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OZET

SIGLA (Liquidambar orientalis) YAGININ FARKLI POLIMERLERLE
NANOENKAPSULASYONU

Ulkeryildiz Balgik E., Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Gida Miihendisligi Anabilim Dal, Doktora Tezi, Danisman: Prof. Dr.
Hilal Sahin Nadeem, Aydin, 2024.

Amag: Bu tez calismast kapsaminda, sigla yagmin enkapsiile edildigi zein ve poli-g-
kaprolakton (PCL) nanopartikiillerinin  sentezlenmesi, karakterize edilmesi,
biyoyararlanimin  incelenmesi Ve  nanopartikiillerin  anti-iilserojenik  etkileri

degerlendirilerek duyusal olarak tiiketilebilirliginin arastirilmast amaglanmaistir.

Materyal ve Yontem: Tez c¢alismasi, ham sigla balsaminin Onislemden gegirilerek
nanoenkapsiilasyon ¢alismalarina uygun hale getirildikten sonra, basit ve flas
nanogoktiirme yontemleri ile sigla yagi dolgulu zein ve PCL nanopartikiillerinin uygun
tretim kosullarinin  belirlenmesi (1), zein nanopartikiillerinin proses kosullarinin
optimizasyonu (Il), optimum noktada iiretilen zein ve PCL nanopartikiillerinin
morfolojik, fiziksel, kimyasal karakterizasyonlar1 ve statik in vitro sindirim
ortamlarinda analizleri (111), optimum noktada tiretilen zein ve PCL nanopartikiillerinin
anti-tlser etkilerinin belirlenmesi (IV) ve optimum zein nanopartikiillerinin duyusal
olarak incelenmesi (V) olmak {izere bes asamada gerceklestirilmistir.

Sigla yagir dolgulu zein ve PCL nanopartikiilleri basit nanoc¢oktiirme ve flasg
nanocoktiirme yontemleri kullanilarak sentezlenmistir. Zein nanopartikiillerinin partikiil
boyutu, gegirgenlik, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli degerleri, enkapsiilasyon
etkinligi ve in vitro sindirim ortaminda salinim oranlari analiz edilmis ve optimum
nanopartikdl tiretim kosullar1 belirlenmistir. PCL nanopartikiilleri tiretiminde farkli sigla
yag1 oranlar1 ¢alisilmig ve her bir yontem i¢in ayr iiretim kosullar1 belirlenerek uygun
sigla yagi oranlarinda optimum iiretimler gergeklestirilmistir. Optimum zein ve PCL
nanopartikiillerinin fiziksel (renk, nem, su aktivitesi, suda ¢Oziiniirlik, yigin-

sikigtirilmis yogunluk, akabilirlik), kimyasal (toplam fenolik madde miktari, antioksidan
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kapasitesi, trans-sinnamik asit miktar1), in vitro sindirim ortaminda sigla yagi salinimi
(agiz, mide ve bagirsak ortami) ve biyolojik aktivite (anti-lilseratif etki) analizleri
yapilmistir. Ham sigla yaginin anti-kanser etkisi insan prostat kanser hiicreleri (PC3 ve
LNCaP) iizerinde incelenmistir. Optimum kosullarda {iretilen sigla yag: yiikli zein

nanopartikiilleri duyusal olarak incelenmistir.

Bulgular: Basit nanogoktiirme (BN) ve flag nanog¢oktiirme (FN) yontemleri kullanilarak
elde edilen si1gla yag1 dolgulu zein nanopartikiillerinin partikiil boyutlar1 sirasiyla 140,31
ile 427,40 nm ve 151,00 ile 233,95 nm olarak 6l¢iilmiis ve dar bir boyut araliginda
(PDI: %0,1-0,2) dagilim go6stermistir. Zein nanopartikiil {iretiminde en yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi ve {riin verimi sirasiyla %95,81 ve %98,90 olarak flas
nanog¢Oktiirme yontemiyle elde edilmistir. Zein nanopartikiillerinin statik in vitro agiz
ortami sigla yagi salinim ytizdeleri BN yontemi ile iiretilen 6rneklerde (ortalama % 7,41
ve en diisiikk %1,22), FN yontemi ile iiretilen orneklere (ortalama %11 ve en diisiik
%2,65) gore daha diisiik oranda tespit edilmistir. Zein nanopartikiillerinin statik in vitro
mide ortamui sigla yagi saliiim ytizdeleri FN yontemi ile iiretilen 6rneklerde (ortalama
%69 ve en yiiksek %90,58) BN yontemi ile iiretilen 6rneklere (ortalama %50 ve en
yiiksek %94,77) gore daha yiiksek bulunmustur. Kolloidal zein nanopartikiillerinin
stabilitelerini koruduklar1 ve FN yontemi ile {iretilen nanopartikiillerin BN yontemi ile
tiretilenlere gore daha kararli olduklari tespit edilmistir. Duyusal analizlerde FN
yontemi ile liretilen optimum tozlarin renk, topaklanma ve sigla yag: lezzet yogunlugu
acisindan daha tiiketilebilir bulundugu goriilmiistiir. Sigla yagi dolgulu stabil zein

nanopartikiillerinin tiretimi i¢in FN yontemi daha uygun bulunmustur.

Sigla yag1 dolgulu PCL nanopartikiilleri iiretiminde BN ve FN yontemleri i¢in farkli
tretim kosullarinda sirastyla maksimum %2 ve %3 oranlarinda sigla yagi dolgulu
nanopartikiil tozlar1 iiretilmistir. Yiiksek sigla yagi oranlarinda her iki yontem i¢in de
enkapsiilasyon etkinligi ve iriin verimi dramatik olarak diismiistiir. BN yontemi ile
iiretilen PCL nanopartikiillerinin boyutlar1 258,67 nm ile 510,00 nm araliginda degisim
gosterirken, FN yontemi ile iiretilen PCL nanopartikiillerinin boyutlar1 225,88 nm ile
389,98 nm araliginda degisim gostermistir. BN yontemi ile iretilen PCL
nanopartikiillerinin statik in vitro sindirim ortamlar1 analizinde sigla yagi salinimlari
ag1z ortaminda minimum %1,59 ve mide ortaminda maksimum %69,03 araliginda iken

FN yontemi ile iiretilen nanopartikiillerin salinimlar1 agiz ortaminda minimum %2,88 ve
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mide ortaminda maksimum %75,00 aralifinda daha yiiksek bulunmustur. FN yontemi
sigla yag1 dolgulu PCL nanopartikiil iiretimi i¢in de daha avantajli bulunmustur.

Sigla yagi nanoenkapsiilasyonu i¢in uygun olan materyal ve ydntem se¢imi igin
optimum zein ve PCL nanopartikiillerinin in vitro gastrik salinim profili zamana bagl
olarak incelenmis, ilk 15 dk’da %20 olarak en diisiikk patlama salinimi ve uzun siireli
yavas salimim profili gosteren materyal PCL, yontem ise flas nanog¢Oktiirme olarak
belirlenmistir. FN yontemi ile iiretilen sigla yag1 dolgulu zein ve PCL nanopartikiilleri
birbirleriyle benzer fiziksel 6zellikler gostermis, kimyasal dzellikler ve in vitro sindirim
ortamlart salinim Ozellikleri ise yontem ve materyal tiirlinden etkilenerek farklh
bulunmustur. Sigla yag1 ve elde edilen optimum nanopartikiillerin anti-lilseratif etkileri
incelenmis ve BN-PCL nanopartikiilleri en yiiksek iireaz enzim inhibisyonu
gostermistir. Ham sigla yaginin anti-karsinojenik etkisi PC3 ve LNCaP insan prostat
kanseri hiicre hatlar1 tizerinde farkli dozlarda incelenmis ve ICso degerleri 48 saatlik

muamele sonunda sirastyla 198,79 ug/mL ve 59,89 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Sonug: Tez calismasi kapsaminda, yliksek biyoaktif 6zelliklere sahip sigla yaginin zein
ve PCL materyalleri kullanilarak BN ve FN yontemleri ile nanoenkapsiilasyonu
basariyla gergeklestirilmistir. Sigla yaginin zein ve PCL tasiyici nanopartikiillerine
yuklenmesi ve kararli nanopartikiillerin eldesi diisik maliyetli basit ve flag
nanocoktiirme yontemleri ile tek adimda ve hizli bir sekilde gerceklesmistir. Optimum
noktada elde edilen sigla yag yiiklii toz nanopartikiillerinin in vitro sindirim analizinde
agiz ortaminda diisilk, mide ve bagirsak ortamlarinda ise yiiksek salinim o6zellikleri
gostermeleri, diisiik boyutlar1 sayesinde hiicre i¢ine kolaylikla ge¢melerinin
ongoriilmesi ile birlikte sigla yaginin biyoyararlanimini arttirict etki  gostermesi
beklenmektedir. Boylece anti-iilser ve anti-kanser etkileri bulunan sigla yaginin saglik
etkilerini arttiracagi Ongoriilmistiir. Oral tliketimi zor olan sigla yagmin, toz zein
nanopartikiillerine doniistiirtilerek tiiketici tarafindan duyusal olarak kabul edilebilir

0zellik kazandirilmasi ile dogrudan tiiketilebilir olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar  Kelimeler: Basit/flas nanogoktirme, Sigla yagi, Nanopartikiil,

Antiiilserojenik- antikarsinojenik etki.
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ABSTRACT

NANOENCAPSULATION OF STYRAX LIQUIDUS (Liquidambar orientalis)
WITH DIFFERENT POLYMERS

Ulkeryildiz Balgik E., Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of
Natural and Applied Sciences, Department of Food Engineering, Doctor of
Philosophy Thesis, Supervisor: Hilal Sahin Nadeem, Aydin, 2024.

Objective: The aim of this thesis was to synthesize and characterize zein and poly-e-
caprolactone (PCL) nanoparticles encapsulated with styrax liquidus, examine their
bioavailability, assess their anti-ulcerogenic effect, and evaluate their sensory

consumability.

Material and Methods: After the preprocessing of raw styrax liquidus balsam to make
it suitable for nanoencapsulation studies, the thesis work was conducted in five stages:
(I) determination of suitable production conditions for styrax liquidus-loaded zein and
PCL nanoparticles using simple and flash nano-precipitation methods, (I11) optimization
of process conditions for zein nanoparticles, (111) morphological, physical, and chemical
characterizations, as well as analyses in static in vitro digestion environments, for zein
and PCL nanoparticles produced at the optimum point, (IV) determination of the anti-
ulcer effects of zein and PCL nanoparticles produced at the optimum point, and (V)
sensory evaluation of the optimum zein nanoparticles.

Styrax liquidus-loaded zein and PCL nanoparticles were synthesized using simple nano-
precipitation and flash nano-precipitation methods. The particle size, transmittance,
polydispersity index (PDI), zeta potential values, encapsulation efficiency, and release
rates in the static in vitro digestion environments (oral and gastric) of zein nanoparticles
were analyzed and the optimum production conditions were determined. Different ratios
of styrax liquidus were studied in the production of PCL nanoparticles and optimum
productions were identified at appropriate styrax liquidus ratio for each methods.
Physical (color, moisture, water activity, water solubility, bulk-tapped density,
flowability), chemical (total phenolic content, antioxidant capacity, trans-cinnamic acid
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content), in vitro digestion release of styrax liquidus (oral, gastric, and intestinal
environments), and biological activity (anti-ulcerative effect) analyses were performed
for optimum zein and PCL nanoparticles. The anti-cancer effect of raw styrax liquidus
was investigated on human prostate cancer cells (PC3 and LNCaP). Styrax liquidus -
loaded zein nanoparticles produced under optimum conditions were also evaluated for
sensory characteristics.

Results: The particle sizes of styrax liquidus-loaded zein nanoparticles obtained using
the simple nano-precipitation (SN) and flash nano-precipitation (FN) methods were
measured as 140.31 to 427.40 nm and 151.00 to 233.95 nm, respectively, showing a
narrow size distribution (PDI: 0.1-0.2%). The highest encapsulation efficiency and
product yield in the production of zein nanoparticles were achieved with the FN
method, with values of 95.81% and 98.90%, respectively. The release percentages of
styrax liquidus in the static in vitro oral environment for zein nanoparticles produced by
the SN method (average 7.41% and lowest 1.22%) were lower than those produced by
the FN method (average 11% and lowest 2.65%). The release percentages in the static in
vitro gastric environment for zein nanoparticles produced by the FN method (average
69% and highest 90.58%) were higher than those produced by the SN method (average
50% and highest 94.77%). It was observed that colloidal zein nanoparticles maintained
their stability, and those produced by the FN method were more stable compared to
those produced by the SN method. Sensory analysis indicated that the optimum powders
produced by the FN method were found to be more consumable in terms of color,
agglomeration, and styrax liquidus flavor intensity. The FN method was deemed more
suitable for the production of stable styrax liquidus-loaded zein nanoparticles.

Styrax liquidus-loaded PCL nanoparticles were produced using the simple nano-
precipitation (SN) and flash nano-precipitation (FN) methods under different production
conditions, resulting in maximum styrax liquidus-loaded nanoparticle powders at rates
of 2% and 3%, respectively. At high styrax liquidus ratios, both methods experienced a
dramatic decrease in encapsulation efficiency and product yield. The sizes of PCL
nanoparticles produced by the SN method varied between 258.67 nm and 510.00 nm,
while those produced by the FN method ranged from 225.88 nm to 389.98 nm. In the
static in vitro digestion analysis of PCL nanoparticles produced by the SN method,
styrax liquidus releases ranged from a minimum of 1.59% in the oral environment to a
maximum of 69.03% in the gastric environment. In contrast, the releases of
nanoparticles produced by the FN method were higher, ranging from a minimum of
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2.88% in the oral environment to a maximum of 75.00% in the gastric environment. The
FN method was found to be more advantageous for the production of styrax liquidus-
loaded PCL nanoparticles.

The in vitro gastric release profiles over time were investigated for optimum zein and
PCL nanoparticles to select the suitable material and method for styrax liquidus
nanoencapsulation. The lowest burst release of 20% in the first 15 min and a long-term
sustained release profile was obtained from PCL carrier material by FN method. styrax
liquidus-loaded zein and PCL nanoparticles produced by the FN method showed similar
physical properties, while their chemical characteristics and in vitro digestion release
profiles were influenced by the method and material type, resulting in variations. The
anti-ulcerative effects of styrax liquidus and the obtained optimum nanoparticles were
examined, and SN-PCL nanoparticles exhibited the highest urease enzyme inhibition.
The anti-carcinogenic effect of raw styrax liquidus was studied on PC3 and LNCaP
human prostate cancer cell lines at different doses. The 1Cso values were determined to
be 198.79 ng/mL and 59.89 pg/mL after 48 hours of treatment, respectively.
Conclusion: Within the scope of the thesis study, the nanoencapsulation of styrax
liquidus, possessing high bioactive properties, was successfully achieved using zein and
PCL materials through the BN and FN methods. Loading styrax liquidus into zein and
PCL carrier nanoparticles and obtaining stable nanoparticles were accomplished in a
single step and rapidly using low-cost simple and flash nano-precipitation methods. The
in vitro digestion analysis of the powdered nanoparticles loaded with styrax liquidus
obtained at the optimal point revealed low release properties in the oral environment
and high release properties in the stomach and intestinal environments. This, coupled
with the anticipation that their small sizes would facilitate easy cellular uptake, is
expected to enhance the bioavailability of styrax liquidus. Consequently, it is predicted
that this will enhance the health effects of styrax liquidus, which has anti-ulcer and anti-
cancer effects. The conversion of styrax liquidus, which is challenging for oral
consumption, into powdered zein nanoparticles was concluded to make it sensorially

acceptable for direct consumption.

Keywords: Simple/flash  nanoprecipitation, Styrax liquidus, Nanoparticles,

Antiulcerogenic-anticarcinogenic effect.
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1. GIRIS

Beslenme bilinci artisiyla saglikli ve dogal gida iiriinlerine yo6nelik mevcut
tiketici ilgisi artmistir. Bu durum, gida endiistrisinde sentetik gida katki maddeleri
yerine dogal kaynakli, biyouyumlu, kolay ulasilabilir, ekonomik ve siirdiiriilebilir gida
katki maddeleri arayisimi arttirmistir. Fonksiyonel gida arastirmalari gidalarin besin
kalitesini korunmak ve arttirmak igin yiiksek biyoaktiviteye sahip hammaddeleri gesitli

miithendislik uygulamalari ile isleyerek gida endiistrisine kazandirabilmektedir.

Gida endiistrisinde yiiksek biyoaktif bilesik kaynaklarmin kararliliklar1 korunarak
bir gida bileseni olarak firetilmesini amaglayan miihendislik uygulamalarindan Dbiri
enkapsiilasyon yontemidir. Enkapsiilasyon, ¢esitli 6zelliklerdeki biyoaktif bilesiklerin
(antioksidanlar, antimikrobiyaller, vitaminler, mineraller, fitosteroller, fenolik maddeler,
yag asitleri, renk maddeleri gibi) veya nutrasotiklerin aktif bilesen (¢ekirdek) olarak
tastyict  kaplama materyalleri (kabuk) yardimiyla kaplanma teknolojisidir. Bu
teknolojinin amaci1 gida isleme veya depolama siiresince, biyoaktif bilesiklerin gida
matrisi ile fizikokimyasal etkilesimini onlemek, cevresel etmenlere karsi (is1, 151k,
oksijen ve pH degisimi..vb) kararliliklarin1 korumak, istenmeyen bozunma {iriinlerinin
olusumunu 6nlemek, spesifik bir etkiyle belirli bir bolgede kontrollii salinimlarini
saglamak, degredasyonu minimize ederek biyoyararlanimlarini arttirmak ve gida

organoleptik-kalitatif 6zelliklerini gelistirmektir (Dordevic vd., 2015; Kog vd., 2010).

Herhangi bir biyoaktif bilesigin viicuttaki c¢esitli bolgelere tasinmasi, pargacik
boyutundan dogrudan etkilenir. Boyutu nano Olgekte olan partikiillerin, yiiksek
ylizey/hacim oran1 sayesinde gastrointestinal sistemde mukus tabakasi iizerinde
alikonma siirelerinin ve hiicre zarindan gegislerinin arttig1 bilinmektedir (Ilyasoglu vd.,
2009; Anandharamakrishnan,vd. 2014). Bu nedenle, gida endiistrisinde yakin zamanda
arastirmalart artan nanoenkapsiilasyon uygulamalari, insan sagligina faydali goriinen
biyoaktif bilesiklerin hiicresel yapilara kontrollii salinimini saglamak, ¢oziintirliliigiini
artirmak, erken metabolik bozulmasim1i Onlemek, gastrointestinal emilimini
kolaylastirmak ve biyoyararlanimlarini arttirmak amacl arastirilmaktadir (Bazana vd.,
2019). Ote yandan, nanokapsiile biyoaktif bilesikler iizerinde diyabet, kardiyovaskiiler,

hipertansiyon, obezite, osteoporoz ve kanser gibi hastaliklari onlemek ic¢in 6zel
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tasarlanmis hedefli salimm sistemlerine sahip fonksiyonel gida katki maddeleri
gelistirme ¢alismalar1  yapilmaktadir (Nayak vd., 2016). Bu amagla, gida
nanoenkapsiilasyon teknolojisiyle, bitkisel yaglar, bitkisel ugucu yaglar ve dogal bitki
ekstraktlart nanotasiyict materyallerle hapsedilerek, hedefli salinim ve yiiksek
biyoyararlanima sahip yeni terapotik fonksiyonel gidalar gelistirilmektedir (Lammari
vd., 2021).

Sigla balsami, Anadolu sigla agacindan (Liquidambar orientalis Mill.) elde
edilen, yiiksek antioksidan, antiinflamatuar ve antiseptik 6zelliklere sahip, kozmetik,
parfiimeri, tarim, tip ve eczacilik endiistrilerinde yaygin kullanilan saglik etkileri yiiksek

dogal bir hammaddedir.

Bu tez calismasinda, sigla balsami saflastirma onislemden gegirilerek insan
tiiketimine ve islemeye uygun hale getirildikten sonra elde edilen sigla yaginin (styrax
liquidus-SL) farkli tasiyict materyaller kullanilarak (organik olarak zein ve inorganik
olarak poli e-kaprolakton-PCL) basit nanog¢oktiirme ve flas nanogoktiirme yontemleri ile
nanoenkapsiilasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen nanopartikiillerin morfolojik,
fiziksel ve kimyasal analizleri gergeklestirilmistir. Gelistirilen nanopartikiillerin
biyoyararlanimi statik in vitro sindirim modelinde agiz, mide ve bagirsak ortamlarinda
sigla yag1 salmim oram iizerinden incelenmistir. Uretilen nanopartikiillerin biyolojik
aktivite oOzelliklerinin belirlenmesi i¢in anti-iilseratif ve anti-karsinojenik etkileri
incelenmistir. Son olarak optimum zein nanopartikiillerinin, duyusal analizi yapilmis ve

tiiketiciler tarafindan kabul edilebilirligi degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Sigla Yag (Balsam)

Anadolu sigla agaci (Liquidambar orientalis Miller) Altingiaceae familyasina ait
olan Tirkiye’nin giiney batisinda, 6zellikle Mugla, Denizli ve Antalya’nin deniz
seviyesine yakin kisimlarinda yetisen endemik bir agag tiiriidiir (Istek ve Hafizoglu,
1994). Halk arasinda “giinliik agaci, amber agaci, buhur agaci veya sugla agac1” olarak
bilinen sigla agacindan ¢ikarilan sigla yagi (balsam) akademik calismalarda storax,
levant storax, styrax, styrax liquidus, styrax orientalis liquidus ve sweetgum olarak da
isimlendirilmistir (Degirmentepe vd., 2015). Sigla agaglari, sayisinin sulama kanallari
ve turizm nedeniyle giderek azalmasindan Otliri Orman Genel Midiirligi (OGM)
tarafindan koruma altina alinmis, sigla yagi eldesi ve satist OGM’ye bagli Orman
Isletmeleri’nce denetlenmektedir (Teker, 2013; Velioglu vd., 2008). Sigla yag: eldesi
yore halki tarafindan geleneksel yontemle, agac govdesine agilan uzun ince damarlardan
(yaralar) toplanan ham reg¢inenin yag orani diigiik kapgiklara doldurulmasi ardindan
kaynatilmasi ve preslenmesi ile yapilir (Istek, 2005). Bu yéntemde, Nisan aymdan Ekim
ayma kadar kabuk siyirma, damar agma (yaralarin agilmasi), sur (yara kabugu), sur
arkas1 (yara kabugu siyirma), sefer (esas yagi alma), kara kap (sonradan ¢ikan fazla yagi
alma), kapgiklarin taginmasi, kaynatma (kabuk-yag ayrilmasi), presleme (buhur eldesi)
ve dinlendirme asamalar1 sonunda sigla yag: elde edilir ve kaplara doldurulur (Resim

2.1) (Hus, 1949; Teker, 2013; Velioglu vd., 2008).



Resim 2.1. Geleneksel yontemle Anadolu Sigla agacindan sigla yagi iiretim

asamalar1.(1-kabuk siyirma, 2-kabuklar, 3-damar agma, 4-sur (yara kabugu), 5-kara kap
(sonradan ¢ikan fazla yagi alma), 6-kaynatma (kabuk-yag ayrilmasi), 7-presleme (buhur
eldesi), 8-dinlendirme, 9-kaplara doldurma).

2.2. Si1gla Yagimn Fiziksel Ozellikleri

Geleneksel yontemle elde edilmis ham sigla yag1 oda sicakliginda yar1 akigkan,

yapiskan, yar1 akici, kivamli, parlak, opak ancak ince tabakalar halinde saydam goriinen
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agir kiitleli bir balsamdir. Gorliniim olarak kirli tahin rengi olarak tanimlanan koyu
kahverengimsi ancak zamanla oksidasyona bagli olarak esmerlesen ve gri-kiil rengine
donen bir renk alir (Giil, 1986; Hus, 1949; Hafizoglu, 1996; Teker, 2013). Sigla yaginin
akicilik kazandigi sicaklik yaklagik 33-50°C derecedir (Giil, 1986). 100°C’ye
sitildiginda igerigindeki suyun ugmasi ve yabanct maddelerin dibe ¢okmesi ile akici ve
homojen hale gelir (Hus, 1949). Ham sigla yag1 i¢inde kendi agacindan kabuk, kiymik
ve yaprak ile yabanci tag, kum ve kiil gibi maddeler bulunabilir (TSE, 1963; Giil, 1986).
Bu nedenle geleneksel yontemle firetilen sigla yagi, insan kullanimindan once
saflastirma gerektirmektedir. Ayrica dogal yapisini koyuyan ve en temiz sekliyle pazara
sunulan sigla yagi yabanci regine igermemelidir (TSE, 1963; Giil, 1986). Sigla yagi
suda ¢Oziinmez, ancak benzen, ascton, ecter, petrol eteri, Karbondisiilfit ve alkol
¢ozeltileri i¢inde yiiksek oranda ¢oziinlir ve saydam bal rengi ¢dzelti olusturur (Hus,
1949; Teker, 2013; Hafizoglu, 1982; Hafizoglu, 1996). Sigla yaginin kokusu yogun,
petroliimsii ve yiiksek sinnamik asit i¢gerdiginden dolay1 tar¢inimsi notada; tad: ise aci
(bitter) karakterdedir (Hus, 1949; Teker, 2013; Hafizoglu, 1996). Ham sigla yagi
icerigindeki su miktari, aritilmadan (distile edilmeden) %11-14 aras1 degisirken,

aritilmis (distile edilmis) halinde ise %2’den az bulunur (TSE, 1963; Teker, 2013).

2.3. Sigla Yagimin Kimyasal Ozellikleri

Sigla agacmin fitokimyasal analizi incelendiginde, flavonoid, tanen, saponin,
fenol lektin, triterpen ve karotenoid yapida bilesiklerin bulundugu tespit edilmistir
(Okmen vd., 2014). Sigla yagi’nin gaz kromatografisi ve kiitle spektroskopisi (GC-MS)
yontemiyle analitik arastirmasit yapildiginda igeriginde bulunan baskin kimyasal
molekiillerin stiren, sinnamik asit, sinnamil sinnamat, sinnamil alkol, trans sinnamil
alkol, etil sinnemat, fenilpropil alkol, fenilpropil sinnamat, a-pinen, benzaldehit, -
pinen, benzil alkol, asetofonen ve naftalen oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.1) (Balta,
2010; Degirmentepe vd., 2015; Teker, 2013; Hafizoglu, 1982; Istek ve Hafizoglu, 1994;
Tanker ve Syron, 1974). Sigla yagi i¢indeki major bilesenlerin agacin yetistigi bolgeye
gore degisiklik gosterdigi bildirilmistir. Asya kokenli sigla agacindan elde edilen sigla
yaginin kimyasal komponentlerinden en baskin olan bilesenler stiren (yaklasik %70)
(Fernandez vd., 2005) ve trans-sinnamil alkol (yaklasik %45) (Lee vd., 2009) olarak

tespit edilmistir. Sigla yagiin biiylik bir kismini storax ile resin kelimelerinin
5



birlesiminden  sitoresin  olarak  adlandirilan ve iki izomeri (o-Sitoresin
(C30H4803.1/2H20) ve B-sitoresin (CsoH4803.H20)) bulunan bir alkol-keton bilesimi
recine olusturmaktadir (Hus, 1949; Giil, 1986; Hafizoglu, 1996; Teker, 2013). Sigla
yag1 igindeki ugucu yag oraninin %0,5-1 arasinda oldugu tespit edilmis, (Hafizoglu,
1996; Tanker ve Sayron, 1974; Teker, 2013; istek, 1994) hem serbest hem de ester
formda yalnizca sinnamik asit bulunmustur (Hafizoglu, 1982). Sigla balsami i¢indeki
major fenolik asitler parakumarik asit ve gallik asit olarak tespit edilmistir (Charehsaz

vd., 2016).

OH

HO

HO

Sitoresinon Sitoresinol
o

3-Fenilpropil sinnamat

Sinnamil sinnamat Etil sinnamat

Sinnamik asit

o
| I N
/@ /
Benzil sinnamat Stiren Vanilin
@/\/\ i {_\>/\/\C“ Q/\O”
Sinnamil alkol 3-Fenil propanol Benzil alkol

Sekil 2.1. Sigla yagi major kimyasal bilesenlerinin molekiiler yapilari (Teker, 2013).
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Ham sigla yagi’nin ugucu yag kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi diginda
notral yag ve asit fraksiyonlarinin da belirlenmesi 6nemlidir. Yaglarda bulunan yag
asidi miktarinin (trigliseritler) ne kadar hidrolize ugradig1 asitlik sayisi ile belirlenir.
Sigla yaginin alkolle saflagtirma sonucu kimyasal metotlarla belirlenen asitlik sayisinin
50-85 arasinda; sabunlagma sayisinin ise 160-250 arasinda oldugu belirtilmistir (Hus,

1949; Istek, 1994; Teker, 2013; Hafizoglu, 1986; Giil, 1986; Hafizoglu, 1996).

Sigla agacit yapraklar1 etanol ekstraktinin toplam fenolik madde miktar
333,14+7,96 mg GAE/g ekstrakt ve I1Cso degeri ise 3,114+0,02 mg/ml (DPPH) olarak
bulunmustur (Sara¢ ve Sen, 2014). Bir baska caligmada, sigla yagi ekstraktlarinin
toplam fenolik madde igerigi 96,34 mg GAE/g olarak tespit edilmis; antioksidan analiz
sonuglarinda ise: 49,25 + 0,54 mmol TEAC/g (CUPRAC), 39,83 + 0,25 umol Fe/g
(FRAP), 80,34 pg/mL (DPPH) ve 51,20 pg/mL (ABTS+) antioksidan aktivite
sergiledigi ortaya koyulmustur (Ulusoy vd., 2021). Bir diger ¢alismada sigla yaginin
buhar distilasyonu ve siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonlarinin antioksidan
aktivitesi karsilastirilmig, serbest radikal (DPPH) siipiirme oranlari sirasiyla %89 ve
%91 olarak bulunmustur (Lingbeck vd., 2015). Antioksidan aktivite arastirmalarinin
sonuclarinin degiskenligi sigla ekstrakti, yagi veya recine icerigindeki toplam sekonder

metabolit farkliliklar ile iligskilendirilmektedir.

2.4. Sigla Yagimn Biyolojik Aktivite Ozellikleri

Kompozisyonundaki kimyasal bilesiklerin gosterdigi yiiksek biyolojik aktivite
sayesinde sigla yagi; antimikrobiyal, antiviral, antifungal, antioksidan, antihipertansif
(tansiyon diisiiriicli), antikonviilzan (antiepileptik), antiinflamatuar ve antiseptik
ozellikler gostermektedir (Sagdi¢ vd.,2005; Lee, 2009; Mancarz vd., 2019; Giirdal ve
Kiilttir, 2013). Yeni ¢alismalar sigla yaginin kanser onkoruyucu, antikoagiilant (pihti
Onleyici) ve immiinsiipresif (bagisiklik sistemini baskilayic1) bir ajan oldugunu
gostermektedir (Lingbeck vd., 2015). Akademik caligmalarda, sigla yaginin diisiik
dozlarda fitopatolojik mantarlar, termitler, patojenik bakteriler, viriisler ve ev tozu
akarlar1 tizerinde tam inbisyon sagladigi goriilmistiir (Kartal vd., 2012; Lee vd., 2009;
Mancarz vd., 2019).



