporlarda zaten kabul
edilmistir. Bu ozellikler g6z Oniline alindiginda, sporopollenin mikrokapsiilleri

farmasotikler i¢in gekici dagitim ajanlart olarak kullanilabilir (Akyuz ve ark., 2017).

1.9. Cedrus libani

Liibnan sediri (Cedrus libani) tarihi, kiiltiirel, bilimsel ve ekonomik ag¢idan
onemlidir. Glinlimiizde genis ve muhtesem ormanlara sahip olan Tirkiye'nin Toros
Daglari'nda bulunur. Tarihsel kayitlar ayrica Suriye ve Liibnan'da genis ve gorkemli
ormanlara isaret etmektedir. Ancak son 5000 yildir aga¢ kesme, yakma ve kegi otlatma
bu tilkelerde sadece kiiciik popiilasyonlar birakmistir. Ayni rahatsizliklar Anadolu'da
devam etse de Toros Daglari'nin neredeyse ulasilmaz topografyasi Liibnan sedirinin yok
olmasini engellemistir (Boydak, 2003).

Toros Daglari'ndaki Liibnan sediri genellikle ortalama yiiksekliklerde
bulunur, Sultandagi-Afyon gibi Anadolumun diger bdlgelerinde bazi daginik
popiilasyonlarda da bulunabilir (Evcimen, 1963; Saatgioglu, 1976; Boydak, 1986; Atalay,
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1987; Boydak, 1996; Caliskan, 1998). Ancak karisik mescereleri, asir1 derecede
bozulmus mescereleri ve Liibnan sedirinin bozulmasindan sonra olusan ¢iplak karstik
arazileri ile birlikte bu tiiriin yayilis alan1 Tirkiye'de yaklasik 600.000 ha'lik bir alani
kaplamaktadir (Saatgioglu, 1976; Caliskan, 1998; Boydak, 2003).

1.10. Aljinat

Aljinatlar, kahverengi deniz yosunlarinin hiicre duvarlarindan izole edilen, bazi
toprak bakteriler tarafindan bir ekstraseliiler matriks olarak {iretilen, poliiironik bir
polisakkarit olarak bilinir. Diisiik maliyetlidir, biyouyumlu ve pargalanabilir bir polimer
olarak bilinmektedir. Stanford tarafindan isimlendirilen aljinat aljinik asidin bir bileseni
olarak kesfedilmistir. Daha sonra ise a-L-guluronik ve p-p mannuronikten olusan ikili
kopolimer olarak isimlendirilmeye baglanmustir (Sekil 1.6) (Demir ve Demird6ven, 2019;
Gokbulut ve Oztiirk, 2018).
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Sekil 1.6. Aljinatin molekiiler yapisi (Tonnesen ve Karlsen, 2002).

Stabilizor, kapstilleme, jel film zar olusturma gibi islevlerde kullanilabilir. En
yaygin olarak kullanilan aljinat ise sodyum aljinat olarak bilinir (Gékbulut ve Oztiirk,
2018).

Aljinat yara pansumanlar fizyolojik olarak nem miktar yiiksek bir mikro ortam
saglar, yara bolgesindeki bakteriyel enfeksiyonu en aza indirir ve yara iyilesmesini
kolaylastirir (Lee ve Mooney, 2012). Ek olarak, aljinat jelleri, farmasétik alanda kapsamli

uygulamalara izin veren minimal invaziv bir sekilde agizdan uygulanabilir veya viicuda
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enjekte edilebilir. Aljinat jelleri ayrica doku miihendisliginde hiicre nakli i¢in umut
vericidir. Doku miihendisligi, bir organ veya doku kayb1 yasayan hastalara insan yapimi
doku ve organ replasmanlar1 saglamay1 amaglar. Bu yaklagimda hidrojeller, hiicreleri
istenen bolgeye ulastirmak, yeni doku olusumu i¢in alan saglamak ve tasarlanmis

dokunun yapisini ve islevini kontrol etmek i¢in kullanilir (Lee ve Mooney, 2012).

1.10.2. Aljinatin ozellikleri
1.10.2.1. Coziiniirliik

Aljinatin sudaki ¢oziiniirliigii, ¢oziicliniin pH’sina, ortammn iyonik siddetine ve
¢oziicii icerisinde jellestirici iyonlarin bulunmasina baglidir. Ortamin degisen iyonik
siddeti zincir uzamasini, polimer konformasyonunu, viskoziteyi ve bu nedenle de
¢ozeltinin ¢oziintrliginii etkiledigi goriilmektedir (Demir ve Demirdéven, 2019;

Gokbulut ve Oztiirk, 2018).

1.10.2.2. Segici iyon baglama

Aljinatin 6zelliklerinden biri jel olusturabilmek icin gerekli olan ¢ok degerlikli
katyonlar1 segerek baglamasidir. Genellikle kalsiyum aljinat jeli olusturmak i¢in CaCl>
kullanilmakta ancak Ca?" hizli bir sekilde aljinat ile reaksiyona girdigi goriilsede homojen
bir hidrojel olusturmasi zordur. Kalsiyum iyonu veya diger iki veya ¢ok degerlikli katyon
igeren sulu ¢ozeltilere aljinat soliisyonunun damla damla ilave edilmesi kiiresel bir jel
yap1 olusumuna sebep olmaktadir. Jellesme kapasitesi buradaki G bloklarinin miktart ile
dogru orantilidir. Bu reaksiyon hizli bir sekilde gergeklesir yumurta kafes adi verilen jel
yapiya doniisiir. Bu jel yapinin stabilitesi G bloklarinin uzunluguna, ¢ozeltesi icerisine
eklenen iyon miktarina baglh oldugu tespit edilmistir (Sekil 1.7) (Gokbulut ve Oztiirk,
2018).
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Sekil 1.7. Aljinatin yumurta-kafes modeli (Gokbulut ve Oztiirk, 2018).

1.11. Mikroenkapsiilasyon

Mikrokapsiilleme islemi, kiigiik pargalarin veya damlalarin bir kaplama ile
kaplandigi homojen veya heterojen bir matris i¢ine gomiilii oldugu bir islemdir (Poshadri
ve Aparna, 2010).

1.11.1. Enkapsiilasyon ve mikroenkapsiilasyon

Enkapsiilasyon yontemi, kabuk veya matris i¢erisinde maddelerin korunmasini
saglar. Bu yontem sonucu olusan kapsiillerde sivi formlar kat1 formlara donlismekte,
cevre etmenlerinden korunabilmekte ambalajlama islemlerinde birtakim kolaylklar
saglanabilmektedir. Gida bilesenlerinin enkapsiilasyonu i¢in ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir (Gokbulut ve Oztiirk, 2018).

Enkapsiilasyondan farkli olarak mikroenkapsiilasyon ise mikrometreden
milimetreye degisen boyut aralifinda mikrokapsiil olusumuna olanak saglamaktadir

(Gokbulut ve Oztiirk, 2018).

1.11.2. Gida endiistrisinde mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon teknigi, gida sektoriinde ince bir film i¢ine gomiilerek
kullanilan bir teknik olarak bilinir. Bu sistemlerde kullanim amaci ise gevre etkilesimini
azaltarak bozulmalara karsi igteki ¢ekirdegi korumaktir. Fiziksel bir duvar olarak
kullanilan duvar materyali, aralarinda olusan kiitlenin aktarimimi saglamaktadir

(Gokbulut ve Oztiirk, 2018).
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2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kullanmim Amaclari

Tez ¢alismas siiresince kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 Cizelge 2.1°de

verilmigtir.

Cizelge 2.1. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaci.

Adi1/ Modeli

Kullanim Amaci

Taramal1 Elektron Mikroskobu: SEM / ZEISS
EVO-LS10 (ZEISS)

Polenlerin ilag yiikklenmeden ve ilag yiiklendikten
sonra karakterizasyonu i¢in kullanilmistir.

ATR Fourier Transform infrared Spektroskopi /
Perkin Elmer 100 FT-IR

Polen eksin iizerinde bulunan fonksiyon
gruplarini belirlemek i¢in kullanilmisgtir.

Termogravimetrik Analiz (TGA) / Mettler Toledo
TGA/DSC2 Star System

Kiitle kayb1 ve kazanimlarinin belirlenmesinde
kullanilmisgtir.

Mikrodalga firin / MARS CEM, Xtraction C

Polenlerden eksin mikrokapsiil eldesi igin
kullanilmisgtir.

Manyetik karigtirict / WiseStir

Cozeltiler hazirlandiktan sonra homojen bir
yaptya sahip olmasi i¢in kullanilmistir.

Analitik terazi / And

Tartimlar 0.0001 g duyarliktaki analitik terazide
yapilmistir.

pH metre / Machery-Nagel

Polenler iglemlerden gecirildikten sonra notrlesip
nétrlesmedigine bakmak i¢in kullanilmistir.

Etiiv / Memmert

Numunelerin kurutulmasi i¢in kullanilmisgtir.

Vortex / DWB

Hazirlanan ¢6zeltilerin homojenize edilmesi i¢in
kullanilmisgtir.

Calkalayic1 / SI-300R

Numunelerin homojenize karismasi igin
kullanilmisgtir.

Ultraviyole Goriiniir Alan Spektrofotometresi
(UV) /Shimadzu

D vitamini mikrokapsiilleme igleminde
kullanilmistir.

Soxhlet ekstraksiyon cihazi

Etil alkol ile polenlerin temizlenmesi igin
kullanilmistir.
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2.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez galismasi siiresince kullanilan sarf malzemeler Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 Kullanilan sarf malzemeler.

Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanim Amaci

Distile Su (H,0)

Cozeltilerin hazirlanmasi ve yikama iglemleri i¢in kullanilmistir.

Hidroklorik asit (HCI)

Polenlerin demineralizasyon islemi i¢in kullanilmistir.

Sodyum hidroksit (NaOH)

Polenlerin deproteinizasyon islemi i¢in kullanilmistir.

Metanol

Polenlerin depigmentasyon islemi i¢in kullanilmistir.

Kloroform

Polenlerin depigmentasyon iglemi i¢in kullanilmustir.

Ergokalsiferol (D2 vitamini)

Kapsiilleme islemi i¢in kullanilmistir.

Kolekalsiferol (D3 vitamini)

Kapsiilleme islemi i¢in kullanilmistir.

Kalsiyum kloriir (CaCly)

Aljinat kapsiillerin olugmasini saglamak i¢in kullanilmigtir.

Etil alkol Polenleri temizlemek ve UV-vis spektrofotometrede vitaminin
salinimina takip etmek i¢in kullanilmgtir.

Kitosan Vitamin yiiklii mikrokapsiilleri kaplamak i¢in kullanilmastir.

Aljinat Polen ve vitaminleri kapsiillemek i¢in kullanilmistir.

Whatman filtre kagidi Numuneleri stizmek i¢gin kullanilmustir.