Sigla yag1 gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel etkilidir
(Oskay ve Sari, 2007). Gida bozulmasmna yol agan ve yaygin olarak bilinen
mikroorganizmalardan  Bacillus  brevis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Cornebacterium  xerosis, Enterobactera erogenes, Entero-coccus faecalis,
Klebsiellapneumoniae, Myco-bacterium smegmatis, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens ve Staphylococcus aureus gibi tiirlere karst %10
oraninda sigla yagmin giiclii inhibisyon sagladigi goézlenmistir (Sagdic vd., 2005;
Giirdal ve Kiiltiir, 2013). Bu 6zellikleri ile sigla yagmin deri endiistrisinde bakteriyosit
olarak (Bayramoglu, 2010), ila¢ gelistirme ¢alismalarinda antimikrobiyal madde olarak
(Lee vd., 2009), antifungal ve antitermit 6zelligi ile dogal ve ¢evre dostu ahsap
koruyucu olarak (Kartal vd., 2012), agag ¢iirlime direncini arttirict mekanik ve termal
dayanim saglayan ahsap koruyucu olarak (Degirmentepe vd., 2015), gida patojenlerine
kars1 antimikrobiyal ajan olarak (Okmen vd., 2014), medikal alanda ila¢ etken maddesi
ve dogal pestisit olarak (Lingbeck vd., 2015) kullanilabilirliginin arastirmalari
yapilmustir.

2.5. Sigla Yag1 Standardi

Insan tiiketimine uygun olan ham sigla yaginin Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE)
teknik kurulu tarafindan 85 nolu raporda kabul edilmis standart 6zellikleri asagidaki
maddelerde verilmistir (TSE, 1963; Teker, 2013; Istek, 1994; Hus, 1949):

e Yeni ¢ikarilan yag rengi kahverengidir (Kirli tahin) zamanla oksidasyona bagli

olarak esmerlesmesi (koyu gri renk) normaldir.

e Yan1 akiskan, yapiskan, kivamli, parlak, opak ancak ince tabakalar halinde

saydam goriiniimliidiir.

e Icinde kendi agacindan kabuk, kiymik ve yaprak ile yabanci tas, kum ve kiil

bulunabilir ancak yabanci re¢ine bulunmamalidir.
¢ Kendine has targinimsi kokusu ve ac1 (bitter) tadi1 olmalidir.
e Nem orani en ¢ok %2 olmalidir.

e Kuruma kaybi1 %5°1 gegmemelidir.



e Kiil miktar1 en ¢ok %1 olmalidir.
e Ozgiil agirhg 1,091-1,113 g/cm? araligindadir.

¢ Alkolde ¢oziinmeyen madde miktar1 maksimum %35 ve ¢oziinen madde miktar

minimum %70 olmalidir.

e Alkolle saflastirma sonucu asitlik sayis1 50-85 arasinda; sabunlagsma sayisi

ise160-200 arasinda olmalidir.

e icerigindeki toplan sinnamik asit miktar1 %20’den az olmamalidr.

2.6. Sigla Yagimin Saghk Acisindan Onemi

Sigla yagimin saglik agisindan arastirilmasi antik Misir doneminde mumyalama,
Hindistan’da ciizzam tedavisinde ve Avrupa’da parfiimeri, kozmetik ve eczacilik
alanlarinda kullanilmasiyla baslamistir (Teker, 2013). Yerli Amerikalilar tarafindan yara
ve yanik tedavisi, Oksiiriik ve mide hastaliklar1 tedavilerinde kullanilmistir (Lingbeck

vd., 2015).

Sigla yaginin giiclii bir antiseptik oldugu bilinmekte ve Anadolu’da ¢ikarildigi
bolgede yore halki tarafindan halk ilact (folkmedicine) olarak kullanilmaktadir. Sigla
yaginin list solunum yolu enfeksiyonlar1 (bogmaca, astim, bronsit), karin agrisi, viriitik
ag1z hastaliklar1 ve peptik/gastrik iilser tedavilerinde dahili; deride yanik, yara ve kesik
tedavisinde, dudak catlaklarin1 gidermede, mikrobiyal dis kaynakli deri hastaliklarinin
tedavisinde, hemoroid tedavisinde harici olarak kullanildig1 bilinmektedir (Bulut vd.,

2017; Altiparmak vd., 2019; Usta, 2020).

Sigla yaginin gastrik koruma sagladig ve antiiilseratif etkiler gosterdigi akademik
calismalarda bildirilmistir (Gurbuz vd., 2013; Kiiltiir vd., 2018; Lingbeck vd., 2015).
Sicanlar tlizerinde anti-lilserojenik etkileri incelendiginde, giinlik 150 mg/kg ve 300
mg/kg oral dozda sigla yagi kullanimi sonucu sirasiyla %83,3 (p<0,001) ve %66,7
(p<0,01) alkol kaynakli gastrik {ilser inhibisyonu saglandig: bildirilmistir (Gurbuz vd.,
2013). Mide iilserini tedavi etmek i¢in kullanilan Mizoprostol sentetik ilacin pozitif
kontrol olarak kullanildigi bir arastirmada 0,4 mg/kg dozda sigla yagi kullanimi etanol

kaynakl iilserde %100 inhibisyon saglamistir. Sigla yaginin iilsere kars1 efektif koruma



saglamasinin nedeninin, igeriginde bulunan ugucu bilesenlerinden en baskin olan stiren

(%81,9) molekiiliine bagl oldugu tahmin edilmektedir (Lingbeck vd., 2015).

Artan kanser vakalari nedeniyle kanser arastirmalarinin artis1 sigla yagmin
antikanserojen etkilerinin belirleme galismalarini da beraberinde getirmistir. Karaciger,
bobrek ve beyin gibi organlarda ve diger dokularda biriken oksidan maddelere (karbon
tetrakloriir (CCls) radikalleri gibi) kars1 giinliik belirli oranda sigla yagi kullaniminin
metabolizmada enzimsel antioksidan seviyelerini (GSH, GPx ve CAT gibi) arttirdig1
bdylece kansere karsi koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir (Aydingoz, 2013; Suzek
vd., 2015).

Kolestroliin endotel dokularda birikmesine neden olan diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) oksidasyonuna kars1 sigla yagi, icerdigi dogal triterpenler sayesinde
%63-78,8/2,5 mg oraninda (in vitro) LDL oksidasyon inhibisyonu ile kardiyovaskiiler
saglhig1 koruyucu etki gostermistir (Andrikopoulos vd., 2003). Ote yandan si1gla yaginin,
hepato-koruyucu etkisi, asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi ve Alzheimer hastaliginin
tedavisinde potansiyel kullaniminin arastirilabilir oldugu diislintilmektedir (Mancarz

vd., 2019).

2.7. Sigla Yag1 Kullanim Dozu

Sigla yag1 hayvan hiicreleri i¢in sitotoksik ve genotoksik olan stiren ve sinnamil
alkole sahiptir. Sigla yagmin alternatif antibakteriyel ve antipatojenik ajan olarak
kullanilabilirliginin arastirildigi bir ¢alismada, insan lenfositleri iizerinde hiicre canliligi,
sitotoksisite ve genotoksisite etkileri in vitro olarak incelenmistir. Hiicrelere 1,6 ve 4,0
ug/mL sigla yagi konsantrasyonlari ile muamele edildiginde, 24. ve 48. saatlerde hiicre
sayisinin onemli Ol¢iide azaldig1 ve 48. saatte LDH (laktat dehidrojenaz) diizeylerinin
yiikseldigi tespit edilmistir (p < 0,05) (Karadeniz vd. 2011). Sigla yagi ekstraktinin in
vitro sitotoksik etkileri ve NO (nitrik oksit sentaz) inhibisyonu ile antioksidan
aktivitesinin belirlendigi bir ¢alismada, hekzan, diklorometan, metanol ve su i¢inden en
giiclii sitotoksik aktiviteyi dikloromethan ve hekzan ekstraktlari gostermis, sadece su
ekstraktinin sitotoksik etki gostermedigi kaydedilmistir. Hekzan, diklorometan ve
metanol ekstraktlarmin NO {iretim inhibisyonu tizerine 1Cso degerleri sirasiyla, 22, 22,

21 pg/ml olarak bulunmustur. Ayrica hekzan ekstraktlarinin A549 (insan alveolar
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adenokarsinomu), mPANC96 (insan pankreas adenokarsinomu), Vero (Afrika yesil
maymun bobrek epitelyal hiicreleri), MCF7 (insan gogiis adenokarsinomu) ve CaCo2

(insan kolorektal adenokarsinomu) iizerine gosterdikleri antioksidan aktivite sirasiyla

ICs0 degeri olarak 48,9, 48,25, 46,29, 43,34 ve 39,83 pg/ml’dir (Nalbantsoy vd., 2016).

Sigla yaginin, Sprague-Dawley sicanlarinin bobreklerinde karbon tetrakloriir
(CCls) kaynakli toksisiteye karst koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, CCl4
enjeksiyonundan sonra NO (nitrik oksit sentaz) iiretimi 7,86'dan 20,19 pmol/mg'ye
yiikselmis, CCls ve 200 mg/kg sigla yagi birlikte enjekte edildiginde NO seviyesi
20,19'dan 9,93 umol/mg'a diistiigii gortilmiistiir (Ayding6z ve Bulut-b, 2014).

Sigla yagmin (%10°1uk), beyni fel¢li hale getirilmis 7 aylik ve yaklasik 4-5 kg’lik
tavsanlar iizerindeki tedavi etkisini belirlemek i¢in giinliik 0,01, 0,03, 0,07 ve 0,09 ml
dozlarda vererek 9 hafta boyunca verileri kaydedilmis; sonug olarak felce neden olan
hemorajik ve enbolik kan pihtilarini azaltict yonde etki gosterdigi bildirilmistir (Bayazit,
2009).

Sigla yaginin antiiilserojenik etkilerinin in vivo incelendigi bir ¢alismada, alkol
kaynakli iilser edilmis Spraque-Dawley sicanlart (120-200g) iizerine giinliik 150-300
mg/kg dozda sigla yagmin oral verilmesi sirasiyla %83,3 (p<0,001) ve %66,7 (p<0,001)

oraninda iilser inhibisyonu saglamistir (Gurbuz vd., 2013).

Sigla yaginin genotoksikolojik ve sitotoksikolojik arastirmasinin yapildigi baska
bir ¢alismada ise, etanolik ekstraktinin 500-2000 mg/kg viicut agirligi dozuna kadar
(Balb C fareleri kemik iligi iizerinde) genotoksik bir etkisi bulunmadigi, sitotoksikolojik
olarak sigla yagi ve etanolik ekstraktin ICso limiti sirasiyla 50,22+1,8 ve 59,69+11,77
pug/mL olarak bulundugu bildirilmistir. Stiren miktar1 lizerinden hesaplandiginda, 200
mg/kg doz oral kullanim giivenli bulundugu halde bu ¢alismada 1400 mg stiren oral
olarak verilmistir (Charehsaz vd., 2016).

Sigla yagmimn insan kullanimi igin uygun giinliik doz belirleme arastirmasi
literatiirde bulunmamaktadir. Dahili kullanimda oral olarak giinliik tiketim dozu yerel
halk tarafindan 1-2 g (1 ¢ay kasig1) miktar olarak belirlenmistir (Istek ve Hafizoglu,
1994). Kendine has keskin petroliimsii kokusu ve bitter tadi nedeniyle tek basina oral

tiiketimi zor oldugundan rutinde bal veya leblebi tozu ile karistirilarak tiiketilmektedir.

Sigla yaginin dogal kaynakli olusu ve diger balsamlardan farkli kimyasal
kompozisyona sahip olmas: nedeniyle halk tarafindan dahili kullanimda kayda
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gecirilmis herhangi bir yan etkisi tespit edilmemis; harici kullanimda goriilen yan
etkileri ise az sayidadir. Sik goriilen yan etkiler harici kullanimda gelisen alerjik

reaksiyonlar ve egzema olarak kaydedilmistir (Teker, 2013; Tanker ve Sayron, 1974).

2.8. Sigla Yagimin Kullanim Alanlar:

Sigla yagmin en yaygin kullanim alanlar1 parfiimeri, kozmetik, ilag, tarim ve
eczacilik endiistrileridir (Teker, 2013; Istek ve Hafizoglu, 1994). Sigla yag: yiiksek
kaynama noktasina sahip bilesikleri sayesinde sabun, parfiimeri, kozmetik alanlarinda
fiksatdr (buharlasma &nleyici) olarak kullanilmaktadir. Ote yandan, spesifik tar¢inimsi
kokusu nedeniyle sakiz ve tiitiin iiriinleri i¢in aroma olarak kullanilmaktadir (Giil, 1986;
Teker, 2013). Farmakoloji alaninda saflastirma yapilarak (styrax depuratus)
fraksiyonlarina ayrilan sigla yagi sinnamik asit, sinnamik alkol gibi kimyasal
maddelerin dogal kaynagi olarak kullanilmaktadir (Teker, 2013; Giil, 1986). Son
yillarda eczacilik alaninda yapilan ¢alismalarda sigla yaginin antihipertensif (tansiyon
distirticii), antihepatotoksik, antikonvulsant (epilepsi engelleyici), kanser kemoprotektif

(kanser onleyici) 6zellikleri arastirilmaktadir (Lingbeck vd., 2015).

Halk ilac1 (folkmedicine) olarak karin agrisi, astim, bronsit ve mide rahatsizliklari;
antiseptik ozelligi ile agiz igi yaralar, dudak ve agiz catlaklari; pomat ve yaki olarak
cesitli deri hastaliklari, yanik, yaralanma, uyuz ve mantar hastaliklar1 tedavilerinde

kullanilmaktadir (Istek ve Hafizoglu, 1994).

Sigla yagi igerigindeki major bilesenlerden hidroksisinnamil alkol ve trans-
sinnamil alkol sayesinde giiclii nematisit, insektisit ve parazitisit olarak yaygin
kullanima sahiptir (Lingbeck vd., 2015).

Sigla yagi kabuklarindan ayrildiktan sonra buhurda kalan yag miktar1 %6-15
oranindadir ve buhur tiitsii halinde kilise ve mabetlerde kullanilmaktadir (istek ve
Hafizoglu, 1994; Giil, 1986).
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2.9. Nanoenkapsiilasyon Teknolojisi

Nanoteknoloji genel olarak malzemenin boyut ve seklinin 10° m 6lgeginde
oldugu yapilarin ve sistemlerin tasarimi, liretimi ve uygulamasi olarak tanimlanir. Nano
boyutlu malzemeler, geleneksel olarak 10-2,5 um boyut araliginda kaba partikiiller, 2,5
um-100 nm boyut araliginda ince partikiiller ve 100-1 nm boyut araliginda ise ultra ince
(nano) partikiiller olarak smiflandirilir (Arruda vd., 2015). Nanopartikiiller, biyolojik
substratlarla etkilesim i¢in mikro boyutlu malzemelere gore daha genis bir ylizey
alanina sahiptir. Bu nedenle gida biyoaktif bilesenleri nanokapsiil formunda viicuda
alindiginda, sindirim siireglerinden  korunur, hiicre i¢i alimlar1  hizlanir,
biyoyararlanimlar1 artar, gastrointestinal sistemdeki alimlar iyilesir ve hedef bolgelere

tasinmalari kolaylasir (Nayak vd., 2016; Shishir vd., 2018).

Nanokapsiil iiretiminde yukaridan asagiya (fiziksel) ve asagidan yukar1 (kimyasal)
olmak tizere iki temel yaklasim bulunur. Boyut kiigiiltme ve partikiil sekillendirme
amaciyla yiiksek basinghi veya yiiksek hizli emiilsifikasyon, yiiksek basingh
homojenizasyon gibi yiiksek enerjili sistemlerin uygulamalari yukaridan asagiya
(fiziksel) yaklasimi olustururken; molekiillerin kendi kendine birlesimi ve
organizasyonunu saglayan pH, sicaklik, konsantrasyon, hidrofobik/hidrofilik kuvvetler
ve iyonik giic gibi faktorlerden yararlanan nanolipozom olusturma, koazervasyon,
inkliizyon kompleks olusturma, nanog¢oktiirme, iyonik jellesme ve elektro-egirme gibi
diisiik enerjili yontemler ise asagidan yukari (kimyasal) yaklasimi olusturmaktadir

(Nayak vd., 2016; Ezhilarasi vd., 2013).

Nanoenkapsiilasyon ¢aligmalarinda, elde edilen nanopartikiiller pargacik boyutu,
sekil, ylizey alani, boyut dagilimi, ¢oziiniirliik, kapsiilleme etkinligi gibi fizikokimyasal
ozelliklerden etkilenirken, salinim mekanizmalari kapsiilleme tekniginden ve tasiyici
materyal ile ¢ekirdek materyalinin fiziksel-kimyasal 6zelliklerinden etkilenir (Nayak
vd., 2016). Bu nedenle uygun nanokapsiilleme teknigi belirlenirken aktif bilesik
(¢ekirdek) ve tasiyict malzeme (kabuk) tiirli, 6zellikleri (molekiiler agirlik, polarite,
¢Oziiniirliik, parcacik boyutu ve dagilimi, pargacik yapisal morfolojisi ve kapsiilleme
verimliligi) ve etkilesimleri dikkate alinir. Nanokapsiilleme tekniginin basarimi,
yiikleme kapasitesi, kapsiilleme verimliligi ve raf dmrii yiiksek, biyouyumlu, kontrollii
salmim ve yiikksek biyoyararlanim ozellikleri sergileyen kararli nanopartikiil

gelistirilmesi ile 6l¢iiliir (Shishir vd., 2018).
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2.9.1. Gida Endiistrisinde Nanoenkapsiilasyon

Gida endiistrisinde enkapsiilasyon c¢alismalari, cesitli o6zelliklerdeki dogal
biyoaktif bilesiklerin (antioksidanlar, mineraller, vitaminler, renk maddeleri,
fitosteroller, fenolik maddeler, yag asitleri ve antimikrobiyaller gibi), fonksiyonel gida
bilesenlerinin veya nutrasdtiklerin tasiyici kaplama materyalleri yardimiyla gaz, sivi
veya toz kapsiil formlar1 halinde kaplanma teknolojisidir. Enkapsiilasyonun amaci,
biyoaktif bilesiklerin kararliliklarin1 korumak, ¢evresel etmenlerden (is1, 151k, oksijen,
ve diger gida bilesenleri gibi) koruyarak istenmeyen bozunma iiriinlerinin olusumunu
onlemek, organoleptik-kalitatif ozelliklerini gelistirmek, viicut iginde istenen bir
bolgede kontrollii salinimlarina izin vermek, biyoemilimlerini arttirmaktir (Dordevic
vd., 2015; Kog vd., 2010). Gida endiistrisinde uygulama amacina gére mikron (0.2 pum-
5 um) ve nano (20 nm - 200 nm) kapsiil boyutlarinda enkapsiilasyon uygulamalari

gerceklestirilmektedir.

Gida endiistrisindeki nanoteknoloji uygulamalari: kalite ve giivenlik amach
difiizyon kontrolii ve mikrobiyal kontaminasyon tespiti saglayan nanobiyosensorler;
antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antioksidan etkileriyle gidalara dogal korunma
saglayan bitkisel ekstrakt bazli nanokompozit ambalajlar ve probiyotik-biyoaktif
bilesiklerin kontrollii salimimi saglamak amaciyla gelistirilen nanokapsiiller iiretimi
seklinde kategorize edilebilir (Barreras-Urbina vd., 2016; Nayak vd., 2016; Shishir vd.,
2018). Nanoenkapsiilasyonun gida sektoriine uygulanmasi, fonksiyonel bilesikleri
kapsiilleme, koruma ve yiiksek salinim yetenegine sahip yenilenebilir gida sistemleri

gelistirme ihtiyacindan dogmustur (Bazana vd., 2019).

Gida biyoaktif maddelerinin viicut i¢indeki absorpsiyonu ve dispersiyonu partikiil
boyutudan dogrudan etkilenmektedir. Boyutlar1 mikron boyutunda olan kapsiillerin,
intestinal sistemde mukus bariyerini gecemedigi bilinmektedir (Ilyasoglu ve El, 2010).
Nanokapsiilleme, biyoaktif bilesiklerin mikron boyutlu kapsiillerine kiyasla
¢Oziinilirliigiinii artiran, biyoyararlanimi iyilestiren ve kontrollii salinimi hedefleyen
yiiksek bir yiizey alani sunar (Fathi vd., 2012). Boylece, nanokapsiillerin bagirsak epitel
dokudaki mukus tabakasi ilizerinde ve gastrointestinal sistemde retasyon siiresi

arttigindan biyoyararlanimi da arttirmaktadir (Anandharamakrishnan, 2013).
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Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan dogal nanotasiyici materyaller
protein, lipit ve karbonhidrat bazli olabilir (Nayak vd., 2016; Fathi vd., 2012). Protein
bazli nanotastyicilar (peynir alti suyu proteini, kazein, jelatin, kolajen, soya, zein ve
gliadin gibi) kullanilarak proteinlerin emiilsiyon, hidrojel ve jelatin olusturma
Ozelliklerinden yararlanir ve ¢ubuk (rod-like), kapsiil veya tiip seklinde gida sensorik
Ozellikleriyle uyumlu, diisiik enerjili yontemlerle yiliksek besin degerine sahip
nanopartikiiller retilebilir (Shishir vd., 2018, Kumar ve Lal, 2014). Lipit bazli
nanotastyicilar (cogunlukla fosfolipit ve kolesterol) kullanilarak nanolipozom, nanoselat
tiretim yontemleri ile tek/cok katli nanovezikiiller veya biiyiik/kii¢iikk nanovezikiiller
elde edilebilir (Demirtas ve Sengel-Turk, 2022). Polisakkarit bazli nanotasiyicilar
(kitosan, dekstran, pektin, aljinat) kullanilarak gecirgen ozellikli, yapilarindaki
glikosidik baglarin sindirim salgilarinin tetiklemesiyle hidrolize olan ilag salinim
sistemleri gelistirilebilir (Shishir vd., 2018; Kumar ve Lal, 2014). Karbonhidrat ve
protein bazli nanokapsiiller, kimyasal veya 1s1l islemlerin uygulandigi yontemlerde tam
kontrole sahip degildir ve dlgek biiyiitme potansiyeli diisiiktiir. Ote yandan, lipit bazli
nanotastyicilar daha fazla kapsiilleme etkinligine ve yiiksek Olgek biiyilitme
potansiyeline sahiptir, ancak hiicre zarindan hizli gegerek kontrollii salinima izin
vermezler (Fathi vd., 2012). Sentetik nanotasiyici materyaller saglik ve giivenlik
acisindan, gida uygulamasi i¢in "genel olarak giivenli olarak kabul edilen" (GRAS)
ozellikte, biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir malzemeler olmalidir (Shishir
vd., 2018).

2.9.2. Bitkisel Yaglarin Nanoenkapsiilasyonu

Bitkisel yaglarin dogal, giivenilir ve ¢ok yonlii fonksiyonel 6zellikleri sayesinde
yeni terapi ve fonksiyonel ajanlar gelistirme caligmalar1 gida, tarim, ilag ve kozmetik
endiistrilerinde artmigtir. Bitkisel yaglar ve aromatik bitkiler kolay erisilebilir, dogal ve
tiketici ideolojisi ile uyumlu olmasi bakimindan kimyasal veya sentetik katki
maddelerinden daha ¢ok talep goérmektedir (Lammari vd., 2021). Dogal kaynakli
medikal-aromatik bitkiler ve bitkisel yaglarin ikincil metabolitleri olan ugucu ve yari
ucucu yaglarin biyoaktif bilesenleri inflamasyon, diabet, osteoporoz, kalp rahatsizliklari,
damar sertlesmesi ve kanser gibi hastaliklarin dnlenmesinde terapdtik ve profilaktik

koruyucu ozellikler sergilemektedir (Nayak vd., 2016; Lammari vd., 2021). Bitkisel
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yaglarin ve lipofilik biyoaktif bilesenlerin  nanoenkapsiilasyon c¢aligsmalari
incelendiginde, gida bozulmalarina neden olan mikroorganizmalara karsi antibiyotik
kullaniminin yerine ugucu yaglarin nanoenkapsiile formlarinin kullanilarak dogal ve
gevre dostu koruyucu yeni biositlerin gelistirildigi ¢alismalar ve nutrasotiklerin
kontrollii salinimlarimin yapildigi nano-tastyici sistemlerin gelistirildigi arastirmalar
goriilmektedir. Gida dreticileri nanopartikiil salinim teknolojisiyle fonksiyonel
bilesenleri kapsiilleyebilmekte, gida kalite ve gilivenligini arttirabilmekte, tat, renk,
antioksidan, enzim ve antimikrobiyal madde gibi o6zellikleri istenen sekilde dizayn

edebilmektedir (Nayak vd., 2016).

Gida nanoenkapstilasyon teknolojisinde, polimer veya lipid kaynakli nanotasiyici
yapilar kullanilarak kolloidal kararli siispansiyon formlar1 olusturulur. Bitkisel yaglar,
bitkisel ugucu yaglar, gida biyoaktif bilesenleri ve ¢esitli kimyasal ilaglarin etken
maddeleri bu karali nanotasiyici formlarla kaplanarak bir baska deyisle tasiyic
materyallerin i¢lerine doldurularak yeni, hedefli katkilar-ilaglar, kontrollii salinim ve
yiikksek biyoyararlanim Ozellikli alternatif terapotik maddeler gelistirilmektedir
(Lammari vd., 2020; Lammari vd., 2021).

Lipofilik bilesiklerin nanoenkapsiilasyon uygulamalarinda nanoemiilsifikasyon-
¢Oziicli buharlastirma, nano¢dktiirme (¢oziicii yerdegistirme), iyonik jellesme (nanojel),
lipozom (nanolipozom) olusturma ve molekiiler inkliizyon kompleksi olusturma
yontemlerinin yaygin olarak tercih edildigi goriilmistiir. Bu yontemler detayl
incelendiginde; nanoemiilsifikasyon-¢6ziicii buharlastirma yontemleri yiiksek enerji
gerektirir, yatinm maliyetleri yiiksektir. Nanolipozom olusturma tekniginin,
nanodropletlerin endiistriyel uygulamalarda stabilitelerini koruyamamalar1 ve hiicre
membranindaki lipit yapisiyla benzerlik gostermeleri ile salinim kontrollerinin zorlugu
ve fiziksel kirilganliklariyla sizinti olusturmalari gibi nedenlerden dolayr gida
endiistrisine entegrasyonlar1 olumsuz etkilenmektedir (Kirtil ve Oztop, 2014). Nanojel
olusturma teknigi, ugucu yag enkapsiilasyonu i¢in en uygun yontem olmasina karsin
partikiil boyutu kontroliiniin zorlugu ve koagiilasyona meyilli jel yapilarin olusmasindan
dolay1 zorluklar olugmaktadir (Delshadi vd., 2020). Molekiiler inkliizyon kompleks
olusturma yontemi ise B-siklodekstrinler, B-laktoglobulin gibi ugucu bilesenlerle ligand
olusturabilen yiiksek maliyetli molekiiller gerektirdiginden genellikle koku ve tat
maskelemek veya aroma bilesenlerinin yavas salimimlarin1 saglamak amaciyla

kullanilan bir yontemdir (Bratovcic ve Suljagic, 2019). Yeni gelistirilen yontemlerden
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elektroegirme teknigi ise, daha ¢ok sentetik nano polimer tiretimi i¢in uygun olup ve
yatirm maliyeti yiikksek bir yontem oldugundan gida endiistrisinde kisith

uygulanmaktadir (Balta, 2010).

Nanoenkapsiilasyon i¢in uygun yontem segilirken; ¢ekirdek ve tastyict materyalin
fiziksel ve kimyasal ozellikleri, enkapsiilasyon etkinligi, partikiil kararliligi, tasiyici
materyal, emiilsifiyer, ¢apraz baglayic1 ve stabilizatér maliyeti, enerji tiiketimi ve
endiistriyel uygulamalara entegrasyonu ongoriilmelidir. Bu baglamda, bitkisel yaglarin
polimerik bir kaplama materyali ile hapsedilerek enkapsiilasyon verimi yiiksek stabil
nanopartikiillerin elde edilmesini saglayan, biyoaktif bilesenin ¢oziiniirliik,
biyoyararlanim, adsorpsiyon ve kontrollii salinnmina olanak veren bir yontem olan
nanogoktiirme yontemi gida, kozmetik ve tip alanlarinda yaygin tercih edilen diisiik

maliyetli bir yontemdir (Lammari vd., 2020).

2.10. Nano¢oktiirme Yontemi

Solvent enjeksiyonu, spontan emiilsifikasyon, solvent yer degistirmesi, solvent
difiizyonu ve araylizey birikmesi olarak da adlandirilan nanogoktiirme yontemi,
submikron boyutta partikiil iiretiminde hizli, diisiik maliyetli ve verimi yliksek bir
yontemdir (Martinez-Munoz vd., 2020). Bu ydontemde kullanilan tastyict polimerler
kitosan, jelatin, nisasta, dekstran, seliiloz asetat, zein gibi dogal kaynakli oldugu gibi
polilaktid-ko-glikolit (PLGA), polilaktit asit (PLA), polikaprolakton (PCL), 6dragit
(metakrilik asit) ve poli(alkilsiyanoakrilat) (PACA). gibi biyouyumlu ve biyolojik
olarak pargalanabilir sentetik kaynakli da olabilmektedir (Kumari vd., 2010).

Nanogoktiirme yonteminde nanoparcacik olusum mekanizmasi siiperdoygunluk-
cekirdeklenme- biiytime- agregasyon (supersaturation- nucleation- growth- aggregation)
olarak birbirini takip eden dort asamada gergeklesmektedir (Lammari vd., 2020).
Nanopartikiil tiretiminde, tasiyici polimer ve biyoaktif bilesen uygun organik bir solvent
(etanol, asetik asit, aseton gibi) i¢inde ¢6ziindiirtiliir. Olusan solvent faz, iginde yiizey
aktif madde bulunan veya bulunmayan anti-solvent (su) faz i¢ine sabit karistirma altinda
kontollii bir sekilde eklenir. Anti-solvent faz i¢ine solvent faz ilavesi ile solventin
polimeri ¢ozme giicli azalir ve polimer ¢ozelti icinde siiperdoygunluk olusturur. Coziicii

karisimindaki polimer konsantrasyon orani anlamina gelen siiperdoygunluk asamasi,
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diger basamaklarin kontrol edildigi basamaktir. Organik solvent ve antisolvent fazlar
birbirleriyle yer degistirirken iki faz arayiizeyine difiizyon sayesinde polimer ve
biyoaktif bilesen tasinir. Araylizeyde biriken polimer kritik konsantrasyonuna
ulastiginda ilk ¢ekirdeklenme baslar (Tao vd., 2019; Lammari vd., 2020). Ilk
cekirdeklenme spontan heterojen c¢ekirdeklenmedir. Homojen c¢ekirdeklenme igin
gerekli olan doygunluk noktasi heterojen ¢ekirdeklenmeden daha yiiksektir (Tao vd.,
2019). Spontan c¢ekirdeklenme ile arayiizeyde hizlica olusan ¢ok kiicliik boyutlu
nanokapsiiller, biyoaktif bileseni paketledik¢e ortamda bulunan serbest polimer
konsantrasyonu azalmaya baslar. Siispansiyon i¢indeki polimer miktar1 artmaya devam
ettikce kapsiiller biiylimeye ve kararsiz yapilarindan hizlica kiimelenme egilimine
girmeye baglar. Nanopartikiillerin ¢ekirdeklenme mekanizmasi La Mer tarafindan
aciklanmustir (Khan vd., 2019) (Sekil 2.2). Cekirdeklenme ve kapsiil biiyiimesi ardindan

solvent buharlastirilarak polimerik nanopartikiiller elde edilir (Lammari vd., 2020).

C '::::(ei Stperdoygunluk konsantrasyonu
1 nuclei \ Hizl gekirdeklenme
c min

Diftuizyonla partikdl
blayUimesi

Cozunarluk

Atomik konsantrasyon

. = °
°
Atomlarin Spontan . Partikiil

« olugumu - gekirdeklenme buylumesi

Sekil 2.2. La Mer tarafindan agiklanan nanopartikiil ¢ekirdeklenme mekanizmasi (Khan

vd., 2019).