2.3. C. libani polenlerinin temini

Bu calismada kullanilan polenler Selcuk Universitesi Alaeddin Keykubad
Yerleskesinden Ekim 2022’de toplanmustir. Polenlerin C. Libani agacindan elde
edildigini Selguk Universitesi Fen Bilimleri Fakiiltesinden yardim alinarak belirlenmistir.
Daha sonra temiz kagitlarin iizerine yayilarak, bulagsmay1 6nlemek icin kagitla kapatilmis
ve bir hafta oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan erkek kozalaklardan
polenlerin sallanarak dokiilmesi saglanmistir. Elde edilen polenler toz ve diger

istenmeyen partikiillerden arindirilmak {izere elenmistir.

2.4. C. libani polenlerinden eksin mikrokapsiillerinin eldesi

Sporopollenin ~ eksin  kapsiilleri  ekstraksiyonu  isleminde, polenler;

demineralizasyon, deproteinizasyon ve depigmentasyon ig¢in asit, baz ve
kloroform/metanol/su soliisyonu ile muamele edilmistir. Demineralizasyon isleminde 1.0
g polen 4.0 M derisiminde 20.0 mL HCI soliisyonu kullanilarak mikrodalga firinda 400
Watt’ta 3 dakika muamele edilmistir. Daha sonra numuneler, Whatman filtre kagidi ile

stziilip ardindan pH noétral oluncaya kadar saf su ile yikama yapilmistir.
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Deproteinizasyon igin oérnekler 4.0 M NaOH 20.0 mL soliisyonu ile mikrodalga firinda
400 Watt’ta 3 dakika muamele edilmistir. Inkiibasyonu takiben, numuneler Whatman
filtre kagidi kullanilarak siiziilmiis ve pH nétral oluncaya kadar saf su yikanmistir. Asit
ve baz ile muamele edilmis polen numuneleri daha sonra oda sicakliginda
kloroform/metanol/su soliisyonunda (4:2:1 hacimce) 400 Watt’ta 3 dakika muamele

edilmistir. Son olarak, sporopollenin 6rnekleri saf su ile iyice yikanmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. a) C. libani agac1 b) C. libani aacinin polenleri c) Polenlerin kimyasallarla muamelesi

d) Mikrodalgada muamele edilmesi e) Islem gé&r}?ﬁ.polenlerin saf su ile yikanmasi f) Islem gdérmiis
Sporopolenler yukarida bahsedilen islemlerden gectikten sonra Soxhlet sistemi
igerisinde etil alkol ortaminda temizlenmistir ve burada amag polenlerin temiz olmasini
saglamaktir. Bu islem de ¢oziicii olan etil alkol 1sitilarak buharlastirilir. Etil alkoliin sicak
buhart yogunlastirictya dogru ilerler ve yogunlagarak polenlerin {izerine diiser.
Numunedeki ekstraksiyon tiipiiniin bulundugu yer yogunlasarak etil alkol ile tam

doldugunda, bypass kolunun seviyesine ulasir ve sifon olusarak etil alkol tekrar cam
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balona ulagir. Soxhlet sisteminde polenler temizlendikten sonra kurutulmustur (Sekil

2.2).

Sekil 2.2. Soxhlet sistemi

2.5. Ekstrakte edilen eksin mikrokapsiillere D vitamini molekiillerinin yiiklenmesi
ve vitamin yiikleme verimlerinin hesaplanmasi

Ayri ayr1 her kapsiilleme isleminde 100.0 mg sporopollenin eksin mikrokapstillere
2.0 mL etanol ve 40.0 mg D2 veya D3z vitamini soliisyon ile karigtirllmasiyla
gerceklestirilmistir ve hafif karistirma ile homojen bir karisim haline getirilmistir. Eksin
mikrokapsiillerin nano-gdzenekli duvari boyunca vitaminin yiiklenmesini kolaylastirmak
icin vortexde yaklasik 10 dakika kadar karistirtlmistir (Sekil 2.3).

Etanol igerisindeki D2 veya D3 konsantrasyonun hesaplanmasinda UV-G®oriiniir
Alan Spektroskopisi kullanilmistir. Vitamini  6rnekleri farkli konsantrasyonda
hazirlanarak vitaminlerin 265 nm'de UV-Goriiniir Alan Spektroskopisi ile D2 ve D3
absorbansina karst D2 ve Ds vitamini konsantrasyonu ig¢in kalibrasyon grafigi
olusturulmustur (Shi ve Tan, 2002).

Absorbansa kars1 konsantrasyonun dogrusal regresyon analizi Microsoft Excel
kullanilarak elde edilmistir.

D2 ve D3 vitamininin eksin mikrokapsiillere yiikleme verimleri hesaplanmistir.
Yiikleme verimlerinin hesaplanmasi kiitle dl¢limlerine dayanilarak yapilmistir. Yiikleme

verimini hesaplamak i¢in 6ncelikle mikrokapsiiller ylikleme yapildiktan sonra tartilmistir.
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Analitik terazi de tartilan mikrokapsiillerin yiikleme veriminin ger¢ege daha yakin bir
sonug verebilmesi igin 3 tekrar yapilip ortalamasi alinarak hesaplanmistir. D2 vitamini
igin tartim sonuglarinin ortalamasi 131.5 g olarak bulunmustur. Ayni sekilde D3 vitamini
iginde tartimlar yapilmistir. Tartim sonuglariin ortalamasi 116.0 g olarak bulunmustur.

Baslangigta bulunan 40.0 mg D: ve D3 vitaminlerinin sirasiyla 31.5, 16.0 g
yiiklendigi sonucuna varilmigtir. Burada D> vitaminin eksin mikrokapsiillere %78.75

oraninda yiiklendigi, D3 vitaminin ise %40 oraninda yiiklendigi gériilmiistiir.

Sekil 2.3. D, vitamini yiiklenmis eksin mikrokapsiiller.

2.6. D vitamini yiiklenmis, sporopollenin eksin mikrokapsiillerin aljinat ve
kitosanla kaplanmasi

2.5 g sodyum aljinatin 50.0 mL saf su igerinde ¢6ziinmesini saglamak igin 30
dakika oda sicakliginda 1000 rpm’de karigtirilmistir. Karisima D2 ve D3 vitaminleri ayri
aljinat kaplarinda ilave edildikten sonra homojenligi saglamak i¢in 30 dakika
karistirilmistir. Karistirma sirasinda hava ile temasi azaltmak i¢in karistirma kapali bir
kapta gergeklestirilmistir. Karigim bir biirete aktarilip, 100.0 mL su ve 5.0 g CaCl; igeren
¢ozeltiye damlatilarak kapsiiller olusturulmustur (Sekil 2.4). Kalsiyum kloriir ¢ozeltisi
icindeki mikrokapsiiller filtrasyonla ortamdan alinarak ve bir kez saf su ile yikadiktan
sonra oda sartlarinda kurutulmustur. Kurutulan mikrokapsiiller cam siselerde muhafaza

edilmistir (Gokbulut ve Oztiirk, 2018).



Sekil 2.4. D, ve D3 vitamininden mikrokapstil eldesi.

D vitamini yiiklenmis sporopollenin eksin aljinat mikrokapsiiller daha sonra
kitosan ¢ozeltisine (2.0 g kitosan 100 mL %?2’lik asetik asit ¢ozeltisinde) eklenerek 1 saat
bekletilmistir (Sekil 2.5). Daha sonra mikrokapsiillerin yapismasini 6nlemek i¢in pensle
teker teker ayirma islemi gergeklestirilmistir (Sekil 2.6). Cozeltiden ¢ikarilip siiziilen
mikrokapsiiller NaOH ¢ozeltisine (5.0 g NaOH 100 mL saf su i¢cinde) daldirma yontemi
ile daldirilip ¢ikarildiktan sonra kitosanla kaplanmistir. Fakat bu islemden sonra
mikrokapsiillerin yapisini koruyamadig1 goriilmistiir (Sekil 2.7). Yapisint koruyabilmek
amactyla 5.0 g CaCl, 100 mL suda ¢6ziinmesiyle hazirlanan ¢6zeltiyle mikrokapsiiller
yikanmigtir. Bunun sonucunda yapisini koruyabildigi fakat {izerinde bulunan CaClz’den
dolay1 vitamin salmiminin olmadig1 gériilmiistiir (Sekil 2.8). Islemlerden sonra kitosanla
kaplamanin NaOH ¢ozeltisi ile olamayacagi ancak kitosan ¢ozeltisine daldirip

c¢ikardiktan sonra kurumasiyla elde edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 2.5. Mikrokapsiillerin kitosanla kaplanmasi.

Sekil 2.7. NaOH ¢ozeltisine daldirilmis mikrokapsiiller.

Sekil 2.8. CaCl; ¢ozeltisi ile yikanmig mikrokapsiiller.
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Yapisal olarak kararli formiilasyondaki mikrokapsiillerin taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiileri alinarak yiizey 6zellikleri, boyutlar1 ve boyut dagilimlari

belirlenmistir.

2.7. D vitamini-eksin mikrokapsiil-aljinat-kitosan sisteminin salinim sartlarinin
belirlenmesi

Salimim testlerini  yapabilmek i¢in  Oncelikle kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur. Grafikleri olusturmak i¢in ayr1 ayr1 2.0 mL etil alkol igerisine 40.0 mg
D2 veya D3 vitaminleri eklenerek vortexde karistirilmistir. Daha sonra ise bu karisima
100.0 mg sporopollenin eklenip vortexde tekrardan karistirilmistir. Hazirlanan
karisimdan 10.0 mg alinip daha sonra tizerine tekrardan 10.0 mL etil alkol eklenip karigim
seyreltilmigtir. Seyreltilen karisimdan 1.0 mL daha alinip iizerine 1.0 mL etil alkol
eklenip seyreltme islemi bu sekilde sonlandirilmistir (Shi ve Tan, 2002)..

Karigimlar UV-Goriiniir Alan Spektroskopisi ile 6lgiildiikten sonra absorbanslari
almip kalibrasyon egrileri cizilmistir. Bu egrilerden faydalanilarak mikrokapsiillerin
salinimlari Olgiilmiistiir.

Mikrokapsiiller hazirlandiktan sonra farkli sicaklik (4, 20 ve 37°C), ve farkli
stirelerde (30, 60, 120, 240 dk) salinim testleri yapilmistir. Salinim siiresini belirlemek
icin oda sicakliginda 20 °C’da 15.0 mg mikrokapsiil 3.0 mL etil alkol igerisinde 100
rpm’de calkayicida karnistirillmistir. Siire belirlendikten sonra farkli sicakliklarin etkisi

calisilmistir.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
3.1. Eksin Karakterizasyonu
FT-IR spektrumu:

Islem gérmemis ve kimyasal islemlere maruz kaldiktan sonraki polenin ile FT-IR
spektrumlart alimmustir (Sekil 3.1 a-d). Spektrumlar, ekstraksiyondan 6nce asit muamelesi
yapilmistir.  Asit muamelesinden sonra polenin spektrumunda absorpsiyon bant
degerlerinde farklilasma ve kaymalar gozlemlenmistir (Sekil 3.1 a-b). Asit sonrasi, alkali
islem muamele edilmistir, fakat spektrumlarda belirgin bir fark gézlemlenmemistir (Sekil
3.1 b-c). Bu durum ektraksiyon isleminin yiizey fonksiyonel gruplarda gézlemlenebilir
bir fark olusturmadigr seklinde yorumlanabilir. Son islem basamaginda numuneler
kloroform+metanol+su karisiminda mikrodalga 1simaya maruz birakilarak eksin yapilar
izole edilmistir. Bu basamak sonrasinda FT-IR spektrumunda farklilasmalar
gozlemlenmistir (Sekil 3.1 c-d).