Kapsiillenecek biyoaktif bilesigin hidrofobikligi, solvent-antisolvent fazlarin

temas ve karistirma kosullari, kati-sivi arayiizey enerjisini azaltan ve agromerasyonu
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Onleyen stabilizatér varligi ve sicaklik, nanopartikiil olusumunda pargacik boyutu,
polidispersite, zeta potansiyeli ve morfolojiyi dogrudan etkileyen parametrelerdir (Tao
vd., 2019). Nanog¢oktiirme yontemi, solvent- antisolvent fazlar arasinda genis arayiizey

alan1 sagladigindan genellikle 50-300 nm boyut araliginda nano partikiiller elde edilir.

Nanogoktiirme yonteminde nanokapsiil olusum mekanizmasinin Fessi tarafindan
Gibbs-Marangoni etkisi ile gergeklestigi savunulmustur. Bu etki, iki faz arasindaki
azalan arayiizey gerilimi ve polimer iceren kiigiik damlaciklarin difiizyonla olusan
tiirbiilanslarla ¢oziicii damlaciklardan disar1 yayildikga, polimerin arayiizeyde ¢okelmesi
prensibi ile aciklanmistir (Fessi vd., 1989). Kiitle transferi genellikle ¢oziinen
konsantrasyonundan kaynaklanan yiizey gerilimi gradyani ile indiiklenir. Sivi-sivi
ekstraksiyon sisteminin arayilizeyindeki bu Marangoni kararsizligi, kendiliginden
emiilsifikasyona neden olur. Marangoni konveksiyonu, kiitle transfer oranini arttirir ve
¢Oziineni transfer ederek Gibbs adsorpsiyonu sunar (Brian ve Ross, 1972). Bu goriise
gore nanokapsiiller, ¢oziicliniin yer degistirmesini takiben ¢dziicli/su arayiiziinde
polimerin birikmesini tetikler. Antisolvent faza solvent akis1 ve arayiizde hizli polimer
difizyonu dengesiz sivi fazlar arasinda arayiizey tiirbiilans1 yaratir. Bu kararsizlik,
biyoaktif bilesikler iceren kii¢iik polimerik damlaciklar olusturur ve iki faz arasindaki
araylizey gerilimini azaltir. Ardindan, solvent uzaklastirilarak kapsiillerden disari
solvent uzaklastirirken, polimer ¢okelmesi ile nanopartikiiller elde edilir (Fessi vd.,
1989).

Nanog¢dktiirme yontemiyle lipidlerin ve ugucu yaglarin polimerik bir kaplama
materyali ile enkapsiilasyonunun avantajlar1 arasinda tek adimda difiizyonla
kendiliginden olugan, nano boyutta, tek boyut dagilimli, yiiksek stabilite ve doldurma
kapasitesine sahip nanopartikiillerin iiretilmesi, ugucu maddelerin suda ¢oziintirligiin
saglanmasi, degredasyonun onlenmesi ve kontrollii salinim gergeklestirilmesine olanak
vermesi sayilabilir (Barreras-Urbina vd., 2016; Lammari vd., 2020). Uretilen
nanopartikiillerin ana problemi tersinir olmayan kiimelenme ve kimyasal kararsizliktir.
Bu nedenle nanog¢oktiirme yontemi ile olusturulan nanokapsiil siispansiyonlarinin
Ostwald olgunlasmasi etkilerinden kurtarilmasi i¢in kurutularak stabilitelerinin
saglanmasi gereklidir. Biyoaktif bilesen salinimini kontrol etme ve siirdiirebilmek i¢in
nanokapsiillerin yapisin1 ve seklini degistirmeden suyu uzaklastiran dondurarak
kurutma ve gozenek boyutunu ve kuruma siiresini azaltan piiskiirterek kurutma

teknikleri tercih edilir (Ezhilarasi vd., 2013).
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Literatiirde bitkisel yaglarin ve lipofilik bilesiklerin nanogoktiirme yontemi ile
nanoenkapsiilasyon calismalar1 Cizelge 2.1°de detayl olarak verilmistir. Tabloya gore,
nanoc¢oktiirme yonteminin retilen nanopartikiillerin  digiik boyutlari, yiiksek
kararliliklar, yiiksek kapsiilleme verimlilikleri, in vitro hedefli salinnmda yavas
salinimlar ile lipofilik bilesikleri nanoenkapsiile etmek i¢in etkili bir uygulama oldugu
goriilmektedir. Sentetik polimerik tasiyicilari, dogal polimerik tasiyicilara gore dis
etmenlere kars1 daha giiclii dayanim gosterdiginden kararli yapilar1 ve salinim profilleri

daha uzun stirelidir.
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Cizelge 2.1. Bitkisel yag ve lipofilik bilesenlerin nano¢dktiirme yontemi ile nanoenkapsiilasyon ¢aligsmalar1

kirdek T . Zeta Pot Kurutma In vit Uygulama
Cekirde e Solvent Anti-solvent Boyut (nm) EE (%) uru . 1 viro ygu Ref.
materyal materyal (mV) Teknigi salinim alam
Sotelo-
. %2 Asetik-asit- 390 dk-
Kekik yagi Kitosan ve AP Metanol 117-226 +27 - Evaporasyon Gida Boyas-a vd.,
su %100
2017
Chavez-
f %2 Asetik-asit-
Biber Agaci1 yagi Kitosan s:j Sellial Metanol 335,3 +38,5 - Evaporasyon - Tarim Magdaleno,
vd., 2018
Misket limonu %2 Asetik-asit- Sotelo-
B Kitosan Metanol - +10 - Evaporasyon Gida Boyas-a vd.,
yagli su
2017
Aseton+Span2 Sut 8 hafta Ephrem vd
Biberiye yagi PCL 0 Tween 220 -19,9 99 - stabil Tip 2014
20
i o Su+ PVA+ . Badri
Corekotu yagi PCL Aseton Tween 80 230-260 20/-30 84 1 ay stabil Tip vd. 2018
Aseton:Aseton/
metanol Su+  Pluronik Evaporasyon+ Noronha vd.,
a-Tokoferol PCL 60/40+ F68 180-203 30,6/-51 75-90 Filtrasyon- Ecza 2013
lesitin
- Su+  Pluronik Filtrasyon . Rocha
Kurkuminoid PCL Aseton F68 160-180 -10/-15 - +Liyofilizasyon 3 ay stabil Tip vd.2020
Aseton Su+ Popiolski vd.,
L ta yag PLA . 26-78 - 73-75 - 500 dk %40 E
avanta yagl +Epikuron 170  Poloksamer ° cza 2016
. Ultrasantrifiij+ Pandey
+ - - -
Quersetin PLA DCM Su+ PVA 32-152 62 Evaporasyon Tip vd. 2015
Zeytin yapragi Evaporasyon+ . Kesente vd.,
PLA Aseton Su+ PVA 246 -27,5 49 e 2 saat %49 Kozmetik
ekstrakt1 Santrifiij 2017
Kirik ve
Rutin PLGA Aseton Su+ PVA 174-211 -21/20 - - 8 gilin %25 Kimya Kizilbey,201
9
i +
Kapsaisin PLGA DMSO su 150-162 ; 49 Filtrasyon 2 hafta Ecza Kim vd.,2011
Evaporasyon %100
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Cizelge 2.1. Bitkisel yag ve lipofilik bilesenlerin nano¢dktiirme yontemi ile nanoenkapsiilasyon ¢alismalar1 (Devami)

kirdek T . Zeta Pot Kurutma In vit Uygulama
Cekirde e Solvent Anti-solvent Boyut (nm) EE (%) uru . 1 viro ygu Ref.
materyal materyal (mV) Teknigi salinim alam
Esfandyari-
Karvon PLGA DMS Su 126 - 61 - - Gida Manesh, vd.,
2013
N Su+ Montanox 168 saat Almouazen
Vitamin D3 PLGA Aseton VG 80 170-250 - 70-97 Evaporasyon %40 Tip vd., 2013
. . . . .
Limon ot nane ¢ 1oz asetat  Aseton su 140-180 36 12.5p  Filtrasyon ; Tip Liakos, vd,
ve tar¢in yagi N2 buharlastirma 2018
. o . Santrifiij Cordt vd.,
Hidrofobik biyosit  Seliiloz asetat Aseton Su 300-650 - - +Liyofilizasyon - Tip 2020
Santrifiij
Penicillin G Seliiloz asetat Su Aseton 97 - - +Kurutma+ 70 saat %60 Ecza Ho vd., 2022
Etanolde yikama
. Froiio vd.,
Bergamot yagi Eudragit Aseton su 57.208  +39/+74  28-84 - - Gida r‘)z'(')olg
. Tamponlu Santrifiij+ . Xing
R trol z %80 Etanol- 50-108 +20/-20 30-57 . 5 saat %20 K
esveratro emn 0 anok-su etanol (pH:7,3) Filtrasyon saat 7o 1mya vd.,2022
Lesitin ve Podaralla ve
. . %92,8 . tektanl .
Kumarin Zein 0 pluronik igeren 365 -11,3 62 I_Gyo_p_e rotextantt 9 giin %30 Ecza Perulmal.,
Etanol/su liyofilizasyon
tamponlu su 2010
Ellajik asit Zein %70 Etanolisu  Su 281-370  +32/437  82-95 - 24 saat %24 Gida Tav;ge;l"d"
%80 Homojenizasyon+ 180 giin Loureiro
Bal Zein + Kitosan  Etanol/su(aseti  Su 125185  -12/+48  50-70 Jenizasy & Gida
kurutma stabil vd.,2022

k asit)
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Nanogoktiirme yonteminde, organik faz ve sulu faz arayilizeyinde hizli difiizyona
bagl olusan tiirbiilans ve termal esitsizlikler arayiizey gerilimini en aza indirerek
polimer i¢in bir ¢oziinmezlik durumu olusturur ve nano boyutta partikiil ¢okelmesine
neden olur (Gibbs-Marangoni etkisi) (Fessi vd., 1989). Bu durum polimer/solvent/anti-
solvent faz sisteminin kimyasal kararsizligina dayanan bir mekanizma ile agiklanir. Bu
mekazima uzo (ouzo) etkisi olarak ifade edilir (Lepeltier vd., 2014). Bu sistemde
solvent faz anti-solvent faza dogru hareket eden pargaciklart olusturan molekiillerin asiri
doygunluk noktasina hizla erismelerini saglar, boylece klasik c¢ekirdekleneme ve
bliylime siirecini takip eden nanopartikiil olusumuna spontan ve hizli bir sekilde izin
verir. Sonug olarak kendiliginden en kiigiik boyutta olusan homojen ve tek dagilim
sergileyen stabil nanopartikiiller, hazirlanan polimer/solvent/anti-solvent faz
formiilasyonlarina bagli olarak uzo etkisinin hakim oldugu sistem kosullarinda elde
edilir (Martinez-Munoz vd., 2020). Nanogoktiirme yonteminde uzo alani, diisiik polimer
konsantrasyonlarina ve diisiik ¢6ziicli/su oranlarma karsilik gelen binodal ve spinodal
egriler arasindaki dar bir alandir ve bu alanin disindaki kosullarda hazirlanan
¢ozilinen/¢oziicli/su sistemlerinde mikron boyutlara ulasan biiyiik agregalar iiretilir. Bir
diger ifadeyle nanogoktiirme yonteminde polimer/solvent/anti-solvent fazlarin oranlar
polimerin  diisiik konsantrasyonda oldugu ve solvent fazin anti-solvent faza oranina
gore daha diisiik oldugu durum nano ve mikron alt1 pargaciklarin olusumuna firsat veren

siir kosuludur (Lepeltier vd., 2014) (Sekil 2.3).

Polimer

Orta kararli bolge

Homojen Bolge T Spinodal egrl

Tek faz

Uzo Bolgesi

Organik
¢Ozucu

Su

Sekil 2.3. Uclii hidrofobik ¢dziinen(polimer)/¢dziicii/su sisteminin faz diyagrami ve

stvi-sivi ¢ekirdeklenme siirecinin veya uzo bdlgesinin sematik agiklamasi (Botet, 2012).
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Nanogoktiirme teknigi ile nanopartikiill olusum mekanizmasi, Sekil 2.4'deki
sematik gosterimde ayrintili olarak aciklanmaktadir. Sekil 2.4'de, goriiniim a, siiper
doygunlugu ve arayiizey polimer birikimini, ardindan solvent/su arayiiziinde solvent yer
degistirmesini  gOstermektedir. Arayliz tiirblilansinin neden oldugu Marangoni
kararsizhigi, kritik polimer konsantrasyonunda, goriinim b'de gorildigi gibi ilk
cekirdeklenme olusur. Goriiniim c’de, arayiizeyde c¢ekirdeklenmis biyoaktif bilesik
iceren koloidal kiiresel nanokapsiiller goriilmektedir. Stispansiyondaki Kkoloidal
nanopartikiiller, goriiniim d’de goriildiigli gibi polimer miktar1 artmaya devam ettikce
birlesmeye baslar ve partikiil biiytimesi gergeklesir. Uzo bolgesinde olusan partikiillere
agregasyondan Once kurutma uygulanirsa, nano boyutlu tek dagilimli partikiiller

goriiniim e’deki gibi elde edilebilir.

Mk .
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Sekil 2.4. Nanogoktiirme yoOntemi ile nanopargaciklarin olusum mekanizmasinin

sematik gosterimi.

2.11. Flas Nano¢oktiirme Yontemi

Flas nanogoktiirme (Flash nanoprecipitation-FN) yontemi, yiiksek doldurma

kapasitesine sahip parcaciklarin daha kiiciik boyutlarda kontrollii bir sekilde iiretim
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yontemidir. Aktif bilesik ve polimer igeren organik solvent faz ve anti-solvent fazin
birbirlerinden ayr1 bir karistirma ¢emberi alaninda jet akisla karistirildign ve aymi
zamanda solvent fazin anti-solvent faz igine sabit karistirma altinda eklendigi sistemdir.
Karigsma ¢emberinde jet akisla karsilasan fazlar girdap olusturarak yiiksek araylizey
alan1 saglar ve bu arayiizeyde olusan anlik difiizyon sayesinde hizli nanog¢dktiirme

islemi gergeklesir (Barreras-Urbina vd., 2016).

Flas nanog¢oktiirme uygulamalarinda, suda c¢ozlintirligii diisiik ilaglarin veya
lipofilik bilesiklerin mikroakigkan karistirict  sistemler yardimiyla ilag yikli
nanopartikiiller, saf ila¢ nanokristaller, polimerik miseller, polimerik nanopartikiiller,
kati-sivi  nanopartikiiller ve polielektrolit kompleks yapilar olusturulmaktadir.
Nanopartikiil olusum mekanizmasinda, siiperdoygunluk basamagi Sinirli carpan jet
karistirict (Confined impinging jets mixer-CIJM) ve cok girigli girdap karistirict (Multi-
inlet vortex mixture-MIVM) gibi mikroakiskan karistirma diizenekleri yardimiyla
kontrol edilerek ¢ok kii¢iik nanopartikiiller elde edilebilmektedir (Sekil 2.5) (Tao vd.,
2019).

2

l
1—> m -2 1—-’-ﬁl

I\_<—a
l |

Outlet 4
(a) (b)

Sekil 2.5. Tiirbiilansli kosullart olusturan ¢esitli karistirict modelleri (a) Sinirh ¢arpan

jet karistirici- Confined impinging jets mixer-ClIJM (iki girisli), (b) Cok girisli vorteks
karistirici- Multi-inlet vortex mixture-MIVM (dort girisli) (Saad vd., 2016).
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Flas nanogoktiirme yonteminde, karistirma ¢emberinde solvent ile anti-solvent
fazlar iki sivi bolmesinin giderek daha ince lameller olusturmak ftizere birbirini
cevreleyen ¢ok katmanli yapilar olusturarak difiizyon yoluyla molekiiler degisime izin
veren kontrollii ¢ekirdeklenme, siiperdoygunluk durumuna ¢ok hizli bir gegis
saglayarak polimer c¢ekirdeklenmesi ile sonuglanir (Saad ve Prudhomme, 2016).
Boylece polimer aktif bilesen etrafinda hizla hidrofobik bir kapsiil olusturarak partikiil
biiylimesini ve kiimelesmeyi Onleyen ve dar, kontrollii boyut dagilimiyla sonuglanan
sterik stabilizasyon saglar (Saad ve Prudhomme, 2016; Tao vd., 2019). Flas
nanog¢Oktiirme yontemi, basit nano¢oktiirme yontemine kiyasla, saniyeler i¢cinde anlik ve

¢ok kiigiik boyutlu nanopargacik olusumunu saglar (Barreras-Urbina vd, 2016).

Flag nano¢dktiirme yontemi ile sinirli ¢arpan jet karistirici (CLJ) kullanilarak zein
kolloidal nanopartikiillerinin iiretildigi bir ¢aligmada Na-kazeinat stabilizator olarak
kullanilmig ve 127-327 nm stabilizatorstiz; 130-140 nm stabilizatorlii olarak elde
edilmis parcaciklarin zeta potansiyelleri hidrofobik etkilesim limitine yakin +23.6 mV
olarak bulunmustur (Li vd., 2014). Bir diger c¢alismada, resveratrol yiiklii zein
nanopartikiilleri flag nanogoktiirme yontemi ile ¢ok girigli girdap karistirict (MIVM)
kullanilarak milisaniyeler i¢cinde 50-108 nm boyutunda, dar bir boyut dagiliminda
(PDI:0,1) elde edilmistir (Xing vd., 2022). Kitosanin stabilize ettigi bal yiikli zein
nanopargcaciklari, flas nanogoktiirme yontemi ile sinirl jet karistiricr (C1J) kullanilarak
200 nm altinda {iretilmis ve pargaciklarin 30 giin boyunca stabil kaldig1 bildirilmistir
(Loureiro vd., 2022). Antikanser ilag olarak yaygin olarak kullanilan paklitaksel (PTX),
ilag stabilitesini artirmak i¢in PEG-PLA ve zein kombinasyonu ile flas nanogoktiirme
yontemiyle kapsiillenmistir. %78 kapsiilleme etkinligi ve 200 nm'den daha kiiclik
boyutta iiretilen nanopargaciklar, in vitro siirekli ilag salimimi gostermistir (Ye vd.,
2022). Baska bir ¢alismada, pB-karoten yiiklii PEG-PCL nanoparg¢aciklart ¢ok girisli bir
vorteks karistirict (MIVM) kullanilarak yaklasik 200 nm partikiil boyutunda, ytiksek
yiikleme verimine (>%86) ve yiiksek stabiliteye sahip olarak c¢ok hizli bir sekilde
sentezlenmistir (Fu vd., 2018).
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2.12. Koloidal Nanopartikiil Stabilizasyonu

Nanokapsiilasyon metotlar1 ile {retilen kolloidal nanokapsiiller igeren
stispansiyonlar elde edilmektedir. Koloidal homojen siispansiyondaki nanokapsiillerin
stabilizasyonundaki temel sorun tersinir olmayan fiziksel (aglomerasyon, parcacik
birlesmesi) ve kimyasal (polimer hidrolizi, kapsiil sizintisi, depo siiresince kimyasal
reaksiyonlar ve mikrobiyal kontaminasyon) kararsizliktir (Abdelwahed vd., 2006; Ali
ve Lamprecht, 2017; Guterres vd., 2009).

2.12.1. Fiziksel Stabilizasyon

Siispansiyon i¢inde homojen koloidal nano pargaciklarin termal hareketi
Brownian hareket olarak adlandirilir. Partikiiller, diger partikiillere ve bulunduklari
kabin duvar ¢eperine rastgele carparak siirekli yon degistirirler. Brownian hareketi
parcaciklarin yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyon bdlgesine dogru
konsantrasyonlar esitleninceye kadar devam eder. Partikiillerin bu difiizyon ve
konveksiyonel (Brownian) hareketi boyutlar1 ile dogrudan iliskilidir. Nano boyutta bu
hareketler yercekimi kuvvetine kars1 ¢iktigindan partikiiller askida kalma

egilimindedirler (Abdelwahed vd., 2006).

Nanopartikiil tiretimi caligmalarinda, fiziksel stabilite ile ilgili dikkat edilmesi
gereken hususlar arasinda partikiil boyutu, polidispersite indeksi, kapsiilleme etkinligi
ve aktif maddenin uzun bir siire boyunca salinmasi yer almaktadir (Pascoli vd., 2018).
Partikiil ¢evresinde elektriksel ¢ift katmandaki yiik (zeta potansiyeli) nanopartikiiliin
agrage olma egilimi hakkinda bilgi verir. Stabilizator kulanilarak, sterik stabilizasyon

saglanabilir ve aglomerasyon 6nlenebilir (Abdelwahed vd., 2006; Melo vd., 2019).

2.12.2. Kimyasal Stabilizasyon

Nano boyutta kapsiillenmis aktif bilesikler i¢in kimyasal stabiliteyi iyilestirmek ve

bu sistemlerin raf omriinii uzatmak igin stratejiler gelistirmek ¢ok onemlidir (Pascoli
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vd., 2018). Koloidal polimerik partikiillerin kimyasal stabilizasyonlari, kolloidal
dispersiyonlarin sicaklik, pH ve iyonik gii¢ ile formiilasyondaki polimer kompozisyonu,

cinsi, molekiil agirlig1 gibi 6zelliklerden dogrudan etkilenir (Abdelwahed vd., 2006).

Hidrolitik bozunabilen polimerler depolama esnasinda ne kadar kontrol altinda
tutulsalar da zamanla bozunacaklardir. Biyolojik polimerler, zamanla protein
molekiillerinin termal denatiirasyonu ve agregasyonu gibi durumlarin olusabilmesine
bagh olarak diisiik dayanim gosterirler. Yiiksek molekiil agirhigma sahip sentetik
polyester polimerler daha yiiksek dayanim gosterirler. Kapsiil saliniminda Kimyasal
stabilite tizerine, sicaklik, pH, ylik yogunlugu, iyonik gii¢ ve polimer konsantrasyonu ve
orani gibi parametrelerin etkisi oldukg¢a fazladir (Zhang vd., 2019). Depolama esnasinda
nanaopartikiillerin sicaklik kosullar1 belirlenirken 37°C ve iizerinin hizli degredasyona,
oda sicakliginin (25°C) ise agregasyona neden oldugu goriismiistiir, ideal sicaklik ise
+4°C olarak belirlenmistir. Polyester polimerler i¢in fizyolojik kosullara karsilik gelen
tamponlu bir ¢ozelti pH’1 ve +4°C’de yiiksek stabilite gézlenmistir (Abdelwahed vd.,
2006).

2.13. Nanopartikiil Kurutma Yontemleri

Kolloidal dagilmis nanopartikiillerin uygun kurutma ydntemleriyle, Ostwald
olgunlagmasini dnlemek ve nanopartikiil kararliliginin saglamak gerekmektedir. Bu
amacla, nanokapsiillerin yapisin1 ve seklini degistirmeden suyu uzaklastiran dondurarak
kurutma ve gozenek biliylikliigiinii ve kuruma siiresini azaltan piiskiirtmeli kurutma

teknikleri yaygin olarak tercih edilmektedir (Ezhilarasi vd., 2013).

Liyofilizasyon olarak da ifade edilen dondurarak kurutma, donmus materyallerden
vakum altinda siiblimasyon yoluyla suyun uzaklastirilmasina dayanan bir kurutma
teknigidir. Bu islem yavas ve pahali olmasina ragmen, koloidal polimerik
nanokapsiillerin fiziksel ve kimyasal kararliligini saglamak i¢in yaygin kullanilir.
Dondurarak kurutma islemi, dondurma, 6n kurutma (siiblimasyon) ve kurutma olmak
lizere lic kisma ayrilir. Donma asamasinda, suyun buza donilismesi nedeniyle sivi
siispansiyonun konsantrasyonu ve viskozitesi artar ve amorf-kristal bir yap1 olusur. On
kurutma asamasinda numune yiizeyindeki buzun siiblimlesmesi ile su buhart numune

ylizeyine aktarilir ve kondenser yardimiyla yogusturulur. Son olarak kurutma
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asamasinda ise yiiksek vakum (4-40 Pa) ve diisiik sicaklik (-40°C'nin alt1) kosullarinda
suyu tamamen uzaklastiracak sekilde kurutma islemi gergeklestirilir. Siiblimasyon
bittiginde malzeme yiizeyinde gbzenekli yap: kalir. Genellikle glikoz, siikroz, trehaloz,
dekstran, sorbitol..vb gibi kriyoprotektanlar nanomateryalleri donma ve kuruma
streslerinden korumak i¢in kullanilir (Abdelwahed vd., 2006; Ali ve Lamprecht, 2017).
Hizli sogutma, kiigiik buz kristallerinin olusumuna yol agar ve nanokapsiiller iizerindeki
mekanik stresi azaltabilir. Donma ve dehidrasyon stresi ile olugsan agregasyon, hizli

dondurma uygulanarak herhangi bir kriyoprotektan olmadan dnlenebilir.

Piiskiirtmeli kurutma, hizli, tek adimli, ekonomik, ol¢eklenebilir ve verimli bir
yontem olmasi nedeniyle nanokapsiillerin stabilizasyonu igin tercih edilen tekniktir. Bu
yontemde koloidal nanokapsiiller, sicak bir kurutma odasina piiskiirtiilerek homojen
kiiresel ince parcaciklar halinde kurutulur (Ezhilarasi vd., 2013). Bu yontem, hem 1siya
duyarli hem de 1stya dayanikli malzemeler olan biyolojik kompleksler ve yiiksek degerli
terapotik farmasotik nanokapsiilleme i¢in uygundur. Bir piiskiirtmeli kurutucunun dort
temel boliimi vardir: (1) atomizasyon, (2) sprey-sicak hava temasi, (3) kurutma ve (4)
ayirma. Nanokapsiil siispansiyonu, ¢Oziicli buharlagmasi i¢in sicak hava ile temas
ettirilerek ince nanopargaciklardan olusan bir sprey halinde atomize edilir (Lee vd,
2011). Atomizasyon, boyut, sekil, geometri ve kuruma siiresi gibi nihai pargacik
morfolojisini dogrudan etkilemenin kritik bir parcasidir. Nanokapsiil siispansiyonlarinin
ylizey gerilimi ve viskozite gibi Ozellikleri de atomizasyon siirecini etkiler.
Nanokapsiilleri kurutmak igin kullanilan atomizer/noziil tiirleri; déner atomizer, tek
akigskanli (hidrolik veya basingli) noziil, pnomatik (¢oklu akigkan) noziil ve ultrasonik

nozildiir (Ziaee vd, 2019).

Piiskiirterek kurutulmus nanopargaciklarin, uzun siirede koloidal homojen
nanokapsiil siispansiyonlarindan daha yiiksek fiziksel ve kimyasal kararlilik gosterdigi
belirtilmistir (Guterres vd., 2009). Optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi i¢in
parcaciklarin sicakligi, nem igerigi, boyutu, polidispersitesi ve morfolojisi ve verimi

yararli yanitlardir (Guterres vd., 2009).
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2.14. Nanopartikiil Karakterizasyonu

Nanopargaciklarin karakterizasyonu morfoloji ve kimyasal kompozisyon olmak
tizere iki ana gruba ayrilir. Boyut ve boyut dagilimi, agregasyon/birlesme, ylizey
elektriksel ¢ift katman yiikii (zeta potansiyeli) ve spesifik yiizey alani, gézeneklilik ve
sorpsiyon oOzellikleri gibi analizler morfolojik karakterizasyonla ilgiliyken, pargacik
yapisi, yiizey kimyasi, kristallik ve elemental-kimyasal kompozisyon gibi analizler
kimyasal karakterizasyonla iligkilidir (Mourdikoudis vd, 2018). Nanopartikiillerin
karakterizasyonu, pargaciklarin olasi uygulamalarini, faydalarin1 ve toksisitelerini

belirlemek i¢in oldukca 6nemlidir (Ezhilarasi vd, 2013).

Parcaciklarin boyutunun, seklinin ve kiimelenmesinin genel degerlendirmesinde,
iic boyutlu goriintii ve quantitatif bilgi almak i¢in mikroskobik teknikler kullanilir.
Taramali1 Elektron Mikroskobu (SEM), Gegirgen Elektron Mikroskobu (TEM) ve
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) yaygin olarak tercih edilen mikroskobik
tekniklerdir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), vakum altinda bir elektron 1sin1
kullanarak kuru nanopartikiillerin yiizeyinin ve kalinliginin 3-D goriintiilemesini saglar
(Modena vd., 2019). Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) analiz prensibi
SEM'den farklidir. TEM'de elektron 1sini, elektron gecirgenligi icin ultra ince bir
numuneye odaklanir. Yiizey 6zellikleri, elektronla iletilen ince bir numune ile elde edilir
(Pal vd., 2011). Atomik Kuvvet Mikroskobunda (AFM), numunenin yiizeyini
gorsellestirmek i¢in konsollu u¢ adi verilen bir tarama probu kullanilir. Yiizey
atomlarinin ug ile numune arasindaki etkilesimleri, fotodiyot dizisine yansitilan bir lazer
151 yardimiyla kaydedilir (Modena vd, 2019). AFM, nanopartikiillerin atomik
topografyalarinin analizine izin veren yiiksek ¢Oziiniirliiklii bir tekniktir (Arruda vd.,
2015).

Dinamik Isik Sacilimi (DLS), hidrodinamik pargacik ¢apini ve zeta potansiyeli
olgme yoluyla biiyiime kinetigini belirleme alaninda yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Dinamik Isik Sagilimi (DLS) teknigi, koloidal siispansiyonlardaki
parcaciklarin Brownian hareketine gore boyutunu ve ortalama hidrodinamik c¢apini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Monokromatik 151k (lazer) kiiresel parcaciklara
carptiginda, 1s181n dalga boyunda nanopargaciklarin boyut ve boyut dagilimi hakkinda
bilgi veren bir degisiklige yol agar. Nanopargaciklarin yiizey yiikii, biyoaktif bilesiklerle
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elektrostatik etkilesimleri ve kolloidal stabilitesi, nanoparcacik etrafinda elektriksel bir

¢ift katman anlamina gelen zeta potansiyeli ile 6lgtilmektedir (Pal vd., 2011).

Spesifik ylizey alani bilgisi, Brunauer Emmett Teller (BET) analizi ile belirlenir
Brunauer Emmett Teller (BET) analizinde numunenin yiizeyi, kismi vakum altinda
belirli bir miktarda N2'nin adsorpsiyonu ve salimiyla 6l¢iilir (Hwang ve Barron, 2011).
Nanopartikiillerin kaplama tanimlanmasi genellikle Fourier Doniisimlii Kizilotesi
Spektrometresi (FTIR) ile degerlendirilir. Ote yandan nanopartikiillerin yiizey organik
bilesik kompozisyonu ve ligand baglanma bilgisi yine FTIR ile belirlenir (Arruda vd.,
2015).

Nanopartikiil ~ karakterizasyonunda  birtakim  zorluklar =~ bulunmaktadir.
Karakterizasyon tekniklerinin ¢ogu, toz haline getirilmis nanopargaciklar kullanilarak
gerceklestirilir ve nanokapsiil silispansiyonlarinin kurutma islemi kapsiil yapisinin
bozulmasina veya topaklanmaya neden olabilir. Ote yandan, SEM analizi gibi bazi
analizler i¢in partikiil ylizeyi vakum altinda altin veya grafit ile kaplanir. Bu siireg,

partikiil aglomerasyonuna yol agabilir (Arruda vd., 2015).