C. libani poleni spektrumunda molekiiller aras1 -OH bag piki 3359 cm''de
gozlenmistir. 2920 ve 2851 cm 'de kaydedilen iki pik, alifatik C-H gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. -CNH baglarinin absorpsiyon piki ise 2851 cm™!'de
gozlemlenmistir. 1112 cm™"de ortaya ¢ikan pik, seliilozun C-O-C gerilme titresimi ile
iliskilendirilebilir (Sekil 3.1 a) (Akyuz ve ark., 2017).

Sporopolleninin kimyasal yapisi kesin olarak tanimlanmamistir. Bununla birlikte,
bazi arastirma gruplari, uzun zincirli yag asitleri ve aromatik gruplar gibi bazi fonksiyonel
sporopollenin gruplarin1 ortaya ¢ikarmis ve bunlarin nitrojen icermedigi bulunmustur
(Dominguez ve ark., 1999b; Watson ve ark., 2007; Diego-Taboada ve ark., 2014).
Ekstrakte edilmis C. libani sporopollenin spektrumunda, islem gérmemis C. libani
poleninin spektrumu ile karsilastirildiginda, bazi pik degerlerinde degisiklikler
gozlenmistir (Sekil 3.1 d). Ayrica eksin (sporopollenin) spektrumunda yeni pikler ortaya
cikmistir. Polen spektrumundaki genis -OH bag1 pik noktas1 3365 cm™!'ye kaymustir.
1447 cm""deki bant, C-O-H deformasyon titresimi ile iliskilendirilebilir. 2922 ve 2854
cm 'deki keskin pikler, doymamis yag asitlerinin alifatik C-H gerilmesinden
kaynaklandig: seklinde yorumlanabilir. Sporopollenin yapilarinin alifatik C=C gerilme
band1 1604 cm""de tespit edilmistir (Akyuz ve ark., 2017). Literatiirdeki spektrum
karsilagtirmalar1 C. libani polenlerinden izole edilen eksin yapilarinin sporopolleninden

olustugunu desteklemektedir (Mujtaba ve ark., 2022).
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Sekil 3.1. a) Saf polenin FT-IR spektrumu b) Asit ile muamele edilmis polenin FT-IR spektrumu c)
Asitt+baz ile muamele edilmis polenin FT-IR spektrumu d) Asit+baz+kloroform+metanol+su muamele
edilmis polenin FT-IR spektrumu.

TGA analizleri:

Calismada kullanilan polen ve izole edilen eksinin termal kararliliklarinin
degerlendirilmesi Termal Gravimetrik Analiz (TGA) ile gergeklestirilmistir. Analizde
islenmemis polenin yaklagik 250°C’ye kadar kiitlesini korudugu 250°C’den sonra kiitle
kaybinin gerceklestigi, kiitledeki kaybin yaklasik 450°C’ye kadar devam ettigi
goriilmiistiir. Daha sonra eksin izolasyonu asamasinda asit ile muamele edildikten sonra
polendeki kiitle kaybinimn 300°C’den sonra basladigi goriilmiistir. Bu durum saf halde
bulunan polenin diisiik sicakliklarda ayrisabilen organik yapilar icerdigi ve yapilan asit
islemi sonucu igerigindeki bu yapilarin uzaklastirildigi seklinde yorumlanabilir. Baz ve
kloroform/metanol/su ile muamelesinden sonra ise bir organik bilesik kaybindan dolay1
kiitle kaybinin gittik¢e yiiksek sicakliklarda basladig1 goriilmiistiir (Sekil 3.2). Eksinlerin
ekstrakte edildikleri polenlerden daha yiiksek termal kararlilik gdstermeleri literatiirde

farkli ¢alismalarda da rapor edilmistir (Mujtaba ve ark., 2017; Sargin ve ark., 2017). Bu
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calismalar eksin yapisinin temel bilesenin sporopollenin oldugunu rapor etmistir.

Sporopolleninin termal ve mekanik kararlilig1 yiiksek ve ayn1 zamanda kimyasal ataklara

ve biyolojik etkilere karsi direngli bir polimer oldugu bilinmektedir (Li ve ark., 2019;
Atalay ve ark., 2022).
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Sekil 3.2. a) Saf polenin TGA analizi b) Asit ile muamele edilmis polenin TGA analizi
c) Asittbaz ile muamele edilmis polenin TGA analizi d) Asit+baz+kloroform+metanol+su muamele
edilmis polenin TGA analizi.

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM):

Eksin yapilar:

C. libani polenlerinin (Sekil 3.3 a) ve ekstrakte edilen eksin yapilarinin (Sekil 3.3

b-d) Taramali Elektron Mikroskobundaki goriintiisii alinarak kimyasal ektraksiyon