2.15. Nanopartikiil Giivenligi ve Toksisitesi

Gida nanoteknolojisindeki aragtirmalar, tiretilen nanomalzemelerin insan tiiketimi
icin giivenligi konusunda tiiketicilerin endiselerini de ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle
ticari olarak kullanima sunulmadan once toksisite ve potansiyel saglik risklerinin
kapsamli bir degerlendirmesi gereklidir (Bazana vd., 2019). Nano boyutlu malzemelerin
insan saglig1 ve cevre iizerindeki etkileri hakkindaki bilgi eksikligine bagli birtakim

giivenlik, ¢evre, etik ve diizenleme konular1 tartigilmistir (EFSA, 2009).

Gida nanopartikiilleri, insan viicudu ve c¢evre ile dogrudan temas halinde
kullanilmaktadir.  Bu  nedenle  oral  tiikketim  sonrast  nanopartikiillerin
biyotransformasyonu viicut i¢inde artan dagilimi, ¢oziiniirliigii ve bagirsak zarlarindan
transfer edilebilme yeteneginin gelismesi ile hizli biyoemilimi sitotoksisite ve
genotoksisite arastirmalarini da beraberinde getirmistir (Cushen vd., 2012; Ezhilarashi
vd., 2013).
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Gida uygulamalarinda kullanilmak tizere dogal malzemelerle ve GRAS "Genel
Olarak Giivenilir Olarak Kabul Edilen™ lipid bazli, protein bazli ve polisakkarit bazli
dogal biyopolimeler ile poli(laktik/glikolik), poli (e- kaprolakton(PCL), polilaktid(PLA)
ve poli(laktid-ko-glikolit)(PLGA) gibi sentetik alifatik polyester polimerler Gida ve
Ilag Idaresi (FDA) tarafindan biyolojik olarak parcalanabilirlikleri, biyouyumluluklar:
ve toksik olmamalar1 agisindan onaylanmustir (Kumar ve Lal, 2014). PLC, PLA ve
PLGA polimerleri enzimatik olarak katalizlenen hidrolize ugrar ve in vivo bozunma
stireleri, polimerlerin molar kiitlesi ve kristallik derecesi ile iligkilidir (Rocha vd., 2020;
Hirsjarvi, 2008).

Kiiciik boyutlar1 goz Oniine alindiginda, nanopartikiiller dolasim ve lenfatik
sistemlere girebilir ve yer degistirebilir, sonucta viicut dokularmma ve organlarina
ulagabilir. Ayrica kiiciik partikiil boyutu ve yiiksek spesifik ylizey alani, reaktiviteyi
arttirir ve biyolojik bariyerlerden gegislerini kolaylastirir. Nanomalzemeler viicut i¢inde
tamamen sindirilmeli ve emilmelidir. Kismen sindirilirse kapsiillenmis bilesikler tam
olarak salimim gostermez. Bu durumda bilesikler hem kapsiil hem de bireysel olarak
sindirim sisteminden atilabilir veya epitel dokuya ge¢ip kan dolasimina girerek
immiinolojik reaksiyonlara neden olabilir (Bazana vd., 2019). Nanokapsiiller kan
dolagimia girdiginde, bagisiklik hiicreleri tarafindan ortadan kaldirilmasina yardimci
olmak i¢in bir plazma proteinleri tabakasi ile kaplanir. Eritrositler ve 16kositler gibi kan
hiicreleri nanopartikiiller ile etkilesime girebilir. Daha sonra karaciger, dalak ve kemik
iligi fagositik alim hiicreleri tarafindan tutularak retikiiloendotelyal sistemden ayrilirlar.
Bu sekilde nanopartikiillerin safra kanallar1 yoluyla insan viicudundan digki veya idrara

atilmasi saglanmaktadir (Martinez-Munoz vd., 2020).

Nanomalzemelerin ¢ogunun sitotoksik ve genotoksik 6zelliklerinin bilimsel
temelleri heniiz anlasilmamistir. Ancak nanomalzemeler oksidatif ve inflamatuar
streslere neden olan biyolojik birikim ile viicut tizerinde kimyasal risk ve nanotoksisite
olusturabilirler (Bazana vd., 2019; Ezhilarashi vd., 2013). Nanotoksisitenin en 6nemli
olusma mekanizmast; reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ortaya ¢ikmasi, asirt tiretimi,
oksidatif stresi arttirmasi ile normal hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina neden
olmasiyla sonuglanmasidir. Bu durum hiicrede DNA hasari, diizensiz hiicre sinyali,
hiicre hareketliliginde degisiklik, sitotoksisite, apoptoz (programli hiicre o6liimii) ve

kanser baglangicina neden olabilir. ROS olusumunu etkileyecilecek faktorler; partikiil
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boyutu, sekli, yiizey ylkleri, partikiil ¢6ziinmesi, kiimelenme, hiicrelerle etkilesim

modu, inflamasyon ve ortam pH’1dir (Fu vd., 2014).

Toksisite profillerinin belirlenmesi i¢in nanopargacik boyutu, boyut dagilimi,
sekli, aglomerasyon potansiyeli, ¢oziniirligl, yiizey yikii, reaktivitesi ve diger
fizikokimyasal parametrelerin yaninda nanopargaciklarin tutuldugu biyolojik gida
matrisinden etkilenebilirligi  dikkate alinmalidir (Cushen vd., 2012). Baz
nanopargaciklar dokular iizerinde iltihaplanma, oksidatif stres ve erken tiimdr olusumu
belirtilerine neden olabilir. Baz1 malzemeler, makro dlgekte degil, nano dlgekte toksisite

sergiler.

Yeni gidalar olarak kabul edilen gida nanopartikiillerinin giivenlikleri, mevcut
toksikolojik ve ekotoksikolojik test yontemleri ile degerlendirilmez ve bunlar igin 6zel
yontemler gelistirilmelidir (EFSA, 2009). Partikiil boyutlarindan kaynaklanan
farkliliklar1 hesaba katmak icin modifikasyonlar yapilmasi gerektigi ongoriilmektedir
(Cushen vd., 2012). Avrupa Saglik Cevre ve Yeni Ortaya Cikan Riskler Bilim Komitesi
(SCHEER) geleneksel mikro boyutlu malzemeler ig¢in mevcut toksisite test
yaklagimlarinda kullanim dozu kiitle tizerinden hesaplanirken, nanomalzemeler igin
kiitleye ek olarak yilizey alam1 ve pargacik sayisiyla birlikte kullaniom dozunun
hesaplanmas1 gerektigini ifade etmistir (SCENIHR, 2009). ABD Gida ve Ilag idaresi
(FDA), gida nanopartikiillerinin tiiketiminin giivenligi, karakteristik o6zellikleri ve

spesifikasyonlar1 hakkinda bir kilavuz yayinlamigtir (Duvall, 2012).

Bugiin, gida nanoparcaciklarinin risk degerlendirmesi icin kiiresel bir diizenleme
yoktur. Ancak, gida nanopartikiilleri insan sagligi i¢in tehlikeli olmamali, gidanin
bilesiminde kabul edilemez bir degisiklige neden olmamali ve organoleptik 6zelliklerde

bozulma olmamalidir. (SCENIHR, 2021).

2.16. Peptik/Gastrik Ulser & Kanser

Peptik {lilser hastaligi, gastrointestinal sistemde peptik siviya maruz kalmig
bolgelerdeki {ilseri tanimlamaktadir. Peptik iilser 6zofagus, jejunum ve ileumda
gortilebildigi gibi en sik mide ve duodenumda goriiliir (Kiligarslan vd., 2011). Peptik
tilser vakalar1 diinya niifusunun yaklasik %10’ unda goriilen ve goriilme orani giderek

artan en yaygin sindirim bozuklugudur (Jabbar vd., 2023). Peptik {ilser, diinya genelinde
33



dort milyon insan1 etkiler ve cografi olarak heterojen bir dagilima sahiptir (Hamza,
2023). Peptik iilser goriilme orami en yiiksek iilkelerin Meksika, Venezuela, Peru,
Nijerya, Ruanda, Zambia, Filipinler, Tayland, Kore, Japonya, Cin ve Mogolistan oldugu
goriilmektedir (Abbasi-Kangevari vd., 2022; Salari vd., 2022).

Gastrik iilser vakalar biiyiik 6l¢lide mide sindiriminin yapict ve yikict faktorleri
arasindaki mekanik dengenin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Yapici faktorler:
gastrik miisin-prostagladin salgisi, epitel hiicre gocii (restitiisyon), hiicre replikasyonu
ve kan akisii igerirken, yikici faktorler gastrik asit, pepsin salgist ve Helicobacter
pylori varligim igermektedir (Jabbar vd., 2023). Ote yandan, stres, diyetsel faktorler,
erken yasta sigara kullanimi, alkol kullanimi, aspirin ve non-steroid antiinflamatuar ilag
kullanimi1 gastro-duedenal iilser hastaligin tetikleyen baslica dis etmenlerdendir (Citlak
vd., 2020). Tiirkiye’de duodenal {iilser vakalar1 en sik 20-50 yas grubunu, gastrik iilser
vakalar ise en sik 30-60 yas grubunu kapsamaktadir. Duodenal iilser goriilme sikligi
erkek/kadin orani 1,3/1 olarak ve gastrik tilser goriilme siklig1 ise kadin ve erkeklerde

esit oranda agiklanmustir (Kiligarslan vd., 2011).

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan genetik,
psikolojik ve gevresel faktorlere bagli kompleks bir hastaliktir (Baykara, 2016). Kanser,
diinya capinda 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir.
2019 yilinda goriilen Koronaviriis hastaligi (COVID-19) pandemisi, kanser tan1 ve
tedavi siirecinde gecikmelere neden olmustur (Siegel vd., 2023). Yasam boyu (75
yasindan Once) kansere yakalanma riski yaklasik %20, kanserden Olme riski ise
%10°dur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verileri ve Uluslararas1 Kanser Arastirmalar:
Ajanst (IARC)’nin  GLOBOCAN kanser istatistikleri tahminleri dogrultusunda
hazirlanan diinya ¢apinda sik goriilen 10 kanser tiirii i¢in 2020 y1ilinda tahmini yeni vaka

ve Oliimlerin dagilimi Sekil 2.6’da verilmistir (Sung vd., 2021).
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Erkek Kadin
insidans :10,1 milyon vaka insidans :9,2 milyon vaka

Sekil 2.6. Diinya genelinde en yaygin 10 kanser tiirii i¢in 2020 yilinda tahmini yeni vaka ve oliimlerin dagilimi. Pasta grafigin alan1 toplam vaka

veya 0liim sayisinin oranini yansitmaktadir (Sung vd., 2021).
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Erkek Kadin
insidans :5,5 milyon 6lUm insidans :4,4 milyon 6lUm

Sekil 2.6. Diinya genelinde, en yaygin 10 kanser tiirii i¢in 2020 yilinda tahmini yeni vaka ve 6liimlerin dagilimi. Pasta grafigin alani toplam vaka

veya 6liim sayisinin oranini yansitmaktadir (Sung vd., 2021). (Devami)
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Diinya genelinde en sik goriilen kanser vaka oranlari incelendiginde akciger
kanseri ilk sirada olup, kadinlarda ikinci siray1 meme kanseri, erkeklerde ikinci sirayi
ise prostat kanseri almaktadir. Kansere bagli mortalite oranlarma bakildiginda
erkeklerde akciger kanseri, kadinlarda meme kanseri oranlarinin en yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ortalama kanser kaynakli 6liim oranlarinin en yaygin olani basta akciger
kanseri olmak iizere, karaciger, meme, prostat ve mide kanseri olarak siralanmaktadir

(Ferlay vd., 2021).

Tiirkiye ve Diinya ¢apinda en yaygin 10 kanser tiirii i¢in 2020 yilinda tahmini
yeni vaka ve Oliimlerin dagilimi Sekil 2.7°de verilmistir. Tiirkiye’de meme kanseri
dagilimi Diinya ile benzer korelasyonda ve en yliksek insidans degerine sahipken,
mortalite orani en yiiksek olan kanser tiirii ise Diinya ile benzer korelasyon goriilen
akciger kanseridir. Tiirkiyede kanser vakalar1 cinsiyete gore incelendiginde erkeklerin
%74.8’1 akciger kanseri, %42,5 prostat kanseri ve %?26,2 kolorektum kanseri iken
kadinlarin %46,6 meme kanseri, %22,4 mide kanseri ve %16,2 kolorektum kanseridir
(GCO, 2021).

insidans
= Mortalite Turkiye Diinya

Meme
Prostat
Akciger

Kolorektum
Tiroid
Mide
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50 40 0 20 10 10 20 30 40 50

insidans ve Mortaliteye gére yasa (Diinya) standardize edilmis gértilme oranlari, 1/100000

Sekil 2.7. Diinya genelinde ve Tiirkiyede goriilen en yaygin 10 kanser tiirii i¢in 2020
yilina ait tahmini yeni vaka ve 6liimlerin dagilimi (GCO, 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez kapsaminda, Mugla-Kdycegiz lokasyonundan Orman Isletmeleri
Miidiirliigii’nden onayli yerel bir firmadan (KB-Kdycegiz Bali- Ozcakirlar Gida San. ve
Tic.Ltd. Sti.) satin alinan ham sigla balsamu fiziksel, kimyasal ve biyoaktif 6zellikleri
incelenerek tiim calismalarda hammadde olarak kullanilmistir. Sigla balsaminin dogal
yapisinda bulunan safsizliklar (toz, aga¢ kabugu, kiil..vb) ve re¢ine nanokapsiil liretimi
isleminde yiizeyde veya dipte ayrisma gostemesi nedeniyle sigla balsamina saflastirma
Onislemi uygulanmis ve tiim nanopartikiil {iretimlerinde saflagtirma onisleminden
gecirilmis sigla yagi olarak kullanilmistir. Kaplama materyali olarak kullanilan zein
(%98 saflikta) (CAS:9010-66-6) ve poly-e-caprolactone (PCL) (Ort Mn: 45,000),
stabilizator olarak kullanilan kitosan (CAS:9012-76-4) ve polivinil alkol (PVA) Sigma
Aldrich’den temin edilmistir. Organik ¢6ziicii olarak kullanilan aseton ve etanol HPLC
grade IsoLab Chemicals firmasindan temin edilmistir. Hazirlanan tiim ¢ozeltiler PTFE
45 pum siringa filtresinden gegirilerek kullanilmistir. Solvent faz enjeksiyonu igin
termoflex boru (Euroflex tube, 4 mm x 2 mm) ve enjeksiyon pompasit Chemyx Fusion
101 kullanilmis ve karistirmalar ise Jeio Tech (Korea) ¢ok-kanalli manyetik karitiric ile
gerceklestirilmistir. Tiim liretimler boyunca ultra saf su 18.2 mQxcm saflikta Thermo
Scientific (Waltham, Massachusetts, ABD) su aritim cihazinadan temin edilmistir. Flas
nanogOktiirme yonteminde, jet akishh mikroakiskan karigtirma saglayan sinirli ¢arpan jet
(SCJ) karistirma (confined impinging jets mixer-CIJM) aparati tasarlanmistir. SCJ
karistirma icin tasarlanan deneysel aparatin goriintiisii ve boyutlart Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Uretilen s18la yag1 dolgulu nanokapsiiller bekletilmeden -80°C’°de 24 saat
stiresince dondurulmus ardindan, dondurarak kurutucuda Buchi-Lyovapor L-200

(Isvigre) liyofilize edilerek nanopartikiil tozlar1 haline getirilmistir.
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Sekil 3.1. Jet akish mikroakiskan karigtirma saglayan sinirli ¢arpan jet (SCJ) karistirma

(confined impinging jets mixer-CIJM) deneysel aparati ve boyutlari

3.1.1. Sigla Balsanm Onislemi

Ticari olarak satin alinan sigla balsami, insan tiiketimine uygun hale getirilmesi
i¢in i¢inde bulunan safsizliklarin (toz, kum, aga¢ kabugu, kiil gibi) giderilmesi ve
nanopartikiil Giretimine uygun olmayan vizkoz yapisini olusturan icerigindeki yapigkan
reginenin uzaklastirmasi amaciyla onislemden gegirilmistir. Buna gore, 10 g sigla yagi 5
ml saf aseton ile karistirilarak 1 dk siireyle vortekslenmis ardindan, 5 ml ultra saf su
ilave edilerek tekrar 1 dk siireyle vortekslenmistir. Karigtm 10.000 rpm doéndiirme
hizinda 10 dk siiresince santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast yag ve su faz ayrim
saglanarak, yagh kisim alinip tekrar 10 ml ultra saf su ile 1 dk siireyle vortekslenmistir.
Ardindan, karisim 12.000 rpm dondiirme hizinda 20 dk siiresince santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi yag ve su faz ayrimi saglanarak, yagl kisim alinip 5 ml aseton ile 1 dk
stireyle vortekslenmistir. Elde edilen son karigim Wattman (Grade 595:4-7um) filtre

kagidi kullanilarak nuge erleni yardimiyla siiziilmiistiir. Ardindan, 45 pm PTFE siringa
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filtrelerinden gegirilerek kullanima kadar -18°C derecede amber cam sisede

stoklanmustir.

3.2. Yontem

Sigla yagi nanoenkapsiilasyon c¢alismasi, organik (zein) ve inorganik (poly-e-
caprolactone (PCL)) tasiyict polimerleri kullanilarak basit nanogOktiirme ve flas
nanogOktiirme yontemleri ile laboratuar Olgeginde gergeklestirilmistir.  Zein
nanopartikiillerinin iiretiminde, basit nanoc¢oktiirme yonteminde herhangi bir stabilizator
kullanilmamig, flas nanog¢Oktiirme yonteminde ise stabilizator olarak kitosan
kullanilmistir. PCL nanopartikiillerinin iiretiminde ise her iki yontemde de stabilizator

olarak polivinil alkol PVA kullanilmistir.

3.2.1. Basit Nanogéktiirme Yontemi ile Nanopartikiil Uretimi

Basit nanogoktiirme (BN) yontemi Zou (2012) ve Patel (2012) tarafindan
gelistirilen metodlarin kismen modifiye edilmesi ile gergeklestirilmistir. Buna gore,
80:20 (v/v) etanol:ultra saf suda ¢oziinen zein (5-7,5 ve 10 mg/ml konsantrasyonlarda)
ve absolut etanolde ¢o6ziinen sigla yagi (%0,5-1-2-5-7,5-10), zein:sigla yagi orani 2:1
olacak sekilde karistirilarak organik solvent faz elde edilmistir. Elde edilen organik
solvent fazdan 15 ml siringa igine doldurularak, ince termofleks boru vasitasiyla i¢inde
45 ml ultra saf su (anti-solvent faz) igine belirli bir akis hiz1 ve manyetik karigtirma

altinda dogrudan enjekte edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Basit nanog¢oktiirme yontemi deneysel diizenegi.

Basit nanogoktiirme yontemi ile zein nanopartikiillerinin tiretimi Design-Expert
10 programi kullanilarak optimal (custom) design deneme deseninde olusturulan plana
gore gerceklestirilmistir. Bu deneme deseni i¢in segilen bagimsiz islem degiskenlerinin

sinir degerleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Basit nanog¢Oktiirme optimal (custom) dizayn i¢in segilen bagimsiz

degiskenler ve seviyeleri.

Kodlanmis degerler/Gergek degerler

Yontem Bagimsiz Degiskenler -1 -0,5 0 0,5 1
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 5 - 7,5 - 10

BN B- Styrax Liquidus miktar1 (%) 0,5 1 2 3 5 7,5 10
C- Akis hiz1 (ml/dk) 50 - 100 - 150
D- Karigtirma hizi (rpm) 100 - 200 - 300

PCL kullanilarak gergeklestirilen basit nano¢oktiirme isleminde ise, aseton iginde
¢oziinen %1°lik (w/v) hazirlanan PCL ve kiitlece %0,5-1-2-3-5-7 oranlarinda hazirlanan
sigla yag1 cozeltileri, PCL:sigla yag1 orani 7:3 olacak sekilde karistirilarak organik
solvent faz elde edilmistir. Elde edilen organik solvent fazdan 10 ml siringa igine
doldurularak, ince termofleks boru vasitasiyla iginde 4,1x10° g/ml PVA igeren 45 ml
deiyonize su (anti-solvent faz) igine sabit 200 ml/dk akis hizinda ve 750 rpm sabit

manyetik karistirma altinda dogrudan enjekte edilmistir.
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Basit nanogoktiirme islemi sonrasinda elde edilen kolloidal siispansiyonlar
bekletilmeden -80°C’de 24 saat siireyle dondurulmus ve dondurarak kurutucu (Buchi-
Lyovapor, L200) kullanlarak liyofilize edilmistir. Coziicii uzaklastirildiktan sonra elde
edilen toz nanopartikiiller karakterize edilinceye kadar -18°C’de UV gegirimsiz kapali

cam kaplarda stoklanmistir.

3.2.2. Flas Nanocoktiirme Yontemi ile Nanopartikiil Uretimi

Hizli nanogoktiirme yontemi olarak adlandirilan flag nanogoktiirme (FN) yontemi

Han (2012) ve Li (2014) tarafindan belirtilen metod modifiye edilerek ¢alisilmustir.

Zein kullanilarak gergeklestirilen flas nanocoktlirme isleminde organik solvent
faz, etanol:ultra saf su oran1 80:20 (v/v) olan ¢oziiclide ¢6ziinen zein (5-7-10 mg/ml) ve
absolut etanolde ¢oziinen %3-5-7 (W/v) sigla yagi ¢ozeltileri zein:sigla yagi orani 5:2
olaracak sekilde karistirilarak hazirlanmigtir. Daha sonra esit hacimlerde alinan (herbiri
14 ml) organik solvent faz ve anti-solven faz (1,3x107° g/ml kitosan iceren deiyonize su)
siirli ¢arpan jet (SCJ) karistiriciya beslenerek jet akisl karistirma saglanmigtir. Burada
hizlica patikiil ¢ekirdeklenmesi saglanarak elde edilen nanokapsiiller enjeksiyon
pompasi yardimiyla asagida bulunan anti-solvent faz (1,3x10° g/ml kitosan igeren 45
ml deiyonize su) igine belirli akis hizinda ve karistirma altinda enjekte edilerek partikiil

stabilizasyonu saglanmistir (Sekil 3.3).

Organik
solvent faz
karisimi

J

Anti-solvent -

1
faz SCJ karistinici !
\_)E ; pe—Y iﬂ— Gekirdeklenme
-
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.
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Sekil 3.3. Flag nanog¢oktiirme yontemi deneysel diizenegi.
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Flas nanog¢oktiirme yontemi ile zein nanopartikiillerinin iiretimi Design-Expert 10
programi kullanilarak optimal (custom) design deneme deseninde olusturulan plana
gore gergeklestirilmistir. Bu deneme deseni i¢in secilen bagimsiz islem degiskenlerinin

siir degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Flas nanogoOktiirme optimal (custom) dizayn igin segilen bagimsiz

degiskenler ve seviyeleri.

Kodlanms degerler/Gercek degerler

Yontem Bagimsiz Degiskenler -1 0 1

A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 5 7,5 10

EN B- Styrax Liquidus miktar1 (%) 3 5 7
C- Akis hizi (ml/dk) 50 100 200
D- Karistirma hizi (rpm) 250 500 1000

PCL kullanilarak gerceklestirilen flas nanog¢dktiirme isleminde organik solvent
faz, aseton i¢inde ¢oziinmiis %1 (w/v) PCL ve aseton ¢oziiclisiinde hazirlanan %1-3-5
(w/v) oraninda sigla yag1 igeren cozeltiler PCL:sigla yag1 orani 4:1 olacak sekilde
karistirilarak hazirlanmigtir. Daha sonra esit hacimlerde alinan (herbiri 15 ml) organik
solvent faz ve anti-solven faz (4,1x10° g/ml PVA igeren ultra saf su) sinirli carpan jet
karistirictyya beslenerek jet akish karistirma saglanistir. Burada hizlica patikiil
cekirdeklenmesi saglanarak elde edilen nanokapsiiller enjeksiyon pompasi yardimiyla
200 ml/dk akis hizinda dogrudan asagida bulunan 1000 rpm sabit karistirma altindaki
4,1x10° g/ml PVA iceren 50 ml ultra saf su igine enjekte edilerek partikiil

stabilizasyonu saglanmustir.

Flas nanogoktiirme islemi sonrasinda elde edilen kolloidal siispansiyonlar hizlica
-80 °C’de dondurulmus ve dondurarak kurutucu (Buchi-Lyovapor, L200) kullanlarak
liyofilize edilmistir. Coziicii uzaklastirildiktan sonra elde edilen toz nanopartikiiller

karakterize edilinceye kadar -18°C’de UV gegirimsiz kapali cam kaplarda stoklanmistir.
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3.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Basit ve flag nanoc¢oktiirme yontemleriyle elde edilen sigla yagi dolgulu/dolgusuz
zein ve sigla yagt dolgulu/dolgusuz PCL nanopartikiillerinin morfolojik, fiziksel ve

kimyasal olarak karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

3.4. Morfolojik Analizler

3.4.1. Partikiil Boyutu/Dagilinm (polidispersite indeksi, PDI) ve Zeta Potansiyeli, {
(mV) Ol¢iimii

Nanopartikiillerin boyutu, dagilimi, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
Olgtimleri dinamik 151k sagilim (dynamic light scattering) prensibiyle ¢alisan Litesizer™
500 cihazt (Anton Paar GmbH, Graz, Austria) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Olgiimler oda sicakliginda ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis ve dl¢iim ortanmi olarak

ultra saf su 18.2 MQxcm kullanilmustir.

3.4.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Nanopartikiillerin morfolojik yapilar1 taramali elektron mikroskobu (Zeiss-Leo
1430, Germany) kullanilarak  incelenmistir.  Dondurarak  kurutulmus toz
nanopartikiillerin yiizeyleri elektron iltekenligi kazandirilmak tizere 10 dk siiresince
altinla kaplanmigtir. Analizler 15 kV voltaj altinda ve 6000-15000x biiyiitme yapilarak
gergeklestirilmistir.

3.4.3. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Sigla yagi, dolgusuz/dolgulu PCL ve dolgulu/dolgusuz zein nanopartikiillerinin

kimyasal yapilarini ve etkilesimlerini belirlemek tizere FTIR spektrumlari, Perkin Elmer
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(Spectrum 400-FT-IR/NIR spectrometer, USA) cihazi1 kullanilarak 4000-650 cm™ bolge

araliginda, 40 tarama yapilarak 4 cm™ hassasiyetle oda sicakliginda almmustir.

3.5. Fiziksel Analizler

Nanopartikiil tozlarinin fiziksel analizleri, optimum iiretim sartlarinda elde edilen

partikiiller tizerinde gergeklestirilmistir.

3.5.1. Renk

Nanopartikiil 6rneklerinin renk degerleri HunterLab (Conica-Minolta CR 400,
Sensing, Inc, Japonya) renk dl¢iim cihazi kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Olgiimler dncesinde
cihaz beyaz kalibrasyon plakasi ile kalibre edilmistir. Ol¢iim sonucunda drneklerin renk
degerleri L* (koyuluk-agiklik), a* (yesillik-kirmizilik) ve b* (mavilik-sarilik) ile ifade
edilmistir. Olgiimler ii¢ defa tekrar edilmistir.

3.5.2. Nem

Nanopartikiillerin nem degerleri gravimetrik yontem ile 70°C derecede 24 saat
stire etlivde bekletilerek, drnek agirligimin dengeye geldigi noktadaki agirligr ile ilk

agirhigi tizerinden hesaplanmistir (Sahin-Nadeem vd., 2013).

% Nem= (Son agirlik- 11k agirlik/Ornek agirligl) x 100

3.5.3. Su Aktivitesi

Nanopartikiillerin su aktivitesi (aw) degeri, su aktivitesi tayin cihazi

(AqualLab,4TE, ABD) ile oda sicakliginda (25+1°C) dlglilmiistiir.
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3.5.4. Yigin/Sikistirilmis Yogunluk

Nanopartikiillerin y1gin yogunlugu (pb) 10 ml’lik meziir i¢ine doldurulan 0,5 g
tartilan toz Ornegin kiitle/hacim oraniyla hesaplanmistir. Sikigtirilmis yogunluk (pt) ise
meziire doldurulan toz 6rnegin i¢inde hava boslugu kalmayacak sekilde manuel olarak
100 defa sert bir zemine vurulmasi sonrasi érnegin kiitle/hacim oraniyla hesaplanmustir.
Nanoartikiillerin akabilirligi Carr indeks (CI) degerleri ile degerlendirilmis asagida
verilen denklem kullanilarak hesaplanmistir (Ozdemir, 2022). CI<15 ¢ok iyi, CI=15-20
iyi, C1=20-35 zayif, ve CI=35-45 koti, CI>45 ¢ok kotii olarak degerlendirilir (Carr,
1965).

Cl= [(pt- pb)/ pt]x100

3.5.5. Coziiniirlik

Nanopartikiillerin ¢oziinebilirlik analizinde, 0,25 g toz 6rnek 25 ml saf su ile
seyreltilerek 3000 rpm donme hizinda 5 dk manyetik karistiricida karistirildiktan sonra
3000 rpm donme hizinda 5 dk santrifiij edilmis ve iistte kalan siv1 petri kabina aktarilip
105°C sicakliktaki etiivde 4 sa siiresince kurutulmustur. Coziinebilirlik yilizdesi, ¢6ziinen

toz kiitlesinin ¢dzelti hacmine oran1 yardimiyla hesaplanmigtir (Tiirker vd., 2018).

3.5.6. Uriin verimi

Nanopartikiillerin iiriin verimi, son iiriin miktarinin beslenen karigimdaki kuru

madde miktarina oranlanmasiyla hesaplanmistir (Sahin-Nadeem ve Ozen, 2014).

Uriin verimi % = [Nanopartikiil iiriin (gr) /Siispansiyon kuru madde miktar1(g)]x100
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3.6. Kimyasal Analizler

3.6.1. Enkapsiilasyon Etkinligi

Enkapsiilasyon etkinligi, polimer matris i¢inde kapsiillenmis aktif bilesen
(cekirdek) ve kapsiillenmemis aktif bilesen (serbest) arasindaki fark olarak tanimlanir.
Nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri aktif bilesen sigla yagi (SL) igindeki
baskin bilesik olan trans-sinnamik asit {izerinden yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC) (LC-20AD, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) kullanilarak
hesaplanmistir (Zhang vd., 2019). Kapsiillenmis, toplam SL orani i¢in nanopartikiiller,
%80 (v/v) etanol-su (%0,1 HCL igeren) ile 1:10 oraninda karistirihip 10 saniye
vortekslendikten sonra 60°C sicakliktaki su banyosunda 30 dakika bekletilmistir.
Kapsiillenmemis, yiizey SL oranimi belirlemek i¢in nanopartikiiller, saf etanolle 1:10
oraninda karigtirilip 3 saniye vortekslenmistir. Toplam ve yiizey olarak ekstrakte edilen
ornekler 4000 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra HPLC'de analiz i¢in
0.45 pm'lik PTFE siringa filtresi ile filtrelenmistir.

HPLC ¢aligsma sartlart, ODS-C18 kolon kullanilarak 30°C firin sicakliginda, 0,750
ml/dk akis hizinda ve 20 pl enjeksiyon hacminde 50 dakika boyunca solvent A[%2’lik
asetik asit-ultra saf su] ve solvent B[70:30 Asetonitril:ultra saf su] kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gradyan eliisyon kosulunda 3 dakika siireyle 95:5 (A:B), 10
dakikaya kadar 80:20 (A:B), 20 dakikaya kadar 60:40 (A:B), 30 dakikaya kadar 20:80
(A:B), 50 dakikaya kadar 5:95 (A:B) takip eden karigimlarda gergeklestirilmistir. Tim
kromatogramlar 280 nm dalga boylarinda degerlendirilmis ve trans-sinnamik asit
miktarlar1 standart ¢6zeltinin alikonma siireleri ile karsilagtirilarak tanimlanmigtir. Trans
sinnamik asit standardi kalibrasyon egrisi (y=237340x+155677, R?=0,999) iizerinden
sigla yag1 (SL) miktar1 belirlenmis, enkapsiilasyon etkinligi asagida verilen denklem

kullanilarak hesaplanmaistir.

EE % = [(TsL-YsL)/TsL]x100

TsL: Toplam kapsiillenen sigla yagi (SL) miktari

Ysi: Yiizeyde kapsiillenmeyen si1gla yag: (SL) miktar
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3.6.2. Toplam Fenolik Madde Miktari

Enkapsiilasyon etkinligi tayininde belirtildigi gibi ektsraksiyonlar1 ger¢eklestirilen
tozlarin toplam fenolik madde miktarlar1 Ozdemir (2022) tarafindan belirtilen metod ile
belirlenmisir. Buna gore 0,5 ml ekstrakt 2,5 ml %10’luk Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi i¢ine
ilave edildikten sonra tizerine 2 mL %7,5’luk (w/v) Na2COs eklenerek vortekslenmistir.
Daha sonra karisim 5 dk siireyle 50°C derecedeki su banyosunda bekletilmis ardindan
10 dk oda sicakligina kadar sogutulmustur. UV-spektrofotometrede 760 nm dalga
boyunda absorbans degerleri okunmus ve toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit
standart egrisi (y=0,0119x-0,0044, R?=0,9997), kullamlarak mg gallik asit esdegeri
(GAE)/g ornek olarak tespit edilmistir.

3.6.3. Antioksidan Aktivite Tayini

Ekstrakte edilen 6rneklerin antioksidan aktivite tayini DPPH radikal inhibisyonu
iizerinden Ozdemir (2022) tarafindan belirtilen metoda gore gerceklestirilmistir. Buna
gore, 50 pl ekstrakt 950 ul 6x10° M DPPH c¢ozeltisi igine eklenmistir. Karanlik bir
ortamda 30 dk bekletildikten sonra 516 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmus
ve antioksidan aktivite miktar1 Troloks standart egrisi (y=0,0104x-0,0514, R220,9964),
kullanilarak mg Troloks esdegeri (TE)/g 6rnek olarak tespit edilmistir.

Ekstrakte edilen Orneklerin antioksidan aktivite tayini ABTS serbest radikal
giderim yontemi lizerinden de belirlenmistir (Re vd., 1999). ABTS™ radikali, 7 mM
ABTS c¢ozeltisi ve 2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi arasindaki reaksiyonla
olusturulmus ve 12 saat oda sicakliginda karanlik ortamda bekletilmistir. Hazirlanan
radikal ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce etanolle (0,1 M, pH=7.4) seyreltilerek 734 nm
dalga boyunda baslangi¢ absorbans degeri 0,700+0,025 olacak sekilde ayarlanmustir.
Ardindan, 0.9 mL ABTS ¢ozeltisi, 0,1 ml ve 0,2 ml ekstraktlara (100 - 200 pg/mL)
eklendikten sonra 15 dk karanlikta bekletilmis ve 734 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okunmustur. Aktioksidan aktivite sonuglar1 Trolox esdegeri olarak

hesaplanmustir.
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3.6.4. In Vitro Sindirim Analizi

Enkapsiile nanopartikiillerin, agiz, mide ve bagirsak sindirim ortamlarindaki
analizleri Minekus (2014) tarafindan belirtilen metodun modifiye edilmesiyle statik in
vitro gastrointestinal sindirim modeli ile gerceklestirilmistir. Agiz, mide ve bagirsak
stok cozeltileri uygun pH ve enzim kombinasyonlar1 ile hazirlanarak sirasiyla agiz
sindirim stvist (ASS), mide sindirim sivist (MSS) ve bagirsak sindirim sivist (BSS)

olarak adlandirilmistir.

Buna gore, ASS i¢in 290 mg a-amilaz, 10 ml KCI (0,5 mL/L), 10 mL KH2PO4
(0,5 mL/L), 1.7 mL NaCl (2 mol/L), 20ml NaHCO3 (1mol) /L),10 mL of NH4+COQOs (0,5
mol/L) ¢ozeltileri icinde tamamen ¢ozdiiriilmiis, pH 7.0’ye ayarlanmistir. ASS, 38°C
derece sicaklikta su banyosunda 20 dk bekletildikten sonra 0,2 g toz 6rnek {izerine 1:10
oraninda ilave edilmis ve ardindan 38°C derece sicaklikta ve 100 rpm karistirma
altindaki su banyosunda 20 saniye siireyle inkiibe edilmistir. Agiz sindirimi sonrasi
cozeltiden 500 ul alinmis ve 1500 pl absolute etanol iizerine enjekte edilerek enzim

aktivitesi sonlandirilmistir.

MSS igin 1,6 g pepsin 1 g NaCl, 3,5 ml HCI (36.46 g/mol) igeren 500 ml hacimli
deiyonize su i¢cinde tamamen ¢dzdiriilmis, pH 1,2’ye ayarlanmistir. MSS, 38°C derece
sicaklikta su banyosunda 20 dk bekletildikten sonra 0,2 g toz ornek iizerine 1:10
oraninda ilave edilmis ve ardindan 38°C derece sicaklikta ve 100 rpm karigtirma
altindaki su banyosunda 2 saat siireyle inkiibe edilmistir. Mide sindirimi sonrasi
¢ozeltiden 500 ul alinmis ve 1500 ul absolute etanol {izerine enjekte edilerek enzim

aktivitesi sonlandirilmistir.

MSS i¢inde 2 saat siiresince zamana bagli salinim profili, optimum nanopartikiil
tozlar1 kullanilarak incelenmistir. Bu amagla, 0,25 g toz 6rnek tizerine MSS eklendikten
sonra belirli araliklarla (15 dk-30 dk-45 dk-60 dk-75 dk-90 dk ve 120 dk) ¢ozeltiden
200 pl alinmis ve 600 pl absolute etanol iizerine enjekte edilerek enzim aktivitesi

sonlandirilmistir.

BSS igin, 6,679 pankreatin, 4,53 g KH2POs, 51,3 mL NaOH (0,2 N) ile hazirlanan
ve 500 mL hacim elde etmek i¢in saf su ile tamamlanan ¢ozelti pH’1 6,8'e ayarlanmistir.
Stok BSS ¢ozeltisi 38 °C derece sicakliktaki su banyosunda 20 dk bekletildikten sonra

0,2 g toz ornek lizerine 1:10 oraninda ilave edilmis ve ardindan 38°C derece sicaklikta
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ve 100 rpm karistirma altindaki su banyosunda 2 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Bagirsak sindirimi sonrasi ¢ozeltiden 500 pl alinmis ve 1500 pl absolute etanol tizerine

enjekte edilerek enzim aktivitesi sonlandirilmistir.

Enzim aktiviteleri sonlandirilan ¢ozeltiler 4000 rpm dénme hizinda 5 dk siireyle
santrifiij edildikten sonra {iistteki siipertanant alinirak 0,45 pm siringa filtresinden
gecirilmis ve sindirim ortaminda salinan trans-sinnamik miktarlar1 belirlenmesi igin

HPLC cihazina enjekte edilmistir.

3.7. Biyolojik Aktivite Ozellikleri

3.7.1. Anti Ulseratif Etki

Ham sigla balsami, saflastirma onisleminden gecirilmis sigla yagi ve optimum
nanopartikiillerin antililserojenik etkileri, tlireaz inhibisyon aktivitesi {lizerinden
indofenol metodu kullanilarak reaksiyon sonucunda olusan amonyagin OSlgiilmesi
yoluyla spektrofotometrik dlgimle belirlenmistir (Weatherburn, 1967). Substrat olarak
ire kullanilmis ve 96 kuyucuklu mikroplakalarin her bir kuyucuguna farkh
konsantrasyonlardaki 6rneklerden 10 uL, 25 uL, 50 pL, 100 uL ve 200 uL tireaz enzimi
cozeltisinden (pH = 8,2 fosfat tamponunda ¢oziilecektir) ve 50 pL iire ilave edilmistir.
Kontrol olarak 10 pL tiyotire kullanilmistir. 30°C’de 15 dk. inkiibasyona birakilan ve
akabinde fenol ve sodyumnitropurissit iceren fenol reaktifinden 45 pL, sodyumhidroksit
ve sodyumhipoklordz igeren alkali reaktifinden 70 pL eklenerek 50 dakika sonra 96
kuyucuklu mikroplaka kullanilarak 630 nm dalga boyunda absorbanslar1 dlciilerek %

inhibisyon ve ICso degerleri hesaplanmustir.
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3.7.2. Anti Karsinojenik Etki

Ham sigla yag: hiicre kiiltiirii ve sitotoksisite ¢aligmasi degisen dozlarda LNCaP
ve PC3 insan prostat kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Zamana ve
doza bagl olarak prostat kanseri hiicre canlilig1 tespiti ve hiicrelerin %50’sinin 61diigi
inhibitér konsantrasyonu (ICso dozu) bulunmasi i¢in XTT hiicre proliferasyon testi
kullanilmistir. Bu test, suda eriyebilen bir bilesik olan XTT (2,3-bis(2-methoxy-4 nitro-
5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)'yi canli hiicrelerde turuncu renkli
formazon bilesenlerine indirgenmesi prensibine dayanmaktadir. Ham sigla yaginin
LNCaP ve PC-3 hiicre hatlari tizerindeki sitotoksik etkisi 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100
pg/mL, 200 pg/mL’lik ¢alisma konsantrasyonlar1 araliginda ve 24 - 48 saat muamele

sonrast elde edilen hiicre canlilig1 (%) bulgulari {izerinden incelenmistir.

3.8. Duyusal Analiz

Tez kapsaminda tiretilen optimum sigla yagi dolgulu zein nanopartikiil tozlarinin
yeni bir {irlin olarak tiiketiciler tarafindan ne oranda begenilecegi/begenilmeyecegi
yapilan duyusal testle belirlenmistir. Duyusal panel Akdeniz Universitesi, Gida
Miihendisligi Boliimii’nde gérev yapan lisansiistli 6grenciler ile gergeklestirilmistir. Bu
amagla, panelistlerden dogrudan ham sigla yagi (kontrol) ve basit-flag nanogoktiirme
yontemleri ile tretilen optimum sigla yagi dolgulu zein nanopartikiil tozlari renk,
topaklanma, sigla yagi lezzet yogunlugu, agizda hissedilen doku ve yabanci lezzet
kategorilerini genel begeni acisindan 1 (Asirn koti) - 5 (Milkemmel) arasinda
puanlamalar1 istenmistir. Puanlama skalasinda her bir rakamin karsilik geldigi skala
form tiizerinde belirtilmistir. Elde edilen sonuglarin karsilastirilabilmesi igin istatistiki
hesaplamalar SAS, Institute (Cary, NC, ABD) tarafindan hazirlanan “The SAS system
for Windows V7” paket programi kullanilarak varyans analizi gerceklestirilmistir ve

ortalamalar Duncan ¢oklu kargilastirma testine gore karsilagtirilmistir.
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3.9. Istatistiksel Analiz ve Optimizasyon

Istatiksel analizler ve optimizasyonlar Design Expert Version 13.0 (Statease Inc.)
paket programi yardimiyla yapilmistir. Basit ve flas nanogoktiirme yontemleriyle zein
nanopartikiilleri {iretiminde proses degiskenlerinin optimizasyonuda, yanit-ylizey
boliimii D-optimal (custom) random design sec¢ilmistir. D-optimal random dizaynda,
bagimsiz proses degiskenleri olarak zein konsantrasyonu, sigla yagi orani, organik faz
akis hizi1 ve kanistirma hizi segilmistir. Elde edilen nanopartikiillerin boyutu,
polidispersite indeksi, zeta potansiyelleri, enkapsiilasyon etkinlikleri ve in vitro agiz ve

mide ortamlarindaki salinimlar1 yanit olarak incelenmistir.

Zein nanopartikiillerin 6zelliklerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde ve
optimizasyon ¢alismasinda proses degiskenleri ile her bir yanit arasindaki ligkiyi ifade
eden matematiksel model quadratik regresyon analizi yapilarak olusturulmustur. Bunun
i¢in se¢ilen modellere her bir degiskenin lineer etki terimleri, daha sonra quadratik etki
terimleri eklenerek kareler toplamindaki artis ve model uygunsuzlugu testi (lack of fit)
degerleri analiz edilmistir. Etkilerin istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi F ve
p-degerlerinden bulunmustur. ideal model, matematiksel formunun uygunsuzlugu (Lack
of fit) icin Onemsiz ve regresyon modeli i¢in 6nemli olmasi gerekmektedir. Proses
degiskenleri quadratik (ikinci dereceden) fonksiyon olarak yer almaktadir ve p<0,05

olan durumlar modele uygun olarak kabul edilmistir.

Modellerin deneysel verilere uygunlugu, regresyon katsayist (R?), diizeltilmis
regresyon katsayist (RZ%dj) ve varyasyon Kkatsayist (C.V.) hesaplanarak ANOVA
tablolarinda dzetlenmistir. Regresyon katsayilar1 (R?) yiiksek olan modeller istatistiksel
olarak verileri agiklayici 6zelliktedir. Regresyon katsayisi (R?) ve diizeltilmis regresyon
katsay1si (R%dj) degerleri arasindaki fark modelde istatistiksel olarak énemsiz terimlerin

var oldugunu ve diisiik fark olmasi modelin etkili oldugunu gostermektedir.

Basit ve flag nanogdktiirme yontemleriyle PCL nanopartikiilleri iiretiminde, sigla
yagl oraninin nanoenkapsiilasyon islemine etkisi incelenmis elde edilen {iriinlerin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik aktivite karateristikleri degerlendirilmistir. Deneysel
verilerin karsilastirilabilmesi i¢in istatistiki hesaplamalar SAS, Institute (Cary, NC,

ABD) tarafindan hazirlanan “The SAS system for Windows V77 paket programi
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kullanilarak varyans analizi gerceklestirilmistir ve ortalamalar Duncan c¢oklu

karsilastirma testine gore karsilastirilmistir.

Basit ve flas nanogoktiirme yontemleriyle elde edilen optimum zein ve PCL
nanopartikiillerinin fiziksel, kimyasal, biyolojik aktivite ve duyusal analizleri
incelenmistir. Deneysel verilerin karsilastirilabilmesi igin istatistiki hesaplamalar SAS,
Institute (Cary, NC, ABD) tarafindan hazirlanan “The SAS system for Windows V7”
paket programi kullanilarak varyans analizi gergeklestirilmistir ve ortalamalar Duncan

coklu karsilastirma testine gore karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sigla Yag Saflastirma Onislemi

Sigla balsami i¢indeki safsizliklar ve viskoz regine sirasiyla aseton ve su
¢oziciileri yardimiyla iki defa yikanmasi ardindan kismen giderilmis, santrifiij
yardimiyla birbirinden ayrilan yag-¢oziicii fazlarindan yag fazi1 alinarak nanocoktiirme
yontemiyle nanoenkapsiilasyon isleminde ham sigla yagi olarak kullanilmistir (Resim
4.1).

Resim 4.1. Sigla balsami saflastirma Onislemi siirecinde: (a) ham sigla balsami, (b)

dipte safsizliklar, (C) yag-¢oziicti fazlari ve (d) saflagtirma oniglemi sonrasi sigla yagi.

Basit ve flas nanog¢oktiirme yontemleri ile elde edilen kolloidal siispansiyon
halindeki sigla yagi dolgulu nanokapsiillerin iretilir tiretilmez partikiil boyutu, PDI,
gegirgenlik (transmittans) ve zeta potansiyel Olgtimleri Litesizer™ 500 cihazi (Anton
Paar GmbH, Graz, Austria) cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Ol¢iim esnasinda
seyreltme islemi icin ultra saf su (18.2 MQxcm) kullanilmistir. Partikiil boyutu,
polidispersite indeksi, gecirgenlik ve zeta potansiyeli tespitinde ayni numune iizerinde
tic 6l¢tim alinmis ve sonuglarda ortalama degerleri bildirildilmistir. Kolloidal partikiiller

tiretildikten hemen sonra -80°C’de dondurulmus ve ardindan liyofilize edilmistir.
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Saflastirma 6nislemi uygulanmis sigla yaginin, ham sigla yagina gore antioksidan
aktivite, toplam fenolik madde miktar1 ve trans-sinnamik asit miktar1 6zelliklerindeki

degisim Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Ham sigla yag1 ve saflastirma Onisleminden gecirilmis sigla yaginin

kimyasal analiz sonuglar1

Ornek DPPH Toplam fenolik madde Trans-sinnamik asit
(mg Toroloks/g) miktar1 (mg GAE/g) miktar1 (mg/g)
Ham sigla yag 7,48+4.50 17.96+0.30 29.010.02
Saffastirma Snislemi 7,0742,29 26.40:+0.17 22.3320.00

sonrasli sigla yagi

Cizelge 4.1°deki sonuglar incelendiginde, ham sigla yagi ve saflastirma oniglemi
sonras1 elde edilen sigla yagi antioksidan aktivite degerlerinin benzer bulundugu
goriilmiistiir. Toplam fenolik madde miktarinda gozlenen artig, saflastirma Onislemi
sonras1 giderilen safsizliklarin ham sigla yagi icinde bulunan mevcut fenolik bilesik
oranin1 matematiksel olarak artmasindan kaynaklanmistir. Ham sigla yag: iceriginde
tespit edilen trans-sinnamik asit oraninin saflastirma 6nislemi uygulanmasi sonucunda
yaklagik %23 oraninda azaldigi goriilmiistir. Bu sonuglar dogrultusunda,
nanoenkapsiilasyon caligmasi siiresince saflagtirma Onisleminden gegirilen sigla yagi

kullanilmastir.

4.2. Zein Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu ve Optimizasyonu

Zein, biyolojik olarak parcalanabilen, biyouyumlu ve farkli ¢oziiclilerde gesitli
nanoyapilar olusturma yetenegine sahip dogal bir prolamindir (Paliwal vd., 2014). Gida
ve ilag endiistrilerinde enzim, ilag ve ugucu yag gibi bilesenleri, ¢esitli yontemlerle
nanokapsiilleme ve salinim g¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Shirhir vd.,

2018).

Cekirdeginde sigla yagi iceren Ve tasiyict biyopolimer olarak hidrofobik zein
kullanilan nanopartikiillerin basit nanog¢oktiirme yontemi ile sentezlenmesi herhangi bir
stabilizator kullanilmadan gergeklestirilmistir. Basit nanog¢oktiirme yontemi igin

belirlenen bagimsiz islem degiskenleri zein konsantrasyonu, sigla yagi orani, organik
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faz akis hiz1 ve karistirma hizindan olusmaktadir. Buna gore proses degiskenleri sinir
kosullarindan zein konsantrasyonu 5-7,5-10 mg/ml olarak, sigla yagi oran1 %0,5-1-2-5-
7,5-10 olarak, organik faz akig hiz1 ve karistirma hizi sirasiyla, 50-100-150 ml/dk ve
100-200-300 rpm olarak belirlenmistir. Bu ydntem i¢in optimum fiiretim kosullar
Design Expert programi kullanilarak optimal (custom) deneme desenine gore
nanopartikiil liretimi i¢in secilen bagimsiz degiskenlerin sinir degerleri Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Basit nanogoktiirme sigla yagi dolugulu zein nanopartikiilleri iretimi

deneme deseni (optimal custom design).

Zein konsantrasyonu Karistirma hiza

Run (mg/ml) Sigla yag1 (%)  Akis hizi (ml/dK) (rpm)
1 10 5 50 200
2 5 5 150 200
3 75 10 100 200
4 10 5 100 100
5 10 0,5 150 300
6 10 5 100 100
7 75 75 50 200
8 10 10 50 100
9 10 10 150 200
10 5 10 150 100
11 75 5 150 300
12 5 5 100 300
13 75 1 150 100
14 5 2 100 200
15 5 10 50 300
16 5 75 50 100
17 75 10 100 200
18 75 5 50 100
19 10 5 50 200
20 10 0,5 50 100
21 10 10 100 300
22 5 2 100 200
23 75 10 100 200
24 75 1 50 300
25 5 10 150 300

Sigla yagi iceren zein nanopartikiillerinin flas nanog¢oktiirme yontemi ile
sentezlenmesinde stabilizator olarak sabit oranda kitosan kullamilmistir. Flas
nano¢oktiirme yontemi i¢in belirlenen bagimsiz islem degiskenleri zein konsantrasyonu,
sigla yag1 orani, organik faz akis hiz1 ve karistirma hizindan olugmaktadir. Buna gore
proses degiskenleri sinir kosullar1 zein konsantrasyonu 5-7,5-10 mg/ml olarak, sigla

yagi oran1 %3-5-7 olarak, organik faz akis hiz1 ve karigtirma hiz1 sirasiyla, 50-100-200
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ml/dk ve 250-500-1000 rpm olarak belirlenmistir. Bu yontem igin optimum iiretim
kosullar1 Design Expert programi kullanilarak optimal (custom) deneme desenine gore
nanopartikiil tiretimi i¢in se¢ilen bagimsiz degiskenlerin sinir degerleri Cizelge 4.3’de

verilmigtir.

Cizelge 4.3. Flas nanocoktiirme sigla dolugulu zein nanopartikiilleri liretimi deneme

deseni (optimal custom design).

Zein konsantrasyonu Karistirma hizi

2y,
c
S

Sigla yagi (%) Akis hizi (ml/dk)

(mg/ml) (rpm)
1 5 5 200 250
2 5 3 100 500
3 7,5 7 200 500
4 7,5 7 100 250
5 7,5 3 200 500
6 7,5 5 100 500
7 7,5 5 100 500
8 5 5 200 1000
9 7,5 7 100 1000
10 7,5 5 100 500
11 10 5 200 250
12 5 5 50 250
13 10 5 200 1000
14 10 5 100 250
15 7,5 5 100 500
16 10 7 50 500
17 5 7 50 500
18 7,5 3 50 1000
19 10 3 100 500
20 7,5 7 100 250
21 7,5 3 50 250
22 5 7 200 500
23 7,5 7 50 500
24 7,5 3 200 500
25 5 5 100 1000

Bagimsiz islem degiskenlerinin basit nano¢dktiirme yontemi ile elde edilen sigla
yaglt dolgulu zein nanopartikiillerin partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI),
gecirgenlik (transmittans), zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve statik in
vitro sindirim (agiz ve mide) ortamlarinda sigla yagi salimimlari iizerine etkileri
incelenmistir. Bagimsiz proses degiskenlerinin yanitlar {izerindeki etkisi regresyon

analizi ile modellenmistir. Elde edilen deneysel yanitlar Cizelge 4.4’de sunulmustur.
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Cizelge 4.4. Basit nano¢Oktiirme yontemi sigla yagi dolgulu ve dolgusuz ZNP’nin

optimal (custom) deneme deseni izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

Partikiil Gegirgenlik Zeta f]r_iin_

Run boyutu (nm) PDI (%) (%) potansiyeli EE (%) verimi
(mV) (%)

POOUUZ 112406120 0,154001 100 -27,05:0,63 . .

1 290,60+0,14 0,20+0,07 100+0,00 -38,85+0,07  59,38+1,03 80,01
2 140,31+1,07 0,21+0,04 100+0,00 -37,00+0,71  32,02+5,33 77,24
3 294,60+2,40 0,21+0,04 100+0,00 -39,25+0,07  39,83+2,53 68,46
4 376,40+0,28 0,17+0,01 100+0,00 -30,95+0,07  44,8145,40 79,79
5 290,55+2,33 0,26+0,01 100+0,00 -26,15+0,49  75,87+7,92 86,51
6 323,70+0,42 0,12+0,08 100+0,00 -36,10+£0,00  62,18+0,55 75,07
7 219,95+2,62 0,19+0,06 80+0,00 -38,85+0,07  44,60+0,82 67,27
8 238,70+2,69 0,10+0,08 80+0,00 -37,30+0,57  43,10+0,07 72,87
9 228,00+1,27 0,27+0,01 60+0,00 -36,75+0,07  52,76+4,04 78,14
10 244,60+2,12 0,17+0,06 90+0,00 -39,60+0,00  23,87+5,27 69,68
11 197,50+1,84 0,23+0,01 80+0,00 -37,90+0,14  52,70+0,47 77,70
12 245,25+0,07 0,16+0,04 86+0,06 -30,25+0,21  32,02+6,60 70,81
13 280,30+2,55 0,18+0,07 100+0,00 -29,00+£0,14  63,78+1,04 76,53
14 222,15+3,32 0,23+0,01 900,00 -29,70+0,85  65,59+1,25 81,33
15 427,40+1,70 0,23+0,01 60+0,00 -39,40+0,00  47,58+0,73 67,91
16 216,25+0,35 0,20+0,06 96+0,06 -37,05+0,07  26,68+0,99 66,20
17 214,40+0,00 0,21+0,02 100+0,00 -37,45+0,35  36,60+2,52 74,25
18 161,16+4,13 0,17+0,05 100+0,00 -34,45+0,21  36,68+4,62 72,34
19 229,35+1,06 0,15+0,01 80+0,00 -37,70+£0,14  73,57+1,14 79,96
20 270,55+4,17 0,23+0,05 100+0,00 -28,00+0,42  72,30+1,24 62,22
21 213,55+0,35 0,17+0,03 100+0,00 -38,30+0,28  35,94+3,86 71,10
22 233,85+1,20 0,19+0,04 100+0,00 -33,35+0,21  61,93+6,29 64,73
23 262,40+0,28 0,25+0,00 100+0,00 -36,20+0,00  36,89+2,93 74,96
24 285,24+2,72 0,14+0,01 86+0,06 -32,20+£0,57  64,07+3,19 78,30
25 272,75+1,34 0,24+0,00 73+0,06 -39,50+0,00  35,02+6,13 73,13

Bagimsiz islem degiskenlerinin flag nanog¢dktiirme yontemi ile elde edilen sigla
yag1 dolgulu zein nanopartikiillerin partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI),
gegirgenlik (transmittans), zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve statik in
vitro sindirim (agiz ve mide) ortamlarinda sigla yagi salimimlar iizerine etkileri
incelenmistir. Bagimsiz proses degiskenlerinin yanitlar {izerindeki etkisi regresyon

analizi ile modellenmistir. Elde edilen deneysel yanitlar Cizelge 4.5’de sunulmustur.
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Cizelge 4.5. Flag NanogOktiirme yontemi sigla yagi dolgulu ve dolgusuz ZNP’nin

optimal (custom) deneme deseni izlenerek elde edilen deneysel sonuglar.

Partikiil Gegirgenlik Zeta f]r_iin_
Run boyutu (nm) PDI (%) (%) potansiyeli EE (%) verimi
(mV) (%)
POOWUZ 147952473 0112000 90 30,20+4,38 : :

1 211,85+1,34 0,11+0,03 80+0,00 25,10+0,26 73,34+3,24 71,58
2 185,57+2,71 0,17+0,04 100+0,00 14,80+0,36 85,26+8,55 92,02
3 179,64+0,84 0,17+0,01 70+0,00 25,20+3,09 72,70+0,06 57,02
4 181,94+0,99 0,18+0,01 60+0,00 28,40+0,82 68,05+2,53 69,67
5 185,66+1,62 0,17+0,08 90+0,00 19,70+3,97 76,22+4,75 60,67
6 202,53+5,41 0,17+0,05 70+0,00 25,50+4,10 72,06+7,48 64,98
7 216,00+1,06 0,17+0,05 70+0,00 23,80+0,68 71,05+0,29 66,27
8 233,95+2,90 0,14+0,05 80+0,00 19,90+2,21 68,43+6,09 73,31
9 213,10+0,14 0,22+0,01 50+0,00 21,50+2,52 78,30+0,40 61,88
10 217,20+2,69 0,16+0,09 70+0,00 30,10+1,25 79,79+1,62 75,75
11 178,68+2,97 0,21+0,01 70+0,00 25,20+0,21 93,54+0,43 91,19
12 214,65+6,29 0,11+0,04 76+0,06 21,90+3,42 64,14+7,94 73,37
13 205,21+4,35 0,18+0,04 70+0,00 23,90+0,50 85,24+0,89 54,82
14 179,18+1,34 0,16+0,02 70+0,00 30,70+5,06 84,25+7,13 68,51
15 218,40+2,26 0,15+0,03 70+0,00 29,60+5,92 71,80+1,47 68,49
16 151,00+0,25 0,14+0,01 80+0,00 15,40+0,67 93,91+2,31 74,30
17 209,25+0,64 0,16+0,05 70+0,00 21,30+1,99 61,01+4,50 72,48
18 185,90+3,86 0,16+0,03 90+0,00 25,90+0,99 80,29+4,01 78,10
19 185,99+0,29 0,16+0,05 90+0,00 24,50+1,25 95,81+0,53 36,52
20 188,05+0,21 0,16+0,01 73+0,06 32,30+0,32 72,78+0,61 72,36
21 176,38+0,70 0,15+0,03 90+0,00 26,00+2,95 78,09+0,49 76,59
22 226,85+1,48 0,15+0,03 70+0,00 26,50+0,86 51,10+0,00 60,40
23 176,52+2,76 0,17+0,03 70+0,00 23,00+3,12 73,72+3,86 75,02
24 191,38+0,44 0,16+0,01 90+0,00 18,80+0,35 81,49+0,55 98,90
25 225,23+3,02 0,18+0,04 100+0,00 19,80+1,01 72,82+6,35 78,45

Basit ve flas nanog¢Oktirme yoOntemleri ile iiretilen zein nanopartikiillerinin
deneme desenine gore farkli tiretim kosullarinda partikiil boyutu ve zeta potansiyeli
degerleri degisimlerinin birlikte incelendigi grafikler sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de
verilmistir. Grafikler incelendiginde, genel olarak zeta potansiyeli degerleri degiskenlik
gostererek partikiil boyutu degerleri ile anlamli bir korelasyon gdstermemistir. Basit
nanocoktiirme yontemi ile {iretilen zein nanopartikiillerin boyut dagilimlar1 140 nm -
427 nm aralifinda ve zeta potansiyeli degerleri -25 mV ve -40 mV aralifinda degisim
gosterirken; flas nanogoktiirme yontemi ile iiretilen zein nanopartikiillerin boyut
dagilimlar1 151 nm - 233 nm araliginda ve zeta potansiyeli degerleri +15 mV ve +40

mV araliginda gézlenmistir.
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Sekil 4.1. Basit nanogOktiirme yOntemi deneme desenine gore iiretilen sigla yagi

dolgulu ZNP’nin partikiil boyutu ve zeta potansiyeli degisim grafigi.
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Sekil 4.2. Flas nanogoktiirme yontemi deneme desenine gore liretilen sigla yagi dolgulu

ZNP’nin partikiil boyutu ve zeta potansiyeli degisim grafigi.
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Basit ve flag nanoc¢oktiirme yontemleri ile farkli {iretim kosullarinda iiretilen zein
nanopartikiillerinin statik in vitro sindirim analizi ile agiz ve mide ortamlarindaki SL

salinim oranlarinin deneysel sonuglar1 Cizelge 4.6’ de verilmistir.

Cizelge 4.6. Statik in vitro sindirim analizinde ag1z ve mide ortamlarinda ZNP’nin sigla

yagi1 salinimlar1 deneysel sonuglari.

Basit Nanocoktiirme Flas Nano¢oktiirme
ZNPs ag1z ZNPs mide ZNPs agiz ZNPs mide
Run ortaminda salinim ortaminda salimmm  ortaminda salimmmi  ortaminda salininm
(%) (%) (%) (%)
1 7,16 51,40 10,32 82,63
2 8,77 54,08 512 4491
3 2,99 47,70 13,23 40,47
4 2,82 50,19 14,87 77,30
5 26,14 27,64 3,40 80,28
6 7,18 47,06 13,89 85,42
7 3,96 44,96 11,02 77,11
8 4,31 47,25 12,49 75,54
9 4,57 51,28 15,73 43,43
10 3,32 44,72 12,81 84,48
11 3,60 45,80 7,52 36,76
12 * 49,57 12,37 76,75
13 30,31 28,03 8,24 60,34
14 5,15 40,83 7,54 50,23
15 1,99 94,77 6,46 85,52
16 * 50,17 18,21 35,97
17 1,22 66,31 23,32 90,58
18 3,16 42,83 6,18 84,78
19 * 66,91 2,65 66,09
20 22 * 14,92 73,58
21 1,81 54,35 4,66 73,50
22 9,19 46,57 18,65 86,05
23 2,46 59,53 15,86 82,91
24 * 28,88 3,63 81,73
25 3,59 66,74 13,39 49,14

*Uriin jellesmesi nedeniyle analiz gerceklestirilemedi.