isleminin polen yapilarinin morfolojik 6zelliklerine etkisi incelenmistir. Ekstrasksiyon
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islemi polenler asit ile mikrodalga 1s1ma altinda muamele edilerek baslamistir. Bu islem
sonrasinda polenin ylizeyinde ¢ikintilar olustugu gorilmiis ve mineraller
uzaklastirtlmistir (Sekil 3.3 b). Daha sonra baz asamasina gegildi ve islem sonucunda
polen iizerinde ¢ikintilarin arttigi gozlemlenmistir. Bu durum alkali islemin polen
yapisindaki protein benzeri yapilarin ulastirma da etkili oldugunu gostermistir (Sekil 3.3
c). En son asama da ise metanol, kloroform, su karigimi kullanilarak polenlerin
tamamiyle i¢i bosaltilmis yapidaki pigmentler ve yagimsi molekiiller uzaklastirilmistir
(Sekil 3.3 d). i¢i bosaltilan ayn1 zamanda da yapisal biitiinliigii korunan eksin yapilar
vitamin yiiklemeye hazir hale getirilmistir. Tez ¢alismasinda C. libani polenlerinden
eksin yapilarin ekstraksiyonunda literatiirde rapor edilen kimyasal islemler takip
edilmistir (Mujtaba ve ark., 2017; Sargin ve ark., 2017). Ekstraksiyondaki 1s1l islemler
yerine mikrodalga firin kullanilarak 400W enerji seviyesinde 3 dakika siiresince
mikrodalga 1simaya polenler maruz birakilarak literatiirden farkli bir yol izlenmistir.
Boylece saatlerce siiren islemler yerine mikrodalga 1stma yardimi ile ekstraksiyon

islemlerinin daha kisa siirede olabildigi gézlemlenmistir.

EHT=1600K/  SignalA=SE1  Mag= B.00KX 10 pm

74 WD = 11.6 mm | Probe = 100 pA

y : EHT=1500kY  SignalA=SE1  Mag= 800KX 10um* &,.q
@ @ WD = 11.5mm | Probe = 100 pA }_|

@ EHT=1500K  signaa=sEr  Mag= B800KX 10 pm @ @ BTS00  sgriacser  Mag= BO0KX 10
S wo=115mm | Probe = 100 pA WD =115 mm | Probe = 100 pA

Sekil 3.3. a) Saf polen b) Asit ile muamele edilmis polen ¢) Asit+baz ile muamele edilmis polen d) Asit
+baz+kloroform+metanol+su ile muamele edilmis polen.
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Eksin mikrokapsiillere vitamin yiiklendikten sonra aljinat ile kaplama yapilmustir.
Olusturulan mikrokapsiillere 100X, 350X, 1.000X boyutlarda SEM ile yiizey morfolojisi
belirlenmistir (Sekil 3.4). D2 ve D3 vitamini yiiklii eksin taneciklerinin aljinat matriks
igerisine gomiildiigli ve eksin kapsitillerin mikrokiire lizerinde heterojen bir dagilim
gosterdigi  gozlemlenmistir. Ayni1 zamanda eksin-aljinat mikrokapsiillerin seklinin
kiiresellige yakin oldugu (Sekil 3.4 a-d) ve boyutlarinin birbirine yakin oldugu
goriilmiistiir. D2-eksin-aljinat kiirelerinin ve Dz-eksin-aljinat kiirelerinin boyutlarinin
yaklasik 1.3 mm olarak tespit edilmistir (Sekil 3.4 b-e).

Mikrokapsiillerin ylizeylerine yiiksek magnifikasyonlarda c¢atlaklarin oldugu
tespit edilmistir (Sekil 3.4 c-f). Catlaklarin kuruma asamasinda olustugu
degerlendirilmistir. Bu durum D2 veya D3 yiiklii eksin mikrokapsiillerin sadece aljinat
matriksle beraber kullanildigi zaman catlak olusumundan dolayr mikrokapsiillerin
salinim Gzellikleri 6ngoriilebilir olmayabilir. Bu durumda kapsiillerin vitamin destegi

olarak kullanimini kisitlayabilecegi diisiiniilmektedir.

ST ENT=1500KV  Sgia=ser  Mag= 100X 1mm o @ BHT=1500V  sglA=zset  Mag= 350X 200 pm = @
@ Wo=40mm  |Probe= 100pA F—— B | & wo-nsm  jprose 100pa — > | &

EHT=1500K  SgrlA=se1  Mag= 100KX 100pm -
VWD=130m | probe= 100 pA — @

Y
@ mm XOOb =psM  13ezawge  WHO02I=TH @; e@ ET=1S00W  sgwAsser  Meg= 350X 100ym @ EMT=1500K  SgiA=ser  Meg= 100KX  100um
2 Aq00t =sgoql  mmzer=aw 8 [| (& wosts0mm  prove= 100pA H = &/ wo=sm  |prove= 100pA — ©

Sekil 3.4. D, (a, b ve ¢) ve D3 (d, e ve ) vitamini yiiklii eksin-aljinat mikrokapsiiller.
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Calismamizda D vitamini eksin aljinat mikrokapsiil yapilar1 olusturulduktan sonra
kitosan ile muamele edilerek yiizeyleri kaplanmistir (Sekil 3.5). Kitosanla kaplanan
mikrokapstillerin sekillerinin kiiresellige yakin oldugu, boyutlarinin birbirine yakin
oldugu ve lizerinde kitosanin ince bir tabaka halinde varligin1 gosterdigi (Sekil 3.5 a ve
d) goriilmiistiir. Yapilan kaplama ile vitamin yiiklii mikrokapsiillerin boyutlarinin
yaklagik 1.3 mm oldugunu ve aljinat ile kaplamaya gore boyutlarinda fazla bir degisiklik
olmadigini, kitosanla kaplanan mikrokapsiillerde kitosanin fazlasinin mikrokapsiillerin
kurutulmasi agsamasinda ylizeyinden sizarak zemine yayildig1 ve orada kurudugu SEM
goriintiisiinden belirlenmistir (Sekil 3.5 b ve €). D vitamini-eksin-aljinat mikrokapsiillerin
yiizeyindeki gatlaklar kitosan ile kaplama sonrasinda kapanmistir (Sekil 3.5 ¢ ve f).
Kitosanla kaplama yapilmasina ragmen yiizeydeki D vitamini-eksin mikrokapsiillerin

goriiniir oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.5 ¢ ve f).

EWT=1500V  Sgraa=sE1  Mag= 100X 1mm

WD=135mm  |Probe= 100pA —

2 2 R
@ @ @ BT=1500W  sgwA=ser BMeg= 350X m g @ EMT=1500KV  SgmiAzser  Mag= 100KX 100y @
N4 &) w10 |poes 100pA H &) wo=1s0mm  \proe= 100pA —

1 Y 4 ¢
% ) ; P
¢ BTS00 sgwAsse  MAQT 30X 100m @ @ BT80N sgaasser  Mag= 100KX @
g @ Wos130mm  |Probe= 100pA H & wo-130mm  probe= 100pA —

Sekil 3.5. D, (a, b ve ¢) ve D3 (d, e ve f) vitamini yiiklii eksin-aljinat-kitosan mikrokapsiiller.

§ ) EMT=1500W  sgraA=set  Mag= 100X 1mm
é-@\
r\,/ WD=135mm | Prope= 100pA

SEM-EDX analizi:
Calismada hazirlanan mikrokapsiillerin SEM-EDX analizi ile yiizey kimyasal
kompozisyonlar1 aydinlatilmaya calisilmistir. Yapilan analiz sonucunda sadece aljinat ile

kaplanan mikrokapsiillerin O, Ca, Cl, C, Na icerdigini ve agirlik¢a daha fazla O icerdigi
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goriilmiistiir (Cizelge 3.1 ve 3.3). Kitosanla kaplandiktan sonra ise mikrokapsiillerin N
icerdigi tespit edilmistir. Eksin mikrokapsiillerin yapisin1 olusturan sporopollenin
yapisinda N igeren gruplar olmadigindan, tespit edilen N varliginin Kitosandan
kaynaklandig1 yorumu yapilabilir (Cizelge 3.2 ve 3.4). SEM-EDX analiz sonuglar1 D>
veya Ds vitamini yiikli eksin-aljinat mikrokapsiillerin kitosanla kaplandigini

gostermektedir.

ccccc
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Sekil 3.6. D, vitamini-eksin-aljinat mikrokapsiilleri SEM-EDX profilleri.

Cizelge 3.1. D, vitamini-eksin-aljinat mikrokapsiillerin SEM-EDX analiz sonuglart.

Element Agirhk [%] Atomik [%] Hata [%6]
Oksijen 65.92 65.41 9.6
Kalsiyum 6.39 2.53 4.1
Klor 4.83 2.16 17.3
Karbon 22.37 29.56 0.1

Sodyum 0.49 0.34 0.2
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Sekil 3.7. D, vitamini-eksin-aljinat-kitosan mikrokapsiilleri SEM-EDX profilleri.

Cizelge 3.2. D, vitamini-eksin-aljinat-kitosan mikrokapsiillerin SEM-EDX analiz sonuglari.

Element Agirhik [%] Atomik [%0] Hata [%0]
Oksijen 65.77 62.16 21.2
Kalsiyum 2.01 0.76 0.1

Klor 3.61 1.54 0.1
Karbon 26.07 32.83 9.0
Sodyum 0.06 0.04 0.0
Azot 2.47 2.67 1.8

Sekil 3.8. D3 vitamini-eksin-aljinat mikrokapsiilleri SEM-EDX profilleri.
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Cizelge 3.3. D3 vitamini-eksin-aljinat mikrokapsiillerin SEM-EDX analiz sonuglari.

Element Agirhk [%] Atomik [%6] Hata [%]
Oksijen 65.28 64.48 21.3
Kalsiyum 5.98 2.36 0.2

Klor 5.07 1.54 0.1
Karbon 23.28 30.63 8.4
Sodyum 0.39 0.27 0.1

3.5

3.0

2.5

2.0

Sekil 3.9. D3 vitamini-eksin-aljinat-kitosan mikrokapsiilleri SEM-EDX profilleri.

Cizelge 3.4. D3 vitamini-eksin aljinat-kitosan mikrokapsiillerinin SEM-EDX analiz sonuglari.

Element Agirhik [%] Atomik [%6] Hata [%]
Oksijen 653.80 60.82 20.6
Kalsiyum 1.10 0.42 0.1

Klor 6.12 2.63 0.2
Karbon 25.56 32.46 8.9
Sodyum 0.13 0.09 0.0
Azot 3.29 3.58 2.2

3.2. Mikrokapsiillerden D2 veya D3 vitamini salinimi

Vitamin yiiklii mikrokapsiillerden D2 veya D3 salmimi UV-Goriiniir Alan
Spektroskopisi ile incelenmistir. D> veya Dz vitaminleri sulu ortamda ve su alkol
karisimda kollodial pargaciklar olusturarak opak bir goriiniim sergilediginden UV-
Goriiniir Alan Spektroskopisi ile absorbans 6l¢iimlerinin yapilmasi miimkiin degildir. D

ve D3 vitaminleri suda ¢oziinmedigi igin etil alkol ortaminda salinim calismalari
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yapilmistir. (Sekil 3.10). Salinim ¢aligmalarindan 6nce kalibrasyon grafigi olusturulmus

ve salinim testleri sirasindaki dl¢timlerde bu kalibrasyon grafikleri referans alinmigtir.

Sekil 3.10. D, molekiiliiniin sulu ortamda su-alkol karigimi.