Optimizasyon ¢alismasinda yer alan proses degiskenlerinin her bir yanit i¢in
iliskisini ifade eden matematiksel model quadratik regresyon analizi segilerek
olusturulmugtur. Her bir bagimsiz degiskenin yanitlar iizerindeki etkileri istatistiksel
olarak anlamlilig1 F ve p-degerlerinden bulunmus ve p>0,05 olan etkiler 6nemsiz kabul
edilmistir. Regresyon katsayis1 (R?), diizeltilmis regresyon katsayist (R? agj) Ve
varyasyon katsayis1 (C.V.) deneysel verilerin modelle uygunlugunun tespit edilmesi i¢in

kullanilmistir. Modellerin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler ve
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degerleri basit nanogoktiirme yontemi i¢in Cizelge 4.7 ve flag nanocoktiirme yontemi

i¢cin Cizelge 4.8’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.7. Basit nanogoktiirme yonteminde modelin uygunlugunun test edilmesi i¢in

kullanilan istatistikler.

I;::;lejl PDI Gecirgenlik Zeta EE O?tilrin O'ﬂ:ﬂ;
(o) (o) i 0]

(nm) (%) (%) Potansiyel(mV) (%) salimm  salimm
R2 0,843 0,863 0,846 0,867 0,856 0,945 0,838
RZaj 0,622 0,671 0,632 0,681 0,656 0,869 0,613
CV.% 14,77 12,49 8,50 6,54 18,60 46,40 22,08
Yeterli 855 878 6,80 7.19 821 14,96 9,70

tahminleme

Cizelge 4.8. Flas nano¢dktiirme yonteminde modelin uygunlugunun test edilmesi i¢in

kullanilan istatistikler.

1;2?3;31 PDI  Gegirgenlik Zeta EE oﬁilen O';’lﬁfn
(o) [o) 1 [0)

(nm) (%) (%) Potansiyel(mV) (%) salinim salinim
R? 0948 0,903 0,952 0,890 0906 0928 0,941

R2uq; 0876 0768 0,884 0,737 0776 0828 0,859
CV. % 364 7,08 4.99 9,55 639 2021 9,77

Yeterli 1523 1237 1665 9,47 988 1072 11,03
tahminleme

4.3. Sigla Yag Dolgulu Zein Nanopartikiil Uretim Yéntemlerinin ve Proses

Degiskenlerinin Etkisi

4.3.1. Partikiil Boyutu

Nanopartikiillerin  karakterizasyonunda partikiil morfolojisi, boyutu, boyut
dagilimi, spesifik yiizey alam1 ve zeta potansiyeli nanopartikiil 6zelliklerinin
belirlenmesinde incelenen en 6nemli faktorlerdir. Partikiillerin ¢ap1 kiigiildiik¢e artan
ylizey alan1 ve hiicre zarindan kolay gecis gibi iistiin 6zellikler kazanmalarindan dolayz,
nanopartikiillerin ¢ok diisiik nano boyutlarda olmalar1 tercih edilmektedir. Nanopartikiil
olusumu ve boyutu lizerinde, calisma hacmi, sentezleme ydntemi, polimer orani,

organik solvent faz akis hizi ve Karistirma hizi gibi degiskenler yiiksek oranda
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etkiliyken, emiilgator varliginin mutlaka gerekli olmadigi bildirilmistir (Pascoli vd.,
2018). Zein nanopartikiillerinin kolloidal stabilitesini giiglendirmek amaciyla zein ile
kombine edilen polisakkarit (Yang vd., 2022); pektin (Thankappan vd., 2020); regine
(Ragic vd., 2021); PEG-b-PLA (Ye vd., 2022) ve kitosan (Loureiro vd., 2022) gibi
materyallerin  kullanildig1  goriilmektedir. Ote yandan, olusan nanopartikiilleri
aggregasyondan korumak i¢in su fazi igine pluronik/poloksamer (yiizey aktif madde
igeren) stabilizatorler, lesitin, Tween 80, PVA, sodyum kazeinat ve kitosan gibi polimer
destekleyici malzemeler ilave edilmektedir (Badri vd., 2018; Noronha vd., 2013;
Popiolski vd., 2016; Podaralla ve Perumal, 2010; Rosa vd., 2015). Tez ¢aligsmasi
kapsaminda basit nanog¢oktiirme yontemi ile sigla yagir dolgulu zein nanopartikiilleri
tiretimi zein ile kombine herhangi bir destekleyici materyal veya su fazi iginde herhangi
bir stabilizator kullanmaksizin gergeklestirilmistir. Elde edilen nanopartikiilerin
boyutlari, dinamik 11k sacilimi prensibiyle oOlciilen kolloidal ¢o6zelti igindeki

hidrodinamik ¢aplarini ifade etmektedir.

Basit nanocoktiirme yontemi ile zein nanopartikiilleri iiretiminde farkli proses
kosullarinda elde edilen sigla yagi dolgulu zein nanopartikiillerinin (SL-ZNP) partikiil
boyutlar1 140,31 ve 427,40 nm arasinda degisim gostermistir. Bu yontemle iiretilen
dolgusuz ZNP boyutu ise 112,40 nm olarak tespit edilmistir. Basit nano¢dktiirme
yontemi ile iiretilen nanopartikiillerin boyutu, zein konsantrasyonundan istatistiksel

olarak 6nemli (p<0,05) diizeyde etkilenmektedir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Basit nanocoktiirme yontemi ile iiretilen ZNP’nin partikiil boyutu iizerine

bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Partikiil Boyutu (nm)

Varyasyon Kaynag SD

Hata Kareler Toplami F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 76044,23 3,82 0,0194*
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 9251,98 6,51 0,0287*
B- Si8la yag1 oran1 (%) 1 80,11 0,0564 0,8171
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 567,46 0,3996 0,5415
D- Karistirma hizi (rpm) 1 189,60 0,1335 0,7224
AB 1 16827,53 11,85 0,0063**
AC 1 5225,25 3,68 0,0841
AD 1 13084,87 9,21 0,0126*
BC 1 1709,56 1,20 0,2983
BD 1 179,37 0,1263 0,7297
CD 1 17083,97 12,03 0,0060**
A? 1 3394,51 2,39 0,1531
B 1 1313,70 0,9251 0,3588
C? 1 2954,07 2,08 0,1798
D? 1 252,40 0,1777 0,6822
Kalinti 10 14201,16
Model uygunsuzlugu 5 7610,67 1,15 0,4392
Saf hata 5 6590,50
Toplam 24 90245,40

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Flas nano¢oktiirme yontemi ile farkli proses kosullarinda elde edilen sigla yag:
dolgulu zein nanopartikiillerinin (ZNP) partikiil boyutlar1 151,00 ve 233,95 nm arasinda
degisim gostermistir. Bu yontemle iiretilen dolgusuz ZNP boyutu ise 147,95 nm olarak
tespit edilmistir. Flas nanog¢oktiirme ile dretilen nanopartikiillerin boyutu, zein
konsantrasyonu ve ¢ozelti karistirma hizindan istatistiksel olarak onemli (p<0,01)
diizeyde etkilenmektedir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Flas nanocoktiirme yontemi ile liretilen ZNP’nin partikiil boyutu iizerine

bagimsiz degiskenlerin etkisini gdsteren ANOVA tablosu.

Partikiil Boyutu (nm)

Varyasyon Kaynagi SD Hata Kareler F Degeri p-Degeri
Toplam
Model: Quadratic 14 9552,29 13,19 0,0001**
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 2282,59 44,12 < 0.0001**
B- Si8la yag1 oran1 (%) 1 41,70 0,8060 0,3904
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 142,24 2,75 0,1283
D- Karistirma hizi (rpm) 1 1029,69 19,90 0,0012**
AB 1 1278,85 24,72 0,0006**
AC 1 33,10 0,6397 0,4424
AD 1 119,76 2,31 0,1591
BC 1 4,79 0,0926 0,7672
BD 1 71,85 1,39 0,2659
CD 1 35,00 0,6765 0,4300
A? 1 66,27 1,28 0,2841
B2 1 1781,82 34,44 0,0002**
(o 1 305,59 5,91 0,0354
D? 1 0,2043 0,0039 0,9511
Kalinti 10 517,35
Model uygunsuzlugu 5 318,32 1,60 0,3095
Saf hata 5 199,04
Toplam 24 10069,64

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli

Proses degiskenlerinin, nanopartikiillerin partikiil boyutu iizerine etkileri Sekil
4.3’de yer alan pertiirbasyon grafikleri kullanilarak elde edilen model {izerinden
incelenmistir. Basit nanog¢oktiirme yoOnteminde, ¢ekirdeklenme ve stabilizasyon
asamalar1 ayn1 ¢ozelti hacmi iginde gerg¢eklesmistir. Bu yontemde zein konsantrasyonun
artmasina bagli olarak partikiil boyutunun arttigi buna karsilik sigla yagi oraninin
artmasiyla partikiill boyutunun artmadigi goriilmiistiir. Bu durum, sigla yaginin
iceriginde saflastirilamayla kismen ayrilmayan re¢ine benzeri molekiillerin nanopartikiil
koagiilasyonunu Onleyici ve zein polimerini destekleyici bir cesit stabilizator gibi
davranmasi ile iliskili olabilir (Rajic vd., 2021; Rosa vd., 2015). Organik faz akis
hizinin artmasiyla partikiil boyutunun bir miktar distigii goriillmektedir. Bu durum
solvent faz ve antisolvent faz arayiizeyinde gerceklesen ve nanopartikiil olusumunun ilk
ve en onemli agsamasi olan ¢ekirdeklenme agamasinin hizli bir sekilde gergeklesmesi ve

karistirma yardimiyla stabilize olmasi ile iligkilidir.

Flas nanoc¢oktiirme yonteminde, cekirdeklenme ve stabilizasyon asamalari
birbirlerinden ayr1 ¢ozelti hacmi iginde ger¢eklesmistir. Bu yontemde zein

konsantrasyonu arttikca partikiil boyutunun kiiciildiigii goriilmektedir. Ote yandan,
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diisiik sigla yagi oraninda partikiill boyutunun kiiciik oldugu, oranin artmasiyla bir
miktar arttigr ve yiiksek sigla yagi oraninda partikiil boyutunun tekrar kiiclildiigi
goriilmektedir. Bu durum, stabilizatér olarak kullanilan kitosanin ve sigla yaginin
igerigindeki molekiillerin bagimsiz olarak nanopartikiil koagiilasyonunu oOnleyici ve
zein polimerini destekleyici sekilde davranmasi ile iliskili olabilir (Rajic vd., 2021;
Rosa vd., 2015). Flas nanog¢Oktiirme yonteminde, organik solvent faz akis hizi ve
karigtirma hizi  arttikga partikiil boyutunun arttigi goriilmektedir. Bu durum,
stabilizasyon asamasinda karistirma hizinin artmasiyla nanopartikiillerin birbirleriyle

olan etkilesimlerini arttirmasindan kaynaklanmis olabilir.

Boyut (nm)
g
|
boyut (nm)

-

e
200 —
160 —
100 — 140 —
T T T T \ T T T
-1,000 -0,500 0,000 0,500 1,000 -1,000 -0,500 0,000 0,500 1,000
Proses degiskenlerinin kodlanmis degerleri Proses degiskenlerinin kodlanmig degerleri
(a) (b)

Sekil 4.3. Basit nanog¢oktiirme (a) ve flag nanogoktiirme (b) yontemleri ile elde edilen
sigla yagi dolgulu ZNP’nin partikiil boyutu iizerine proses kosullarinin etkisini gosteren

pertiirbasyon grafikleri.

Bu sonuglara gore tez calismasi kapsaminda, yalniz zein kullanilarak basit
nanog¢Oktiirme yontemi ile stabilizatorsiiz ve flag nanogdktiirme yontemi ile stabilizator
olarak kitosan kullanilarak kararli sigla yagi dolgulu zein nanopartikiilleri iiretimi
basariyla gergeklestirilmistir. Genel olarak her iki yontem ile elde edilen nanopartikiiller
partikiil boyutu agisindan karsilastirildiginda en iyi sonuglar minimum partikiil

boyutunun saglandigi flag nano¢oktiirme yontemi ile elde edilmistir.
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4.3.2. Polidispersite indeksi

Polidispersite indeksi (PDI) partikiil formuna, dagilimina ve homojenligine iligskin
bilgi veren onemli bir parametredir. PDI<0,1 ¢ok dar boyut dagilimli, PDI<0,2
neredeyse hi¢ kesintiye ugramamis dar boyut dagilimli ve PDI<0,3 genel olarak
agregasyon olmaksizin homojen ve dar boyut dagilimli (monodispers) nanopartikiillerin

oldugu kolloidal sistemleri ifade etmektedir (Melo vd., 2019; Xing vd., 2022).

Basit nanocoktiirme yontemi ile zein nanopartikiilleri tiretiminde farkli proses
kosullarinda elde edilen sigla yagi dolgulu nanopartikiillerinin polidispersite indeksi
(PDI) %0,08 ve %0,27 araliginda dar bir boyut dagilima sahip olduklar1 tespit
edilmigtir. Bu yontemle iiretilen sigla yagi dolgusuz ZNP’nin polidispersite endeksi
(PDI) ise 9%0,15 olarak tespit edilmistir. Basit nanog¢oktiirme ile iretilen
nanopartikiillerin polidispersite endeksi (PDI), organik solvet faz akis hizindan
istatistiksel olarak onemli (p<0,05) diizeyde etkilenmektedir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Basit nanog¢oktiirme yontemi ile liretilen ZNP’nin polidispersite indeksi

tizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Polidispersite indeksi (%0)
Varyasyon Kaynag SD Hata Kareler

Toplam F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 0,0375 4,50 0,0108*
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 0,0001 0,0965 0,7624
B- Sigla yag1 oran1 (%) 1 0,0003 0,5147 0,4895
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 0,0033 5,60 0,0394*
D- Karistirma hizi (rpm) 1 0,0005 0,7688 0,4012
AB 1 0,0034 5,64 0,0389*
AC 1 0,0070 11,80 0,0064**
AD 1 4,951E-06 0,0083 0,9291
BC 1 0,0007 1,14 0,3107
BD 1 0,0028 4,63 0,0568
CD 1 0,0051 8,56 0,0152*
A? 1 0,0000 0,0508 0,8262
B2 1 0,0018 3,11 0,1083
c? 1 0,0008 1,42 0,2608
D? 1 0,0121 20,41 0,0011**
Kalinti 10 0,0059
Model uygunsuzlugu 5 0,0013 0,2721 0,9102
Saf hata 5 0,0047
Toplam 24 0,0434

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli
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Flas nanogoktiirme yontemi ile farkli proses kosullarinda elde edilen sigla yagi
dolgulu zein nanopartikiillerinin (ZNP) polidispersite endeksi (PDI) %0,11 ve %0,22
araliginda dar bir boyut dagilima sahip olduklari tespit edilmistir. Bu yontemle iiretilen
dolgusuz ZNP’nin polidispersite endeksi (PDI) ise %0,11 olarak tespit edilmistir. Flas
nanocoktiirme ile iretilen nanopartikiillerin polidispersite endeksi (PDI), sigla yagi
orani, organik solvent faz akis hizi ve ¢Ozelti karistirma hizindan istatistiksel olarak

onemli (p<0,05) diizeyde etkilenmektedir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Flas nanoc¢oktliirme yoOntemi ile iiretilen ZNP’nin polidispersite indeksi

lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Polidispersite indeksi (%)

Varyasyon Kaynag SD Hata Kareler Toplami F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 0,0123 6,70 0,0023**
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 0,0006 4,69 0,0556
B- Si8la yag1 oran1 (%) 1 0,0012 9,46 0,0117*
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 0,0009 6,75 0,0266*
D- Karistirma hizi (rpm) 1 0,0013 9,89 0,0104*
AB 1 0,0000 0,2959 0,5984
AC 1 0,0037 28,46 0,0003**
AD 1 0,0010 7,65 0,0199*
BC 1 1,193E-06 0,0091 0,9259
BD 1 0,0005 3,74 0,0819
CD 1 0,0004 2,73 0,1298
A? 1 0,0002 1,21 0,2972
B2 1 0,0011 8,10 0,0173*
C? 1 0,0013 10,27 0,0094**
D? 1 8,835E-06 0,0673 0,8006
Kalinti 10 0,0013
Model uygunsuzlugu 5 0,0008 1,80 0,2664
Saf hata 5 0,0005

Toplam 24 0,0136

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Basit ve Flas nanog¢oktiirme yontemleriyle elde edilen nanopartikiillerin PDI
degeri lzerine proses degiskenlerinin etkileri Sekil 4.4’de yer alan modellere ait
pertiirbasyon grafiklerinde detayli goriilmektedir. Basit nano¢oktiirme yonteminde, sigla
yag1 oraninin artmasiyla PDI degeri azalmis yiiksek sigla yagi oranlarinda bir miktar
artmustir. Organik solvent fazin akis hiz1 arttikga PDI degerleri yiikselmistir. Bu durum
partikiillerin hizl bir sekilde olusmasinin ardindan dagilimlarin dar bir aralikta tutmanin
kontrol edilememesinden kaynaklanmig olabilir. Karigtirma hizi arttikga PDI degerleri

artmis ve bir noktadan sonra azalmistir. Karistirma ile kolloidal partikiillerin
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etkilesimlerinin artmasi homojenligi azaltan koagiilasyonlara neden olmus ve belirli bir
karistirma hiz1 lizerinde ise tekrar partikiilleri dispers etmis olabilir. Flas nanog¢oktiirme
yonteminde ise, nanopartikiillerin PDI degerlerinin proses degiskenleri ile pozitif yonlii

iliskili oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.4. Basit nanocoktiirme (a) ve flas nanoc¢oktiirme (b) yontemleri ile elde edilen
sigla yagi dolgulu ZNP’nin polidispersite indeksi (%) iizerine proses kosullarmin

etkisini gosteren pertiirbasyon grafikleri.

Bu sonucglara gore tez calismast kapsaminda, basit nanogoktiirme ve flag
nanog¢oktiirme yontemleri ile dar boyut dagilimma sahip sigla yagi dolgulu zein
nanopartikiilleri iiretimi basariyla gerceklestirilmistir. Genel olarak her iki yontem ile
elde edilen nanopartikiiller PDI agisindan karsilastirildiginda iki yontemde de benzer

PDI degerlerinin elde edildigi goriilmiistiir.

4.3.3. Gegirgenlik (Transmittans) Degeri

Gergirgenlik (transmittans) degeri 1s181n emilmesi/yansitilmasi ile iliskilidir ve
seffaf olmayan bir malzeme 15181 emebilir ve/veya yansitabilir. Nanopartikiil igeren

kolloidal ¢ozeltiler UV ve goriiniir bolgede diisiik 151k gecirgenligi sergiler (Rosa vd.,
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2020). Elde edilen nanopartikiillerin optik karakterizasyonunun belirlenmesi i¢in

gecirgenlik degerleri 6l¢tilmiistiir.

Basit nanogoktiirme yontemi ile zein nanopartikiilleri tiretiminde farkli proses
kosullarinda elde edilen sigla yagi dolgulu nanopartikiillerinin = gecirgenlik
(transmittans) degerleri %60 - %100 araliginda tespit edilmistir. Bu yontemle iiretilen
sigla yagi dolgusuz ZNP gegirgenlik (transmittans) degerleri ise %100 olarak tespit
edilmistir. Elde edilen modelde, basit nanoc¢oktiirme yoOntemi ile iretilen
nanopartikiillerin gegirgenlik (transmittans) degerleri, sigla yagi oranindan ve ¢ozelti
karistirma hizindan istatistiksel olarak onemli (p<0,05) diizeyde etkilenmektedir
(Cizelge 4.13). Basit nanog¢Oktiirme yonteminde proses degiskenlerinin partikiillerin
gecirgenlik degerleri iizerindeki etkisini gosteren pertiirbasyon grafiginde (Sekil 4.6)
sigla yag1 orani ve karistirma hiz1 arttikca gecirgenlik degerleri diismektedir. Sigla yagi
orant artisiyla gecirgenlik degerinde gozlenen diisiis kaplanmayan sigla yaginin
kolloidal partikiil ¢ozeltisinde optik gegirgenligi distiriicii etki yapmasindan kaynakli
olabilir. Ote yandan karistirma hizi artist nanopartikiil etkilesimlerini arttirict etki

yaparak koagiilasyonu tetiklemis ve ¢ozeltinin gegirgenlik degerini diisiirmiis olabilir.

Cizelge 4.13. Basit nanogOktiirme yontemi ile iiretilen ZNP’nin gecirgenlik degerleri

tizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Gecirgenlik (%)
Varyasyon Kaynag SD Hata Kareler F Degeri p-Degeri
Toplam

Model: Quadratic 14 3261,77 3,95 0,0174*
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 32,25 0,5463 0,4768
B- Sigla yagi orani (%) 1 448,00 7,59 0,0203*
C- Akis hizi (ml/dk) 1 0,4719 0,0080 0,9305
D- Karigtirma hizi (rpm) 1 335,31 5,68 0,0384*
AB 1 172,84 2,93 0,1179
AC 1 408,70 6,92 0,0251*
AD 1 779,71 13,21 0,0046**
BC 1 93,51 1,58 0,2368
BD 1 19,30 0,3269 0,5801
CD 1 79,14 1,34 0,2738
A? 1 115,28 1,95 0,1925
B2 1 1,63 0,0277 0,8712
C? 1 1460,78 24,74 0,0006**
D? 1 16,00 0,2710 0,6140
Kalinti 10 590,39
Model uygunsuzlugu 5 340,39 1,36 0,3716
Saf hata 5 250,00

Toplam 24 3852,16

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli
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Flas nano¢oktiirme yontemi ile farkli proses kosullarinda elde edilen sigla yagi
dolgulu zein nanopartikiillerinin (ZNP) gegirgenlik (transmittans) degerleri %50 - %100
arasinda degisim gostermistir. Bu yontemle {iiretilen dolgusuz ZNP gegirgenlik degeri
ise %90 olarak tespit edilmistir. Flas nanog¢oktiirme ile {iretilen nanopartikiillerin
gecirgenlik degerleri, zein konsantrasyonundan (p<0,05) ve sigla yagi oranindan
istatistiksel olarak Onemli (p<0,01) diizeyde -etkilenmektedir (Cizelge 4.14).
Nanopartikiillerin ~ gecirgenlik degeri iizerine proses degiskenlerinin etkileri
pertiirbasyon grafiginden incelendiginde zein konsantrasyonu ve sigla yagi orani
arttikga gecirgenlik degerleri diismektedir (Sekil 4.5). Bununla birlikte organik solvent
faz akis hiz1 ve karistirma hizinin gegirgenlik degerlerini énemli Sl¢iide etkilemedigi

goriilmektedir.

Cizelge 4.14. Flas nanocoktiirme yontemi ile lretilen ZNP’nin gegirgenlik degerleri

lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Gecirgenlik (%)
Varyasyon Kaynagi SD Hata Kareler F Degeri p-Degeri
Toplam
Model: Quadratic 14 2840,11 14,16 < 0.0001**
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 86,83 6,06 0,0336*
B- Sigla yag1 oran1 (%) 1 1756,01 122,59 < 0.0001**
C- Akis hizi (ml/dk) 1 3,57 0,2492 0,6284
D- Karigtirma hizi (rpm) 1 9,65 0,6737 0,4309
AB 1 110,67 7,73 0,0195*
AC 1 21,13 1,48 0,2524
AD 1 16,64 1,16 0,3065
BC 1 1,16 0,0810 0,7817
BD 1 89,81 6,27 0,0312*
CD 1 12,47 0,8708 0,3727
A? 1 184,01 12,85 0,0050**
B? 1 168,51 11,76 0,0064**
C? 1 58,95 4,12 0,0700
D? 1 80,93 5,65 0,0388*
Kalint1 10 143,25
Model uygunsuzlugu 5 93,25 1,86 0,2553
Saf hata 5 50,00
Toplam 24 2983,36

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Genel olarak her iki yontemde de partikiillerin gegirgenlik degeri iizerine sigla

yag1 oraninin 6nemli dl¢iide etki ettigi goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Basit nanogoktiirme (a) ve flas nanoc¢oktiirme (b) yontemleri ile elde edilen
sigla yagi dolgulu ZNP’nin gecirgenlik (%) degerleri ilizerine proses kosullarinin

etkisini gosteren pertiirbasyon grafikleri.

4.3.4. Zeta Potansiyeli (§)

Nanopartikiillerin stabiliteleri hakkinda detayli bilgi veren zeta potansiyel degeri
partikiil ylizeyindeki elektriksel ¢ift tabakadaki elektrostatik potansiyel olarak
tanimlanir (Melo vd., 2019). Zeta potansiyel degeri £30 mV araliginda yiiklii (negatif
veya pozitif) partikillerin elektrostatik itme kuvvetleri nedeniyle kolloidal
dispersiyonda fiziksel olarak stabil dispersiyon sagladigi kabul edilir. +30 mV’dan
diisik ve -30 mV’dan yiiksek, 0 mV’a yakin zeta potansiyeli degerlerine sahip
nanopartikiiller agregasyon veya koagiilasyona egilimli ve Kararsizdir. Zeta
potansiyelinin pozitif veya negatif deger almasi, tastyici polimerin kimyasal yapisina ve
stabilize edici materyalin tiiriine baghdir (Rosa, 2015). Hidrofilik bilesenler iceren
tasiyict polimerler sifir olmayan zeta potansiyeli sergiliyorsa genellikle stabilizator

kullanmak gerekli degildir (Lepeltier vd., 2014).

Basit nanog¢oktiirme yontemi ile sigla yag dolgulu zein nanopartikiilleri
tiretiminde farkli proses kosullarinda elde edilen nanopartikiillerinin zeta potansiyel
degerleri -26.15 mV ve -39.60 mV araliginda degisim gostermistir. Bu yontemle

tiretilen dolgusuz ZNP’nin zeta potansiyel degeri ise -27,05 mV olarak tespit edilmistir.
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Bu yontemde, stabilizatér kullanilmadan iiretilen zein nanopartikiillerinin zeta
potansiyel degerlerinin negatif 6l¢iilmesi, zein polimerinin negatif yiizey yiikiine sahip
olmas1 ve sigla yagi dolgusunun yiizey yiik degerine Onemli Ol¢iide etki etmemis
olmasindan kaynaklidir (Podaralla ve Perumal, 2010). Basit nanog¢oktiirme ile tiretilen
zein nanopartikiillerinin zeta potansiyel degerleri, sigla yagi oranindan istatistiksel

olarak 6nemli (p<0,01) diizeyde etkilenmektedir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Basit nanog¢oktiirme yontemi ile tliretilen ZNP’nin zeta potansiyeli lizerine

bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Zeta potansiyeli (mV)
Varyasyon Kaynagi SD Hata Kareler

Toplam F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 346,82 4,66 0,0095**
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 0,0793 0,0149 0,9052
B- Sigla yag1 oran1 (%) 1 271,57 51,11 < 0.0001**
C- Akis hizi (ml/dk) 1 3,31 0,6234 0,4481
D- Karistirma hizi (rpm) 1 4,79 0,9020 0,3646
AB 1 0,0009 0,0002 0,9899
AC 1 9,95 1,87 0,2012
AD 1 5,67 1,07 0,3258
BC 1 0,2832 0,0533 0,8221
BD 1 1,77 0,3339 0,5761
CD 1 3,78 0,7112 0,4188
A? 1 1,02 0,1916 0,6709
B? 1 28,42 5,35 0,0433*
C? 1 14,28 2,69 0,1321
D? 1 2,54 0,4783 0,5049
Kalinti 10 53,13
Model uygunsuzlugu 5 27,85 1,10 0,4591
Saf hata 5 25,29
Toplam 24 399,96

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli

Flas nanocoktiirme yontemi ile farkli proses kosullarinda elde edilen sigla yag:
dolgulu zein nanopartikiillerinin (ZNP) zeta potansiyel degerleri +14,80 mV ve +32,30
mV arasinda degisim gostermistir. Bu yontemle iiretilen dolgusuz ZNP’nin zeta
potansiyel degeri ise +32,95 mV olarak tespit edilmistir. Bu yontemle iiretilen
partikiillerin zeta potansiyel degerleri, stabilizator olarak kullanilan kitosanin zein
partikiil ¢evresindeki yiik dagilimina etki etmesinden kaynakli olarak pozitif deger

almistir. Flas nanogoktiirme ile tretilen zein nanopartikiillerinin zeta potansiyel
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degerleri, zein konsantrasyonundan ve ¢6zelti karistirma hizindan istatistiksel olarak

onemli (p<0,05) diizeyde etkilenmektedir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Flas nanoc¢oktiirme yontemi ile iiretilen ZNP’nin zeta potansiyeli lizerine

bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Zeta potansiyeli (mV)

Varyasyon Kaynagi SD Hata Kareler Toplan F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 427,31 5,83 0,0041*
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 28,58 5,46 0,0416*
B- Sigla yagi oran1 (%) 1 3,77 0,7198 0,4160
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 0,1342 0,0256 0,8760
D- Karistirma hizi (rpm) 1 46,41 8,86 0,0139*
AB 1 81,36 15,53 0,0028**
AC 1 4,52 0,8631 0,3747
AD 1 2,04 0,3899 0,5463
BC 1 27,82 5,31 0,0439*
BD 1 24,41 4,66 0,0562
CD 1 0,5423 0,1035 0,7542
A? 1 70,95 13,55 0,0042**
B 1 32,64 6,23 0,0316
(65 1 15,23 2,91 0,1189
D2 1 28,46 5,43 0,0420*
Kalinti 10 52,38
Model uygunsuzlugu 5 15,76 0,4303 0,8119
Saf hata 5 36,62

Toplam 24 479,68

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli

Proses degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak zeta potansiyelindeki degisim Sekil
4.6’da pertiirbasyon grafiklerinde gosterilmistir. Basit nanogoktiirme yonteminde, sigla
yag1 orani arttikga zeta potansiyel degerlerinde mutlak degerce artis gozlenmistir. Bu
yontemde sigla yagi dolgulu zein nanopartikiillerinin, dolgusuz zein nanopartikiiliine
gore mutlak degerce daha yiiksek zeta potansiyel degerlerine sahip olmasi, sigla yaginin
cozeltide zein nanopartikiillerinin kolloidal stabilitelerini arttirict yonde davrandigim
gostermektedir. Sigla yagi oran1i minimize edildiginde zein konsantrasyonu, organik faz

akis hiz1 ve ¢ozelti karistirma hizinin etkisi onemsizdir.

Flas nanocoktiirme yonteminde sigla yagi dolgulu zein nanopartikiillerinin,
dolgusuz zein nanopartikiiliine goére mutlak degerce daha diisiik zeta potansiyel
degerlerine sahip olmasi, sigla yaginin ¢ozeltide zein nanopartikiillerinin kolloidal
stabilitelerini  azaltict yonde davrandigint gostermektedir. Flas nanog¢oktlirme

yonteminde, zein konsantrasyonu arttikca zeta potansiyel degerileri mutlak degerce
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artmis, cozelti karistirma hizi arttikga zeta potansiyel degerileri mutlak degerce
azalmistir. Bu sonuca gore, flas nanocoktiirme yonteminde jet akis sayesinde hizli bir
sekilde olusan nanopartikiillerin, karigtirma altinda stabilize olurken yiiksek karistirma

hizinda partikiillerin yiik dagilimlarina negatif yonlii etki ettigi ongoriilebilir.
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Sekil 4.6. Basit nanogoktiirme (a) ve flas nanog¢oktiirme (b) yontemleri ile elde edilen
sigla yagi dolgulu ZNP’nin zeta potansiyeli (mV) iizerine proses kosullarinin etkisini

gosteren pertiirbasyon grafikleri.

4.3.5. Enkapsiilasyon Etkinligi

Enkapsiilasyon  etkinligi  nanopartikiillerin ~ fizikokimyasal  &zelliklerinin
belirlenmesinde dogrudan etkili bir parametredir. Enkapsiilasyon etkinligi, tastyici
polimer icine hapsedilen aktif bilesen miktarinin, kullanilan toplam aktif bilesen
miktarma oranidir (Macias-Cortes vd., 2020). Enkapsiilasyon etkinligi, nanopartikiil
sentezleme yoOntemi, tasiyict polimer malzeme ve aktif bilesen 6zellikleri gibi bir¢ok
parametreye baghdir (Melo vd., 2019). Tasiyict polimeri destekleyici materyallerle
olusturulan hibrit nanopartikiiller proses ve depolama siiresince daha yiiksek

enkapsiilasyon etkinligine sahiptir (Martinez-Munoz vd., 2020).
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Basit nanog¢oktiirme yontemi ile sigla yagi dolgulu zein nanopartikiilleri
iretiminde farkli proses kosullarinda elde edilen nanopartikiillerin enkapsiilasyon
etkinlikleri %23,87 ve %75,87 araliginda tespit edilmistir. Basit nanogoktiirme ile
tiretilen nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri, zein konsantrasyonundan ve sigla
yag1 oranindan istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01) diizeyde etkilenmektedir (Cizelge
4.17). Enkapsiilasyon etkinligi {izerine etki eden en Onemli faktorler zein
konsantrasyonu ve sigla yagi oranidir. Zein konsantrasyonunun artmasi enkapsiilasyon

etkinligini arttirirken sigla yagi oraninin artmasi enkapstilasyon etkinligini azaltmistir.

Cizelge 4.17. Basit nanogoktlirme yontemi ile liretilen ZNP’nin enkapsiilasyon etkinligi

izerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Enkapsiilasyon Etkinligi (%)
Varyasyon Kaynagi SD Hata Kareler

Toplam F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 4923,79 4,27 0,0131*
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 872,19 10,59 0,0087**
B- Sigla yag1 orani (%) 1 2912,52 35,36 0,0001**
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 6,03 0,0732 0,7922
D- Karigtirma hizi (rpm) 1 83,44 1,01 0,3379
AB 1 9,95 0,1208 0,7353
AC 1 49,77 0,6043 0,4549
AD 1 124,00 1,51 0,2479
BC 1 14,12 0,1715 0,6875
BD 1 4,55 0,0552 0,8189
CD 1 35,54 0,4315 0,5261
A? 1 77,48 0,9408 0,3549
B2 1 224,84 2,73 0,1295
C? 1 77,53 0,9414 0,3548
D? 1 417,81 5,07 0,0480*
Kalint1 10 823,58
Model uygunsuzlugu 5 559,01 2,11 0,2156
Saf hata 5 264,57
Toplam 24 5747,37

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Flas nanogoktiirme yontemi ile sigla yagi dolgulu zein nanopartikiilleri iiretiminde
farkli proses kosullarinda elde edilen nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri
%51,10 ve %95,81 araliginda tespit edilmistir. Flas nanog¢Oktiirme ile tretilen
nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri, zein konsantrasyonundan (p<0,01) ve

sigla yagi oranindan istatistiksel olarak onemli (p<0,05) diizeyde etkilenmektedir
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(Cizelge 4.18). Enkapsiilasyon etkinligi zein konsantrasyonu ile pozitif yonli

korelasyon gdosterirken sigla yagi oraniyla negatif yonlii korelasyon gostermistir.

Cizelge 4.18. Flas nanog¢oktiirme yontemi ile iiretilen ZNP’nin enkapsiilasyon etkinligi

tizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu.

Enkapsiilasyon Etkinligi (%)
Varyasyon Kaynag SD Hata Kareler

Toplam F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 2302,22 6,94 0,0020**
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 1046,29 44,16 < 0.0001**
B- Sigla yag1 orani (%) 1 154,76 6,53 0,0286*
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 8,65 0,3651 0,5592
D- Karistirma hizi (rpm) 1 8,24 0,3477 0,5685
AB 1 234,75 9,91 0,0104
AC 1 2,27 0,0956 0,7635
AD 1 1,23 0,0518 0,8246
BC 1 8,77 0,3701 0,5565
BD 1 28,89 1,22 0,2953
CD 1 76,27 3,22 0,1030
A? 1 195,36 8,25 0,0166
B2 1 41,30 1,74 0,2162
c? 1 13,45 0,5677 0,4685
D? 1 0,9132 0,0385 0,8483
Kalinti 10 236,91
Model uygunsuzlugu 5 161,41 2,14 0,2120
Saf hata 5 75,50

Toplam 24 2539,13

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli

Proses degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak nanopartikiillerin enkapsiilasyon
etkinliklerindeki degisim Sekil 4.7’de pertiirbasyon grafiklerinde gosterilmistir. Her iki
nanoc¢oktiirme yonteminde de, zein konsantrasyonu arttikca ve sigla yagi orani
azaldik¢a nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi artmaktadir. Diger proses

degiskenlerinden organik solvent faz akis hiz1 ve karigtirma hizinin etkisi onemsizdir.
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Sekil 4.7. Basit nanog¢oktiirme (a) ve flag nanoc¢oktiirme (b) yontemleri ile elde edilen
sigla yagi dolgulu ZNP’nin enkapsiilasyon etkinligi lizerine proses kosullarinin etkisini

gosteren pertiirbasyon grafikleri.

4.3.6. In Vitro Sindirim Analizi

Sindirim siireglerini simiile eden in vitro yontemler, gida ve ilaglarin
gastrointestinal davraniglarin1 incelemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Statik sindirim modelleri, sindirilebilirlik, biyosindirim ve biyoemilim gibi bilimsel
sorular1 ele alan ve tipik olarak agiz, mide, ince bagirsak ve fermentasyon igeren kalin
bagirsak asamalarini igerir (Minekus vd., 2014). Gida biyoaktif bilesenlerinin
nanokapsiil formunda viicuda alindiginda, sindirim siire¢lerinden korunmasi, hiicre i¢i
alimlarinin  hizlanmasi, biyoyararlanimlarinin ~ artmasi, gastrointestinal  sistem
ataklarindan korunarak viicut i¢i alimlarinin iyilesmesi ve hedef bolgelere taginimlarinin
kolaylagsmasi beklenmektedir (Nayak vd., 2016; Shishir vd., 2018). Tez ¢alismasi
kapsaminda, basit ve flas nano¢dktiirme yontemleriyle iiretilen sigla yagi dolgulu zein
ve PCL nanopartikiillerinin in vitro agiz ortaminda minimum seviyede agilmasi
saglanarak sigla yagimin oral tiiketimini zorlastiran aci(bitter) tadinin ve petroliimsii

kokusunun baskilanmas1 hedeflenmistir.
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4.3.6.1. In Vitro Agiz Sindirim Ortamm Sigla Yagi Salinimi

Basit nanog¢oOktiirme yontemi ile sigla yagi dolgulu zein nanopartikiilleri
tiretiminde farkli proses kosullarinda elde edilen nanopartikiillerin in vitro agiz sindirim
ortami1 salinimlar1 %1,22 ve %30,31 araliginda tespit edilmistir. Basit nanogoktiirme ile
iretilen nanopartikiillerin in vitro agiz sindirim ortami salinimlari, tim proses
degiskenlerinden istatistiksel olarak oOnemli Olgiide etkilenmektedir. Bu yontemde,
nanopartikiillerin in vitro agiz sindirim ortami1 salinim oranlar1 zein konsantrasyonundan
(p<0,05), sigla yagi oranindan, organik faz akis hizi ve ¢ozelti karistirma hizindan

istatistiksel olarak onemli (p<<0,01) diizeyde etkilenmektedir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Basit nanog¢oktiirme yontemi ile tiretilen ZNP’nin in vitro agiz sindirim

ortaminda sigla yag1 salinimui tizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA

tablosu.
In vitro agiz sindirim ortami salmimi (%)
Varyasyon Kaynagi SD Hata Kareler o o
Toplam F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 144281 12,39 0,0002**
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 46,81 5,63 0,0391*
B- Sigla yag1 oran1 (%) 1 625,28 75,20 < 0.0001**
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 217,39 26,14 0,0005**
D- Karigtirma hizi (rpm) 1 104,31 12,54 0,0053**
AB 1 26,41 3,18 0,1051
AC 1 3,22 0,3875 0,5476
AD 1 0,7842 0,0943 0,7651
BC 1 167,35 20,13 0,0012*
BD 1 79,91 9,61 0,0113*
CD 1 3,96 0,4761 0,5059
A? 1 0,6155 0,0740 0,7911
B2 1 210,51 25,32 0,0005**
C? 1 29,04 3,49 0,0912
D? 1 15,58 1,87 0,2010
Kalint1 10 83,15
Model uygunsuzlugu 5 38,20 0,8499 0,5686
Saf hata 5 44,95
Toplam 24 1525,97

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Flas nanogoktiirme yontemi ile sigla yagi dolgulu zein nanopartikiilleri iiretiminde

farkli proses kosullarinda elde edilen nanopartikiillerinin in vitro agiz sindirim ortami

80



salinimlar1 %2,65 ve %23,32 araliginda tespit edilmistir. Flas nano¢oktiirme ile iiretilen
nanopartikiillerin in vitro agiz sindirim ortami salinimlari, ¢ozelti karistirma hizi harig
tim proses degiskenlerinden istatistiksel olarak onemli Glgiide etkilenmektedir. Bu
yontemde, nanopartikiillerin in vitro agiz sindirim ortami saliim oranlari zein
konsantrasyonundan (p<0,05), sigla yagi oranindan (p<0,01), organik faz akis hizi
(p<0,05) ve ¢ozelti karistirma hizindan istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01) diizeyde

etkilenmektedir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. Flas nanog¢oktiirme yontemi ile tiretilen ZNP’nin in vitro agiz sindirim

ortaminda sigla yag1 salinimui iizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA

tablosu.
In vitro agiz sindirim ortami salinimi (%)
Varyasyon Kaynagi SD Hata Kareler F Degeri p-Degeri
Toplam
Model: Quadratic 14 647,78 9,26 0,0006**
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 34,38 6,88 0,0254*
B- Sigla yag1 orani (%) 1 342,98 68,66 < 0.0001**
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 27,17 5,44 0,0419*
D- Karigtirma hizi (rpm) 1 7,48 1,50 0,2490
AB 1 3,34 0,6686 0,4326
AC 1 0,1971 0,039 0,8465
AD 1 0,3444 0,0689 0,7982
BC 1 2,23 0,4461 0,5193
BD 1 0,3072 0,0615 0,8092
CD 1 0,0795 0,0159 0,9021
A? 1 3,95 0,7906 0,3948
B2 1 2,21 0,4432 0,5206
C? 1 5,27 1,06 0,3284
D? 1 5,85 1,17 0,3048
Kalint1 10 49,95
Model uygunsuzlugu 5 17,66 0,5471 0,7380
Saf hata 5 32,29
Toplam 24 697,73

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Proses degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak nanopartikiillerin in vitro agiz
sindirim ortam1 salinimlar1 Sekil 4.8’de pertiirbasyon grafiklerinde gosterilmistir. Her
iki yontemde de in vitro agiz sindirim ortami salinimlarint belirleyici proses
degiskenleri zein konsantrasyonu ve sigla yagi oranidir. Basit nanogoktiirme yontemiyle
elde edilen nanopartikiillerinin zein konsantrasyonu ve organik solvent faz akig hizi

arttikga in vitro agiz sindirim ortami salinim orani artmis, sigla yagi orani arttikga
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giderek azalmis bir yerden sonra artmaya baslamistir. Cozelti karistirma hiz1 arttikga in
vitro agiz sindirim ortami salinimlarinda belirgin bir diisiis gozlenmistir. Bu sonug, basit
nanogoktiirme yonteminde karigtirma hizinin stabil nanopartikiil iiretimine olanak
saglayarak, in vitro agiz sindirim ortaminda partikiil a¢ilimimi azaltmasindan

kaynaklanmis olabilir.

Flas nanog¢oktiirme yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin sigla yagi oram
arttikga in vitro agiz sindirim ortami salimimlarinda belirgin bir artis gézlenmistir. Ote
yandan sigla yagi orani Ve organik solvent faz akis hizi arttik¢a in vitro agiz sindirim
ortami salmimlar1 belirgin bir sekilde azalmistir. Basit nanog¢Oktiirme yonteminde
nanopartikiillerin in vitro agiz sindirim ortami salinimlar1 zein konsantrasyonu artisi ile
bir miktar etkilenirken, flas nanogoktiirme yonteminde ise zein konsantrasyonu artisi in

Vitro agiz sindirim ortami salinimlarini belirgin sakilde azaltmistir.

in vitro agiz salimmi (%)
=3
|
in vitro agiz salinimi (%)
\
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Sekil 4.8. Basit nanogoktiirme (a) ve flag nano¢oktiirme (b) yontemleri ile elde edilen
sigla yagi dolgulu ZNP’nin in vitro agiz sindirim ortaminda SL salinimu iizerine proses

kosullarinin etkisini gdsteren pertiirbasyon grafikleri.
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4.3.6.2. In vitro Mide Ortam Sigla Yag1 Salinim

Sigla yagimin yiiksek biyoaktif 6zellikleri sayesinde yliksek anti-iilserojenik etki
gosterdigi ve gastrik koruma sagladigi bilinmektedir (Gurbuz vd., 2013; Lingbeck vd.,
2015; Kiiltiir vd., 2018). Bu nedenle, sigla yagiin nanokapsiil formunda viicuda
alindiginda in vitro mide ortaminda maksimum agilim gostermesi ve kontrollii salinimla

biyoyararlaniminin ve saglik etkilerinin arttiritlmas1 amaglanmaktadir.

Basit nanog¢oOktiirme yontemi ile sigla yagi dolgulu zein nanopartikiilleri
tiretiminde farkli proses kosullarinda elde edilen nanopartikiillerinin in vitro mide
sindirim ortam1 salinimlar1 %27,64 ve %94,77 aralifinda tespit edilmistir. Basit
nanogoktiirme ile iiretilen nanopartikiillerin in vitro mide sindirim ortami salimimlart,
sigla yag1 oranindan istatistiksel olarak onemli (p<0,01) diizeyde etkilenmektedir

(Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. Basit nanog¢oktiirme yontemi ile iiretilen ZNP’nin in vitro mide sindirim

ortaminda sigla yagi salinimi {izerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA

tablosu.
. In vitro mide sindirim ortami salinim (%)
Varyasyon Kaynagi SD Hata Kareler Toplam F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 5925,77 3,72 0,0213*
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 50,80 0,4465 0,5191
B- Sigla yag1 oran1 (%) 1 3323,94 29,22 0,0003**
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 5,59 0,0491 0,8290
D- Karistirma hizi (rpm) 1 501,48 4,41 0,0621
AB 1 62,68 0,5509 0,4750
AC 1 31,68 0,2784 0,6092
AD 1 82,94 0,7290 0,4132
BC 1 337,10 2,96 0,1159
BD 1 39,07 0,3434 0,5709
CD 1 302,10 2,66 0,1343
A? 1 208,35 1,83 0,2058
B2 1 539,07 4,74 0,0545
c? 1 2,30 0,0202 0,8897
D? 1 150,97 1,33 0,2761
Kalint1 10 1137,74
Model uygunsuzlugu 5 818,75 2,57 0,1620
Saf hata 5 318,99
Toplam 24 7063,51

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli
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Flas nanogoktiirme yontemi ile sigla yagi dolgulu zein nanopartikiilleri iiretiminde
farkli proses kosullarinda elde edilen nanopartikiillerinin in vitro mide sindirim ortami
salimimlart %35,97 ve %90,58 araliginda tespit edilmistir. Flag nanocoktiirme ile
tiretilen nanopartikiillerin in vitro mide sindirim ortam1 salinimlari, zein konsantrasyonu
ve sigla yagi oranindan istatistiksel olarak onemli (p<0,01) diizeyde etkilenmektedir
(Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. Flas nanogoktiirme yontemi ile tiretilen ZNP’nin in vitro mide sindirim

ortaminda sigla yag1 salinimi iizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA

tablosu.
In vitro mide sindirim ortami salinimi (%)
Varyasyon Kaynagi SD

Hata Kareler Toplam F Degeri p-Degeri
Model: Quadratic 14 7287,87 11,44 0,0002**
A- Zein konsantrasyonu (mg/ml) 1 648,24 14,25 0,0036**
B- Sigla yag1 orani (%) 1 1193,20 26,23 0,0004**
C- Akis hiz1 (ml/dk) 1 144,50 3,18 0,1050
D- Karigtirma hizi (rpm) 1 16,04 0,3526 0,5658
AB 1 2467,67 54,24 < 0.0001**
AC 1 601,58 13,22 0,0046**
AD 1 469,90 10,33 0,0093**
BC 1 581,84 12,79 0,0050**
BD 1 751,26 16,51 0,0023**
CD 1 187,20 4,11 0,0700
A? 1 1474,29 32,41 0,0002**
B2 1 634,78 13,95 0,0039**
C? 1 111,69 2,46 0,1482
D? 1 11,03 0,2424 0,6331
Kalint1 10 454,92
Model uygunsuzlugu 5 397,90 6,98 0,0263
Saf hata 5 57,01

Toplam 24 7742,79

*p<0,05 ve ** p<0,01 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Proses degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak zein nanopartikiillerinin in vitro
mide sindirim ortam1 salimimlart Sekil 4.9°da pertiirbasyon grafiklerinde gosterilmistir.
Basit nanocoktiirme yonteminde, sigla yagi orani ve karistirma hizi arttikga
nanopartikiillerin in vitro mide sindirim ortami salinimlar1 artmaktadir. Flas
nanog¢oktiirme yonteminde ise zein konsantrasyonu ve sigla yagi orani arttikga

nanopartikiillerin in vitro mide sindirim ortami salinimlari azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Basit nanog¢oktiirme (a) ve flag nanogoktiirme (b) yontemleri ile elde edilen
SL dolgulu ZNP’nin in vitro mide sindirim ortaminda sigla yagi salimimi proses

kosullarimin etkisini gosteren pertiirbasyon grafikleri.

4.4. Optimizasyon Calismasi ve Sonuclarin Deneysel Dogrulamasi

Nanogoktiirme yontemi ile sigla yagi dolgulu zein nanopartikiil {iretiminde
bagimsiz proses degiskenleri olarak secilen zein konsantrasyonu, sigla yagi orani,
organik solvent faz akis hizi1 ve ¢ozelti karistirma hizi minimum partikiil boyutu,
minimum boyut dagilimi (PDI), mutlak degerce maksimum zeta potansiyeli, maksimum
enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro sindirim analizinde agiz ortaminda minimum ve
mide ortaminda maksimum salinim gosteren kosullar1 saglayacak sekilde desirability
fonksiyonu yaklagimi kullanilarak optimize edilmistir. Optimizasyon ¢aligmasinda, basit
nanocoktiirme yontemi proses degiskenlerinden zein konsantrasyonu 5-10 mg/ml, sigla
yagi orani %0,5-10, solvent faz akis hiz1 50-150 ml/dk ve karistirma hiz1 100-300 rpm
araliginda degismistir. Optimum noktanin belirlenmesinde desirability fonksiyonu
yaklasimi uygulandiginda optimum nokta icin birbirine yakin 5 ¢6ziim bulunmustur
(Cizelge 4.23). Basit nanogdktiirme yontemi ig¢in optimum nokta olarak, programin
belirledigi bu ¢oziimlerden, ilk sirada yer alan faktor seviyeleri segilmis ve bu noktada
zein konsantrasyonu 10,00 mg/ml, SL oranmi1 %6,9 solvent faz akis hiz1 50 ml/dk ve

karistirma hizi 284 rpm olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.23. Basit nano¢oktiirme yontemi i¢in desirability fonksiyonu yaklasimiyla belirlenen optimum noktalar.

Zein

Zeta

Mide ortami

[«5)

g konsantrasyonu Sigla yoa/gl Akllsléllim ﬁansnrma partikugigutu PDI (%) Potansiyeli, E /E Agllz ortil/m salimm Desirability
3 (mg/mi) orani (%)  (ml/dk) 1Z1 (rpm) (nm) (mv) (%) salinim (%) (%)

1 10,00 6,9 50 284 242,26 0,12 -41,24 50,52 0,00 64,84 0,772

2 10,00 6,7 50 282 243,09 0,12 -41,05 52,89 0,00 64,13 0,772

3 10,00 7,7 50 274 237,16 0,13 -41,57 50,58 1,20 66,83 0,767

4 10,00 8,1 50 279 236,31 0,12 -41,80 49,35 1,54 67,67 0,765

5 10,00 8,2 50 260 233,54 0,14 -41,60 51,55 2,46 67,55 0,759
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Basit nanogoktiirme yontemi ile zein nanopartikiilleri iiretiminde optimum nokta
sonuglarinin dogrulamasi, matematiksel olarak belirlenen optimum noktada; zein
konsantrasyonu 10,00 mg/ml, SL oram1 %6,9, solvent faz akis hizi 50 ml/dk ve
karistirma hizi1 284 rpm olacak sekilde iiretimler yapilarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen 4 dogrulama denemesinin sonuglari, sonuglarin ortalamasi ve modelden

tahminlenen degerler Cizelge 4.24’de verilmistir.

Cizelge 4.24. Basit nanoc¢oktiirme yontemi i¢in optimum nokta dogrulama denemeleri

sonugclari.

Deneme Partikiil PDI Zeta Potansiyeli, EE Agizortamn Mide ortamm
boyutu (nm) (%) (mV) (%)  salmm (%)  salinim (%)

1 221,75 0,10 -25,33 70,68 2,85 85,67

2 233,75 0,15 -38,00 70,67 2,88 86,51

3 227,98 0,16 -37,75 71,63 2,60 92,15

4 218,90 0,16 -38,30 71,99 2,60 89,97

Ortalama 225,59 0,14 -34,85 71,24 2,73 88,58

Modelden 238,47 0,13 41,45 5097 1,04 66,20

tahminlenen

Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuglar ile modelden tahminlenen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak t-testi
uygulanarak (t-testi-SPSS programi yardimiyla) belirlenmistir. Istatistiksel sonuglar

Cizelge 4.25’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.25. Basit nanog¢oktiirme yontemi i¢in optimum noktada ortalama deneysel

degerlerin modelden tahminlenen degerler ile karsilastirilmasi.

Yanitlar Tahmtnlenen Den?ysel SH° Fark 9% Hata® p: .

deger Deger? Degeri

Partikiil boyutu (nm) 238,47 227,83+5,70 570 10,64 5,70 0,030
PDI (%) 0,13 0,14+0,03 0,03 0,01 7,14 0,448
Zeta Potansiyeli (mV) -41,45 -34,8845,67 5,67 6,61 18,94 0,000
EE(%) 50,97 71,24+0,58 0,58 20,27 28,45 0,995
Ag1z ortamm salinim (%) 1,04 2,73+0,13 0,13 1,69 61,90 0,000
Mide ortanm salimm (%) 66,20 88,58+2,62 2,62 22,38 25,27 0,001

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir
b Ortalama standart hata
¢ %Hata = (Jyden — ytah|/yden) x 100
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Dogrulama denemeleri sonucunda, basit nanog¢doktiirme yontemi ile elde edilen
zein nanopartikiillerin analiz sonuglarina gore partikiil boyutu ve polidispersite indeksi
degeri modelden tahminlenen degerlere yakindir. Zeta potansiyeli degeri modelin
belirledigi sinirlar i¢inde bulunmamis ve enkapsiilasyon etkinligi, in vitro agiz ve mide
sindirim ortaminlarindaki salimim degerleri deneysel olarak modelden tahminlenen
degerlerden daha yiiksek bulunmustur. Polidispersite indeksi ve enkapsiilasyon etkinligi
degerleri icin model ve deneysel veriler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir
(p>0,05).

Optimizasyon c¢alismasinda, flas nano¢dktiirme yontemi proses degiskenlerinden
zein konsantrasyonu 5-10 mg/ml, sigla yagi oran1 %3-7, solvent faz akis hiz1 50-200
ml/dk ve karigtirma hizi 250-1000 rpm araliginda degismistir. Optimum noktanin
belirlenmesinde desirability fonksiyonu yaklasimi uygulandiginda optimum nokta i¢in
birbirine yakin 5 ¢6ziim bulunmustur (Cizelge 4.26). Flas nanogdktiirme yontemi i¢in
optimum nokta olarak, programin belirledigi bu ¢ozlimlerden, ilk sirada yer alan faktor
seviyeleri secilmis ve bu noktada zein konsantrasyonu 10,00 mg/ml, SL oranm1 %3,

solvent faz akis hiz1 50 ml/dk ve karigtirma hizi 732 rpm olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.26. Flas nanogoktiirme yontemi icin desirability fonksiyonu yaklasimiyla belirlenen optimum noktalar.

® . Mide

= Zein 9 3 o Zeta <

€ Konsantrasyonu Siglayagi Akis iz Kanstirma Partikiil boyutu PDI (%) Potansiyel EE Agiz ortam1  ortami Desirability
o orani (%) (ml/dk) Mz (rpm) (nm) (%) salimim (%)  salimm

a (mg/ml) (mV) (%)

1 10,00 3,0 50 995,7 189,30 0,12 29,15 89,53 5,87 100 0,815

2 9,95 3,0 50 1000 189,18 0,12 29,22 89,25 5,83 100 0,814

3 10,00 3,0 50 938 188,18 0,12 28,31 89,21 6,06 98,45 0,807

4 10,00 3,0 51 795 185,70 0,12 26,78 88,55 6,23 93,06 0,798

5 9,98 3,0 50 748 184,24 0,12 26,40 88,19 6,30 91,57 0,790
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Flas nano¢oktiirme yontemi ile zein nanopartikiilleri iiretiminde optimum nokta
sonuglarinin dogrulamasi, matematiksel olarak belirlenen optimum noktada; zein
konsantrasyonu 10,00 mg/ml, SL oran1 %3, solvent faz akis hiz1 50 ml/dk ve karistirma
hizi 995 rpm olacak sekilde iiretimler yapilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen 4
dogrulama denemesinin sonuglari, sonuclarin ortalamast ve modelden tahminlenen

degerler Cizelge 4.27°de verilmistir.

Cizelge 4.27. Flas nanoc¢oktiirme yontemi i¢in optimum nokta dogrulama denemeleri

sonugclari.

Deneme Partikiil PDI Z_eta_ EE Agiz ortamn  Mide ortami
boyutu (nm) (%) PotansiyeliimV) (%) salimm (%)  salimm (%)

1 186,15 0,12 27,33 83,81 1,81 54,14

2 181,29 0,19 21,67 85,13 1,75 58,05

3 183,02 0,19 25,80 80,67 1,69 56,44

4 182,29 0,24 28,70 80,95 1,72 64,06

Ortalama 183,18 0,18 25,87 82,64 1,74 58,17

Modelden 187,32 012 27,97 88,94 6,05 96,61

tahminlenen

Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuglar ile modelden tahminlenen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak t-testi
uygulanarak (t-testi-SPSS programi yardimiyla) belirlenmistir. Istatistiksel sonuglar

Cizelge 4.28’de Ozetlenmistir.

Cizelge 4.28. Flas nano¢oktiirme yontemi i¢in optimum noktada ortalama deneysel

degerlerin modelden tahminlenen degerler ile karsilastirilmasi.

Yamtlar Tahmtnlenen Den?ysel SHP Fark % Hata® Fi- .

deger Deger? Degeri

Partikiil boyutu (nm) 187,32 183,18+4,08 4,08 4,13 2,25 0,029
PDI (%) 0,12 0,18+0,03 0,03 0,07 36,84 0,078
Zeta Potansiyeli (mV) 27,97 25,87+2,52 2,52 2,10 8,08 0,262
EE(%) 88,94 82,64+1,88 1,88 6,30 7,62 0,010
Ag1z ortamm salinim (%) 6,05 1,74+0,04 0,04 4,31 247,70 0,000
Mide ortanm salimm (%) 96,61 58,17+3,67 3,67 38,44 66,08 0,000

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir
b Ortalama standart hata
¢ %Hata = (Jyden — ytah|/yden) x 100
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Dogrulama denemeleri sonucunda, basit nano¢dktiirme yontemi ile elde edilen
zein nanopartikiillerin analiz sonuglarina gore partikiil boyutu, zeta potansiyel degeri ve
enkapsiilasyon etkinligi degerleri modelden tahminlenen degerlere yakindir.
Polidispersite degeri ve in vitro agiz ve mide sindirim ortamlarindaki salinim degerleri
deneysel olarak modelden tahminlenen degerlerden daha diisik bulunmustur.
Polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri i¢in model ve deneysel veriler

arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (p>0,05).

4.5. Kolloidal Zein Nanopartikiillerinin Stabilizasyon Calismasi

Basit ve flag nanoc¢dktiirme yontemleri ile belirlenen optimum nanopartikiiller ve
deneme deseninden segilen sigla yagi oranina gére minimum ve maksimum oranda
dolgulu nanopartikiiller iiretildikten sonra kolloidal dispersiyonlar halinde ii¢ hafta
stiresince +4°C’de stoklanarak partikiil stabilitesi incelenmistir. Yontemlerden, basit
nanoc¢oktiime yontemi BNP, flas nanoc¢oktiirme yontemi ise FNP ile kodlanmistir.
Deneme desenlerine bagli kalinarak, BN yontemi sigla yagi oran1 minimum %0,5 ve
maksimum %210 olarak; FNP yontemi sigla yagi orant minimum %3 ve maksimum %7
olarak calisilmistir. Her iki yontemde de zein konsantrasyonu 10 mg/ml olarak sabit
tutulmus diger proses degiskenleri her iki yontemin optimum noktasinda belirlenen
kosullara gore galisilmistir. Stabilite analizleri: tiretim, 24 saat sonra, 3 giin sonra, 7 giin
sonra, 14 giin sonra ve 21 giin sonra olmak {izere partikiil boyutu, polidispersite indeksi
(PDI), transmitans (gecirgenlik) ve zeta potansiyeli dlgiimleri ile gerceklestirilmis,

analiz sonuglar1 Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°deki grafiklerde verilmistir.
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Sekil 4.10. Basit ve flas nano¢oktliirme yontemi sigla yagt dolgulu ZNP’nin partikiil

boyutu ve polidispersite indeksi degerlerinin zamana bagli degisim grafigi.

Sekil 4.10’da BNP ve FNP yontemleri ile iiretilen optimum, maksimum ve

minimum sigla yagi dolgulu zein nanopartikiillerinin partikiil boyutu ve polidispersite
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indeksi degerlerinin zamana bagh degisimi goriilmektedir. Grafige gore, FNP
yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin partikiil boyutu degisimi BNP yontemiyle elde
edilen nanopartikiillere gore daha dar bir aralikta gerceklesmistir. Optimum zein
nanopartikiillerinin partikiil boyutu degisimi BNP yonteminde daha yliksek bir artig
gosterirken, FNP yonteminde daha diisiik bir artis gostermistir. Tiim nanopartikiillerin,
partikiil boyutlar1 21 giin sonunda BNP yontemi icin 150,66 nm ve 467,33 nm
araliginda iken, FN yontemi i¢in 179,87 nm ve 255,46 nm araliginda tespit edilmistir.
FNP yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin polidispersite indeksi artist BNP
yontemiyle elde edilen nanopartikiillere gore daha yavas gergeklesmistir. Optimum zein
nanopartikiillerinin polidispersite indeksi degisimi BNP yonteminde daha yiiksek bir
artis gosterirken, FNP yonteminde daha diisik bir artis gdstermistir. Tim
nanopartikiillerin, polidispersite indeksleri 21 giin sonunda BNP yontemi i¢in %0,18 -

%0,22 araliginda iken, FNP yontemi i¢in %0,22 - %0,25 araliginda tespit edilmistir.