Salinim ¢aligmalar1 farkli siire ve sicakliklarda sicaklik ayarli calkalayicida

yapilmistir.
3 3
=10,247x
=10,329x v=29
2,5 y ) . 2,5 - @
5 R2 = 0,9801 -9 5 R?=0,9909
I 2 302
72} [%2]
515 ° 81,5
Qa 2 o
— -
g 1 2 1
Q Q.- < .-
cu .‘.a '.-
0,5 ....‘ 0’5 ...'.
o @ .
0 01 0.2 03 0 0,1 0,2 03
Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)
Sekil 3.11. D, vitamini kalibrasyon egrisi. Sekil 3.12. D3 vitamini kalibrasyon egrisi.

Zamana gore salinim:

Mikrokapsiillerden zamana gore D2 ve D3 salinim 30, 60, 120 ve 240 dakikada
37°C’de test edilmistir. Zamana bagli absorbans degerleri ve absorbans degerlerinden
hesaplanan salinim yiizdeleri Cizelgeler 3.5 ve 3.6’da verilmistir.  Olusturulan

tablolardan vitamin saliniminin her iki vitamin iginde siirenin artmasina bagli olarak

arttig1 gorillmiistiir.
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Cizelge 3.5. Dy vitaminin zamana gore salmimi.

Zaman [dk.] Absorbans [a.u.] ila¢ Salimimi [%]
30 0.269 2.6
60 0.324 3.1
120 0.451 4.3
240 0.513 4.9

Cizelge 3.6. D3 vitaminin zamana gore salinimi.

Zaman [dk.] Absorbans [a.u.] Ilac Salimm [%]
30 0.202 1.8
60 0.238 2.3
120 0.463 4.4
240 0.524 5.0

Sicakhiga gore salimm:

Sicakliga bagh olarak ila¢ salinimlari ise 120 dakika baz alinip 4, 20, 37°C’de
yapilmustir (Cizelgeler 3.7 ve 3.8). En yiiksek salinimi her iki vitamin igin 37°C olarak
tespit edilmistir.

Salinim ¢alismalarinda hem D2 hem de Ds igin diisiik salinim degerleri
gozlemlendi. Calismada D> hem de D3 vitaminleri once eksin mikrokapsiillere yiiklendi,
sonrasinda eksin mikrokapsiiller aljinat matriks icinde dagitilarak enkapsiile edildi ve
nihayetinde yiizeyi kitosanla kaplandi. Hem aljinat hem de kitosan sulu ortamda
¢oziinebilen, alkolde ¢6ziinemeyen biyopolimerlerdir. Kitosan ozellikle diisiik pH’larda
sulu ortamda daha kolay c¢oziiniir. Salimim calismalar1 sulu ortam yerine alkolde
yapildigindan kitosan kaplama ve altindaki aljinat matriks ¢oziilmeden kaldi. Bu durum,
aljinat matriks i¢inde gomiilii olan D2 ve Ds vitaminleri yiiklii eksin mikrokapsiillere
¢oziicliniin ulagsmasini ve ayn1 zamanda kismen olan ¢oziinmiis D2 ve Dz vitaminlerinin

ortama salimimini engelledigi seklinde degerlendirilebilir.

Cizelge 3.7. Dy vitaminin sicakliga gore salinimi.

Sicaklik [°C] Zaman [dk.] Absorbans [a.u.] Ila¢ Salimmi [%]
4 120 0.336 3.2
20 120 0.420 4.0

37 120 0.451 4.3
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Cizelge 3.8. D3 vitaminin sicakliga gore salinimi.

Sicakhik [°C] Zaman [dk.] Absorbans [a.u.] ila¢ Sahmimi [%]
4 120 0.082 0.80
20 120 0.090 0.86

37 120 0.463 4.40
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4. SONUCLAR VE ONERILER
4.1 Sonuclar

Yapilan tez ¢alismasi C. libani polenlerinden eksin mikrokapsiillerin mikrodalga
destekli kimyasal yontemle ekstrakte edilebilecegini gostermistir. Calismada 1s1 enerjisi
yerine mikrodalga kullanilmast islem siiresini ve enerji tiilketimini azaltmada etkili
olmustur. C. libani polenlerinden izole edilen eksin mikrokapsiiller mikrodalga
muamelesinden sonra yapisal biitiinliiklerini muhafaza etmistir. C. libani polenlerinden
eksin mikrokapsiillere etanol ortaminda agirliklarinin yaklasik 1/3’1 kadar D, ve Ds
vitaminlerini basarili bir sekilde yiiklenebilmistir. Aljinatin, D, ve Dz vitaminleri
yiiklenmis eksin mikrokapsiilleri enkapsiile etmek i¢in uygun bir matriks oldugu
goriilmiistiir. D2 veya D3 vitaminleri yiliklenmis eksin-aljinat mikrokapsiilleri kitosanla
kaplanarak yapisal kararliliklar1 artirillmigtir. D2 veya D3 vitaminleri eksin-aljinat-kitosan
mikrokapsiil sistemlerinden D> veya Dz vitaminlerinin salimmin farkli siire ve

sicakliklarda gerceklestigi goriilmiistiir.

4.2 Oneriler

D2 veya D3 vitaminleri eksin-aljinat-kitosan mikrokapsiil sistemleri hazirlamada
C. libani polenleri yerine farkli polenler kullanilabilir. D> veya D3 vitaminleri eksin-
aljinat-kitosan mikrokapsiil sistemlerinin fizyolojik ortamda etkinliginin in vivo hayvan
testlerinde arastirilmasi gereklidir. In vivo testlerin sonucuna gore D2 veya D3 vitaminleri
eksin-aljinat-kitosan mikrokapsiil sistemler i¢in klinik testler gerceklestirilebilir. Ayrica

bu D vitamini sistemleri farkli ¢iftlik hayvanlarinin yem varyasyonlarinda test edilebilir.
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