24 sa sonra, zeta 3 glin sonra, zeta m7 glin sonra, zeta
40 « ™ 14 glin sonra, zeta m 21 gln sonra, zeta

Zeta potansiyeli,mV

L&
Ornek No

Sekil 4.11. Basit ve flag nanog¢oktiirme yontemi sigla yagi dolgulu ZNP’nin zeta

potansiyeli ve transmittans (gecirgenlik) degerlerinin zamana bagl degisim grafigi.
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Sekil 4.11. Basit ve flas nanog¢Oktiirme yontemi sigla yagi dolgulu ZNP’nin zeta
potansiyeli ve transmittans (gegirgenlik) degerlerinin zamana bagh degisim grafigi.

(Devami)

Sekil 4.11’de BNP ve FNP yontemleri ile tretilen optimum ve maksimum ve
minimum sigla yagi dolgulu zein nanopartikiillerinin zeta potansiyeli ve gecirgenlik
(transmittans) degerlerinin zamana bagh degisimi goriilmektedir. Nanopartikiillerin zeta
potansiyel degerleri incelendiginde tiim iiretimlerin 3 giin sonra en yiiksek zeta
potansiyel degerine ulastig1 ve £25 mV ’un lizerinde stabil nanopartikiiller elde edildigi
goriilmiistiir. Uretim sonrasinda partikiillerin stabiliteleri 3 giin siiresince artmaktadir. 7
giin sonra zeta potansiyel degerlerinin azaldigi goriilmiistiir. BNP yontemiyle elde
edilen nanopartikiillerin zeta potansiyel degeri FNP yontemiyle elde edilen
nanopartikiillere gore daha kararsizdir. Optimum zein nanopartikiillerinin zeta
potansiyel degerlerine bakildiginda FNP yonteminde zamana baglh hafif azalma
gbzlenirken, BNP yonteminde belirgin bir azalma gézlenmistir. Tiim nanopartikiillerin,
zeta potansiyel degerleri 21 gilin sonunda BNP yontemi i¢in -19,80 mV ve -7,63 mV
araliginda iken, FNP yontemi i¢in +29,93 mV ve +8,46 mV araliginda tespit edilmistir.
Grafige gore, FNP yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin gegirgenlik degerleri BNP
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yontemiyle elde edilen nanopartikiillere gére daha yiiksektir. BNP-minimum orneginin
yuksek gecirgenlik degerine sahip olmasinin nedeni icerigindeki sigla yagi oraninin ¢ok
diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Optimum zein nanopartikiillerinin gegirgenlik
degerlerinin zamana bagli olarak bir miktar azaldigi goriilmistir. Tim
nanopartikiillerin, gecirgenlik degerleri 21 giin sonunda BNP yontemi i¢in %10 ve %80

araliginda iken, FNP yontemi i¢in %50 ve %70 araliginda tespit edilmistir.

4.6. Poli e-kaprolakton (PCL) Nanopartikiillerinin Uretimi ve Karakterizasyonu

Poli-e-kaprolakton (PCL), biyomedikal uygulamalarda yaygin kullanilan ABD
Gida ve Ilag idaresinden (FDA) onayli, biyogdziiniir, implante olabilen ve terapodtik
molekiillerin geciktirilmig salimim ¢alismalarinda yaygin olarak tercih edilen bir
biyomalzemedir (Ramanujam vd., 2018). Sigla yag dolgusuz/dolgulu PCL

nanopartikiilleri basit nanog¢oktiirme ve flag nanog¢oktiirme yontemleri ile iiretilmistir.

Basit nanogoktiirme yonteminde, PCL konsantrasyonu %1, organik solvent faz
akis hizt 200 ml/dk ve karistirma hizi 750 rpm olarak belirlenen sabit proses
kosullarinda sigla yagi oran1 kiitlece %0,5-1-2-3-5-7 oranlarinda degistirilerek
nanoenkapsiilasyon gerceklestirilmistir. Uretimlerde, 90,5 SL igeren numune
PCL+SLO0,5, %1 SL iceren numune PCL+SL1, %2 SL iceren numune PCL+SL2, %3
SL igeren numune PCL+SL3, %5 SL igeren numune PCL+SL5 ve %7 SL igeren
numune PCL+SL7 olarak kodlanmustir.

Sigla yag1 dolgusuz PCL nanopartikiillerinin homojen, yar1 saydam ve siitlii-mavi
opalesans dispersiyon olusturduklart ¢dzelti, solvent-antisolvent-polimer diyagraminda
uzo bolgesi kosullarinin saglandigimi gostermektedir (Botet, 2012). Bu nedenle
oncelikle, tasiyict PCL polimerinin nanoenkapsiilasyonda kullanim miktari, uzo
bolgesinin olustugu aralik goz Oniline alinarak belirlenmistir. Sigla yagi dolgulu PCL
nanopartikiilleri, sigla yagi orani arttikga homojen, siitli mavi ve opak (milky blue
opalescence) dispersiyon olusturduklari gozlenmistir (Resim 4.2). Bu durumun olusum
nedeni, kolloidal nanopartikiillerin anlik olarak olugmasi ve goriiniir 15181 giliclii bir

sekilde sagmasidir (Botet, 2012).
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PCL+SL 0,5 m PCL+SL2 m PCL+SL5 |  PCL+SL7

Resim 4.2. Basit nanogoktiirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL kolloidal

dispersiyonlarin goriiniimii.

PCL polimerinin kolloidal ¢6zelti olusturabilmesi ve nano boyutta kapsiil
stabilizasyonu saglanmasi i¢in anti-solvent faz icinde polivinil alkol (PVA)
kullanilmigtir. Farkli sigla yagi oranlarinda iiretilen nanopartikiillerin partikiil boyutu,
polidispersite indeksi (PDI), gecirgenlik (transmittans), zeta potansiyeli (ZP) ve
enkapsiilasyon etkinligi (EE) iizerine sigla yag1 orammnin etkileri incelenmistir. Ote
yandan, in vitro statik sindirim analizi yapilarak agiz ve mide ortaminda sigla yagi
salinim profilleri ve miktarlar1 belirlenmistir. Deneysel verilerin karsilastirilabilmesi
icin istatistiksel hesaplamalar SAS, Institute (Cary, NC, ABD) tarafindan hazirlanan
“The SAS system for Windows V7”7 paket programi kullanilarak varyans analizi
gerceklestirilmistir ve ortalamalar Duncan c¢oklu karsilagtirma testine gore
karsilagtirilmistir. Elde edilen deneysel yanitlar Cizelge 4.29 ve Cizelge 4.30°de ve

varyans sonuglar1 Cizelge 4.31°de sunulmustur.
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Cizelge 4.29. Basit nanogoktiirme yontemi ile elde edilen s1

PCL-NP’nin iiriin 6zellikleri lizerine sigla yagi orani etkisinin

gla yag1 dolgusuz/dolgulu

deneysel sonugclari.

Dolgusuz  PCL+ PCL+ PCL+ PCL+ PCL+ PCL+
PCL SL 05 SL1 SL2 SL3 SL5 SL7
Partikiil boyutu (nm) 220,80  258,67°  267,50° 298,10° 361,63° 430,23°  510,00°
+1,27 £6,65 £7,32 +0,56 +8,46 +5,58 £5,95
PDI (%) 0,07 0,15 0,16 0,15 0,18 0,25 0,212
+0,04 +0,05 +0,06 +0,044 +0,04 +0,004 +0,02
Gegirgenlik (%6) 100£0,00 100+0,00 80+0,00  70+0,00  60+0,00  50+0,00  20+0,00
Zeta potansiyeli (mV) -1053  -29,73°  -29,97*  -31,17°  -22,73*  -31,77*  -29,03
+0,14 +1,19 £0,08 +2,05 +0,49 +0,44 +0,36
EE (%) ) 78,79° 80,26° 81,45° 87,362 67,64° 70,07°
£0,01 £0,50 £0,42 £1,00 £0,01 £0,52
Uriin verimi (%) - 80,88 76,80 60,94 39,84 26,70 22,27

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere

sahip liretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.30. Basit nanog¢oktiirme yontemi ile elde edilen sigla yagi dolgusuz/dolgulu

PCL-NP’nin in vitro sindirim ortamlarinda salinimlari iizerine sigla yagi orani etkisinin

deneysel sonuglari.

Sigla PCL+ PCL+ PCL+ PCL+ PCL+ PCL+

yagi SLO5 SL1 SL2 SL3 SL5 SL7

159° 2,319 2,36° 3,66° 444" 4,92

- o ) ) , , ) ,

Agiz ortami TSA orani (%) 100 1004  +001 4000 4005 0,12 =012
Agiz ortami TSA miktari (mg/g KM) 18,02 0,304 0,449 0461 0,707 0,892 0,941
34,70 37,19° 5892° 63,85° 67,73% 69,032

Mide ortamm TSA orani (%) 100 0,01 1006 001 +024 +008 +0.71
Mide ortamm TSA miktar1 (mg/g KM) 16,71 0,630 0,674 1061 1,164 1,231 1,241

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0.05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere

sahip tiretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.31. Basit nanog¢oktiirme yontemi ile elde edilen sigla yagi dolgusuz/dolgulu

PCL-NP’nin deneysel verilerine ait varyans analiz sonuglari.

Partikiil size (nm) PDI (%) Zeta degerleri (mV)

SD KO F KO F KO F
(S);%l::l 5 29940.3209  253.30**  0.00423164 0.61 31.8400000  10.23**
Hata 12 118.2017 0.00694758 3.1133333

EE (%) Agiz ortar(r(;) )TSA oram1  Mide ortag)l/i )TSA orani

SD KO F KO F KO F
gﬁl:l 5 109.804353  185.32**  3.52415180 341.98**  472.540915 1757.69**
Hata 6 0.5925167 0.01030517 0.268842

*p<0,05 ve **p<0,01
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Basit nanog¢oktiirme yontemi ile PCL nanopartikiilleri iiretiminde sigla yagi
dolgulu PCL nanopartikiillerinin (SL-PCL-NP) partikiil boyutlar1 258,67 nm ve 510,00
nm arasinda degisim gostermistir. Bu yontemle iiretilen dolgusuz PCL-NP boyutu ise
220,80 nm olarak tespit edilmistir. Sigla yag1 orani, SL-PCL-NP boyutunu istatistiksel
olarak onemli (p<0,01) diizeyde etkilemektedir. Kapsiillenen sigla yagi oranmi arttikca
partikiil boyutunda pozitif yonli bir artis goriilmiistiir. Sigla yagir dolgulu PCL
nanopartikiillerinin polidispersite indeksi (PDI) %0,15- %0,25 araliginda bulunmustur
ve dar bir boyut dagilima sahip olduklari tespit edilmistir. Bu yontemle iiretilen
dolgusuz PCL-NP’nin polidispersite endeksi ise %0,07 olarak tespit edilmistir. Sigla
yag1 orani, SL-PCL-NP’nin polidispersite indeksi tizerine etkisi istatistiksel olarak
onemli diizeyde goriilmemistir. Sigla yag1 dolgulu PCL nanopartikiillerinin gegirgenlik
degerleri sigla yag1 orami arttikca belirgin bir sekilde azalmistir. Artan sigla yagi ile
olusan kolloidal nanopartikiil oram1 artmasina bagl olarak dispersiyonun 151k
gecirgenligi digmiistiir. Sigla yag1 dolgulu PCL nanopartikiillerinin zeta potansiyel
degerleri -22,73 mV ve -31,77 mV araliginda ol¢lilmiistiir. Bu yontemle {iiretilen
dolgusuz PCL-NP’nin zeta potansiyel degeri ise -10,53 mV olarak tespit edilmistir.
Sigla yag1 orani, SL-PCL-NP’nin zeta potansiyel degerlerini istatistiksel olarak dnemli
(p<0,01) diizeyde etkilemektedir. Kolloidal stabilitesi en yiiksek olan denemelerin
mutlak degerce en yliksek zeta potansiyel degerine sahip olan PCL+SL2 ve PCL+SL5
ornekleri oldugu gorilmiistir. Sigla yagi dolgulu PCL nanopartikiillerinin
enkapsiilasyon etkinlikleri %87,36 ve %67,64 aralifinda hesaplanmistir. Sigla yagi
orani, SL-PCL-NP enkapsiilasyon etkinliklerini istatistiksel olarak 6nemli (p<0,01)
diizeyde etkilemektedir. Sigla yagr orani arttikca, polimerin kapsiilleme giicii
azaldigindan enkapsiilasyon etkinligi degerinin diistiigli goriilmiistiir. SL-PCL-NP’nin
irtin verimi degerleri de enkapsiilasyon etkinligi degerlerine benzer bir sekilde sigla

yagi1 orani arttik¢a dramatik olarak azalmistir.

Poli-g-kaprolakton, disiik molekiil agirlikli yapisi ile viicut iginde enzimatik
olmayan hidroliz ile ester gruplarmin kirilmasi yoluyla parcalanir ve hiicre igine
bozulmadan gegebilir (Ramanujam vd., 2018). Basit nanog¢oktiirme ile iiretilen sigla
yagi dolgulu PCL nanopartikiillerinin statik in vitro sindirim ortamlarindaki sigla yagi
salimim oranlar1 ve trans-sinnamik asit miktarlar1 agiz ve mide ortam sivilar1 simiile
edilerek gergeklestirilmistir. PCL+SL0,5, PCL+SL1, PCL+SL2, PCL+SL3, PCL+SL5

ve PCL+SL7 nanopartikiillerinin in vitro agiz sindirim ortami salimimlari sirasiyla
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%1,59, %2,31, %2,36, %3,66, %4,44 ve %4,92 olarak tespit edilmistir. Sigla yagi orani,
nanopartikiillerin in vitro agiz sindirim ortami salinimlarini istatistiksel olarak 6nemli
(p<0,01) diizeyde etkilemektedir. Sigla yagi oram arttikga, in vitro agiz sindirim
ortaminda salinan sigla yagi oraninin ve trans-sinnamik asit miktarmin arttig
goriilmistir. PCL+SLO0,5, PCL+SL1, PCL+SL2, PCL+SL3, PCL+SL5 ve PCL+SL7
nanopartikiillerinin in vitro mide sindirim ortami salinimlar1 sirasiyla %34,70, %37,19,
%58,92, %63,85, %67,73 ve 9%69,03 olarak tespit edilmistir. Sigla yagi orani,
nanopartikiillerin in vitro mide sindirim ortami salinimlarini istatistiksel olarak 6nemli
(p<0,01) diizeyde etkilemektedir. Sigla yagi orani arttik¢a, in vitro mide sindirim
ortaminda sigla yagi salimim oraninin Vve trans-sinnamik asit miktarmin arttigi

goriilmiistiir.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde, basit nanog¢Oktiirme yontemi ile PCL
nanopartikiilleri iiretiminde, partikiil boyutu <300 nm, dar boyut dagilimli, mutlak
degerce yiiksek zeta potansiyeline sahip, yiiksek enkapsiilasyon etkinligine ve kaplama
verimine sahip ve in vitro sindirim analizinda agiz ortaminda diisiik mide ortamnda
yiiksek agilim gosteren denemenin PCL-SL2 oldugu goriilmiis ve basit nanogOktiirme

yontemi ile PCL-NP iiretiminde optimum iiretim olarak secilmistir.

Flas nanog¢oktiirme yonteminde, PCL konsantrasyonu %1, organik solvent fazi
akis hiz1 200 ml/dk ve karistirma hizi 1000 rpm olarak belirlenen sabit proses
kosullarinda sigla yagt oram1 kiitlece %1-3-5 oranlarinda  degistirilerek
nanoenkapsiilasyon yapilmistir. Uretimlerde, %1 SL iceren numune PCL-SL1, %3 SL
igeren numune PCL-SL3 ve %5 SL i¢eren numune PCL-SL5 olarak kodlanmistir.

PCL polimerinin kolloidal ¢ozelti olusturabilmesi ve nano boyutta kapsiil
stabilizasyonu saglanmasi i¢in anti-solvent faz iginde polivinil alkol (PVA)
kullanilmustir. Flag nano¢oktiirme yontemi ile tiretilen sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL
nanopartikiillerinin kolloidal dispersiyon goriiniimleri Resim 4.3’de verilmistir. Resim
4.3’de goriildiigi gibi dolgusuz PCL nanopartikiillerinin homojen, yari saydam ve siitlii-
mavi opalesans goriintimlerinin sigla yagi dolgusuyla birlikte homojen siitlii mavi
(milky blue) bir hal aldig1 ve sigla yag1 orani arttikga homojen, koyu siitlii beyaz ve
opak dispersiyonlar olusturdugu gozlenmistir. Farkli sigla yagi oranlarinda iiretilen
nanopartikiillerin partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI), ge¢irgenlik, zeta

potansiyeli (ZP), bulaniklik ve enkapsiilasyon etkinligi (EE) iizerine sigla yag1 oraninin
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etkisi incelenmistir. Ote yandan, in vitro statik sindirim analizi yapilarak agiz ve mide

ortaminda sigla yagi salinim oranlar1 belirlenmistir.

Resim 4.3. Flas nanogoktliirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL kolloidal

dispersiyonlarin goriiniimii.

Flas nanogoktiirme yontemi ile elde edilen sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL
nanopartikiillerin  partikiill boyutu, polidispersite indeksi (PDI), gecirgenlik
(transmittans), zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve in vitro sindirim (agiz
ve mide) ortamlarinda salinimlari {izerine sigla yagi oraninin etkileri incelenmistir.
Deneysel verilerin karsilastirilabilmesi i¢in istatistiki hesaplamalar SAS, Institute (Cary,
NC, ABD) tarafindan hazirlanan “The SAS system for Windows V7" paket programi
kullanilarak varyans analizi gerceklestirilmistir ve ortalamalar Duncan c¢oklu
karsilastirma testine gore karsilastirilmistir. Elde edilen deneysel yanitlar Cizelge 4.32

ve Cizelge 4.33’de Ve varyans sonuglar1 Cizelge 4.34°de sunulmustur.
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Cizelge 4.32. Flas nanogoktiirme yontemi ile elde edilen sigla yagi dolgusuz/dolgulu

PCL-NP’nin iiriin 6zellikleri lizerine sigla yagi orani etkisinin deneysel sonuglari.

Dolgusuz PCL PCL-SL1 PCL-SL3 PCL-SL5
Partikiil boyutu (nm) 171,84+1,17 225,88 £2.66 255,46° +0,49 383,932 +£0,43
PDI (%) 0,17+0,06 0,122 +0,00 0,09° +0,05 0,232 +£0,02
Gegirgenlik (%) 100+0,00 100£0,00 90+0,00 50+0,00
Zeta potansiyeli (mV) -23,47+0,28 -18,432 £1,33 -32,46° +£0,62 -28,83" 40,38
EE (%) - 76,612 +£0,56 71,20°+1,41 63,00° +£0,75
Uriin verimi (%) - 80,60 94,81 90,17

Ayn satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere
sahip tiretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.33. Flas nanogoktiirme yontemi ile elde edilen sigla yagi dolgusuz/dolgulu
PCL-NP’nin in vitro sindirim ortaminda salinimlari tizerine sigla yagi oraninin etkisinin

deneysel sonuglari.

Siglayapn  PCL-SL1 PCL-SL3 PCL-SL5

A1z ortam TSA oram (%) 100 2,88°+0,51 5,12%2£0,26 7,112 40,85
Agiz ortam1 TSA miktar1 (mg/g KM) 18,023 0,562 0,997 1,385

Mide ortamm TSA oram (%) 100 52,13°+0,84 64,10°+0,29 75,002+0,84
Mide ortami TSA miktari (mg/g KM) 16,713 0,941 1,157 1,354

Aym satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Aym harflere
sahip tiretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.34. Flas nanogoktiirme yontemi ile elde edilen sigla yagi dolgusuz/dolgulu

PCL-NP’nin deneysel verilerine ait varyans analiz sonuglari.

Partikiil size (nm) PDI (%) Zeta degerleri (mV)
SD KO F KO F KO F
Sigla 2 2089381 278368~  0,0150 1213° 1591477 29112
Orani
Hata 6 7,51 0,0012 0,5466
EE (%) Ag1z ortam1 TSA oram1 Mide ortami TSA oram
(%) (%)
SD KO F KO F KO F
Sigla 2 140,8160  49,15™ 13,4676 12,61* 392,5639 260,65"
Orani
Hata 6 2.8647 1,0681 1,5060
*p<0,05 ve **p<0,01

Flas nanog¢oktiirme yontemi ile PCL nanopartikiilleri iiretiminde sigla yagi
dolgulu PCL nanopartikiillerinin (SL-PCL-NP) partikiil boyutlar1 225,88 nm ve 383,93

nm arasinda degisim gostermistir. Bu yontemle tiretilen dolgusuz PCL-NP boyutu ise
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171,84 nm olarak tespit edilmistir. Sigla yagi orani, SL-PCL-NP boyutunu istatistiksel
olarak onemli (p<0,01) diizeyde etkilemektedir. Kapsiillenen sigla yagi orani arttikga
partikiil boyutunun da arttig1 goriilmiistiir. Sigla yag1 dolgulu PCL nanopartikiillerinin
polidispersite endeksi (PDI) %0,09 - %0,23 araliginda bulunmus ve dar bir boyut
dagilima sahip olduklari tespit edilmistir. Bu yontemle tiretilen dolgusuz PCL-NP’nin
polidispersite indeksi ise %0,17 olarak tespit edilmistir. Sigla yagi orani, SL-PCL-
NP’nin polidispersite indeksini istatistiksel olarak oOnemli (p<0.05) diizeyde
etkilemektedir. En diisiik polidispersite endeksi, PCL-SL3 kodlu o6rnekte tespit
edilmistir. Sigla yagi oran1 arttik¢a dispersiyon i¢inde olusan kolloidal nanopartikiillerin
151k gecirgenligi diisiirmesine bagl olarak nanopartikiillerin gecirgenlik oranlar1 giderek
azalmistir. Sigla yag1 dolgulu PCL nanopartikiillerinin zeta potansiyel degerleri -18,43
mV ve -28,83 mV araliginda 6l¢iilmiistiir. Bu yontemle iiretilen dolgusuz PCL-NP’nin
zeta potansiyel degeri ise -23,47 mV olarak tespit edilmistir. Sigla yagi orani, SL-PCL-
NP’nin zeta potansiyel degerlerini istatistiksel olarak Onemli (p<0,01) diizeyde
etkilemektedir. Kolloidal stabilitesi en yiiksek olan denemenin mutlak degerce en
yiiksek zeta potansiyel degerine sahip olan PCL-SL3 kodlu 6rnek oldugu goriilmiistiir.
Sigla yag1 dolgulu PCL nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinlikleri incelendiginde
%76,61 ve %63,00 araliginda olduklar1 goriilmiistiir. Sigla yagi orani, SL-PCL-NP
enkapsiilasyon etkinliklerini istatistiksel olarak o6nemli (p<0,01) diizeyde
etkilemektedir. Sigla yagi orami arttik¢a, polimerin kapsiilleme giicii azaldigindan
enkapsiilasyon etkinligi degerinin diistigli goriilmiistiir. SL-PCL-NP’nin iiriin verimi
degerleri ise enkapsiilasyon etkinligi degerlerinden farkli olarak sigla yagi orani ile

pozitif yonlii bir korelasyon gostermistir.

Flas nanogoktiirme ile tiretilen sigla yagi dolgulu PCL nanopartikiillerinin statik in
vitro sindirim ortamlarindaki sigla yagi salimim oranlari ve trans-sinnamik asit
miktarlar1 agiz ve mide ortam sivilar1 simiile edilerek gerceklestirilmistir. PCL-SL1,
PCL-SL2 ve PCL-SL3 nanopartikiillerinin in vitro agiz sindirim ortami salinimlari
sirastyla  9%2,88, %5,12 ve %7,11 olarak tespit edilmistir. Sigla yagi orani,
nanopartikiillerin in vitro agiz sindirim ortami salinimlarini istatistiksel olarak énemli
(p<0,05) diizeyde etkilemektedir. Sigla yagi orani arttikg¢a, in vitro agiz sindirim
ortaminda salinan sigla yagi oranmin ve tespit edilen trans-sinnamik asit miktariin
arttig1 gorillmistiir. PCL-SL1, PCL-SL2 ve PCL-SL3 nanopartikiillerinin in vitro mide

sindirim ortami salinimlar sirasiyla %52,13, %64,10 ve %75,00 olarak tespit edilmistir.
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Sigla yagi orani, nanopartikiillerin in vitro mide sindirim ortami salinimlarini
istatistiksel olarak 6nemli (p<<0,05) diizeyde etkilemektedir. Sigla yagi orani arttik¢a, in
vitro mide sindirim ortaminda salinan sigla yagi ve trans-sinnamik asit miktarinin arttig1

goriilmiistiir.

Tim sonucglar degerlendirildiginde, flas nano¢Oktirme yontemi ile PCL
nanopartikiilleri tiretiminde, partikiil boyutu <300 nm, dar boyut dagilimli, mutlak
degerce yiiksek zeta potansiyeline sahip, yiiksek enkapsiilasyon etkinligine ve iiriin
verimine sahip ve in vitro sindirim analizinde agiz ortaminda diisik mide ortamnda
yiiksek a¢ilim gosteren denemenin PCL-SL3 oldugu goriilmiis ve flas nanogoktiirme

yontemi ile PCL-NP iiretiminde optimum tiretim olarak segilmistir.

4.7. In vitro Gastrik Ortamda Sigla Yag (SL) Sahmim Profili

Basit ve flas nanog¢Oktiirme yontemleri i¢in optimum kosullarinda iiretilen sigla
yag1 dolgulu zein ve PCL nanopartikiillerin statik in vitro gastrik sindirim ortaminda
salmim profilleri, 15-30-45-60-75-90 ve 120. dk periyodlarinda alinan ornekler
tizerinden trans-sinnamik asit miktar1 iizerinden HPLC yardimi ile incelenmistir. Sekil
4.12’de optimum nanopartikiillerinin in vitro gastrik ortamda zamana bagh sigla yagi

salinim oranlar1 (%) ve kiimiilatif salinim (%) profillerinin grafikleri sunulmustur.
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Sekil 4.12. Optimum zein ve PCL nanopartikiillerinin in vitro gastrik ortamda zamana
bagli sigla yagi salinim oranlari (%) ve kiimiilatif salinim (%) profilleri.(BN:basit

nano¢oktiirme yontemi, FN:flas nanog¢oktiirme yontemi).

Sekil 4.12°de verilen grafikler incelendiginde, sigla yaginin patlama salimi (burst
release) tiim optimum iiretimlerde ilk 15 dk iginde gergeklesmis ve salinim oranlari

iretim metodu ve materyal tilirline gore farklilk gostermistir. Optimum
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nanopartikiillerin patlama salinim oranlar1 BN-zein, FN-zein, BN-PCL ve FN-PCL igin
sirastyla %51,53, %36,93, %26,94 ve %19,72 olarak tespit edilmis ve en diisiik patlama
salimimi FN-PCL nanopartikiillerinde goriilmiistiir. Salinim profilleri incelendiginde
kaplama materyali olan PCL, zein materyaline gore daha yiiksek kapsiilleme kararliligi
gostererek daha diisiikk salinim oranlari sergilemistir. Gastrik sindirim analizi sonunda
salimim oranlar1t BN-zein, FN-zein, BN-PCL ve FN-PCL igin sirasiyla %84,34, %58,05,
%59,03 ve %064,11 olarak tespit edilmistir. Salinim profilleri incelendiginde BN-zein
ornegi mide ortaminda en yliksek agilim oranini, FN-zein 6rnegi ise en diisiikk acilim
oranin1 gostermistir. Kiimiilatif salinim sonuglart incelendiginde, zein materyali
lizerinde iiretim yOnteminin belirgin bir etkisi goriilmezken, PCL materyali iizerinde
tiretim yOnteminin oldukg¢a etkili oldugu goriilmiistiir. Her iki materyalin sigla yag:
saliniminda kontrollii salinim sagladigir ancak; PCL’nin zein materyaline gore daha
uzun siireli salinim (sustained release) 6zelligi gosterdigi goriilmiistiir. Sonug olarak,
diisiik patlama salinimi1 ve uzun siireli yavas salinim 6zelligi gosteren tiretimin optimum

nanopartikiillerden FN-PCL oldugu goriilmiistiir.

4.8. Nanopartikiil Morfolojisi

Nanopartikiillerin kararliliklar1 ve toksisite ozellikleri partikiil boyutu, sekli ve
yilizeyinden dogrudan etkilenir ve partikiil koagiilasyonlar1 olumsuz sonuglar tiretebilir
(Arshad vd., 2021). Bu nedenle elde edilen nanopartikiiller, boyut, sekil, yiizey alan1 ve
kiimelenme  Ozellikleri bakimindan morfolojik olarak incelenmelidir.  Basit
nanoc¢oktiirme yontemi ile optimum proses kosullarinda {iretilen sigla yagi
dolgulu/dolgusuz zein nanopartikiilleri taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri
Sekil 4.13’de gosterilmektedir. Zein prolamin protein yapisinda olup kiiresel
nanopartikiiller olusturan bir tasiyici polimerdir (Podaralla ve Perumal, 2010). Dolgusuz
zein nanopartikiillerinin amorf, sekilsiz ve diizensiz forma sahip oldukea kiiciik (fine
particles) boyutlarda olduklart goriilmistiir. Diisiik  boyutlarda nanopartikiil
kararsizliklarinin yiiksek oldugu ve c¢evresindeki yiiksek elektriksel yiiklerden dolay1 bir
araya gelerek kiimelendigi bilinmektedir (Abdelwahed vd., 2006). Basit nanogoktiirme
yontemi ile iiretilmis sigla yagi dolgulu optimum zein nanopartikiillerinin (BN-ZNP) ise
kiiresel yapida oldugu, piiriizsiiz, yiizey girinti ve c¢ikintisiz ve boyut dagiliminin

homojen oldugu goriilmektedir. Dinamik 1s1k sag¢ilimi1 (DLS) kolloidal ¢ozelti i¢indeki
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nanopartikiil boyutunu olgerken, SEM goriintiileri dondurarak kurutulmus partikiil
tozlarmin partikiil boyutlarin1 yansitmaktadir. Bu nedenle, DLS dlgiimleri ve SEM
goriintlileri arasinda kurutma islemine bagli olarak bir takim boyutsal farklar
gozlemlenebilir (Zou vd., 2012). SL-ZNP’nin partikiil boyutu dinamik 151k sagilimi
(DLS) ile belirlenen partikiil boyutlart ile uyumlu ve beklendigi gibi dolgusuz zein

nanopartikiillerine gore kiiresel kapsiil formunda partikiillerin olustugu goriilmektedir.

Optimum
Zein

- p
Gt b

EHT = 15.00 kv Zone Mag = 10.00 K X — ” EHT = 15,00 kv Zone Mag = 1500 K X f.“_|

Sekil 4.13. Basit nanog¢oktiirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu ZNP’nin SEM

goriintiileri.

Flas nanocoktiirme yontemi ile optimum proses kosullarinda iiretilen sila yagi
dolgulu/dolgusuz zein nanopartikiilleri taramali elektron mikroskobu (SEM) gériintiileri
Sekil 4.14’de gosterilmektedir. Dolgusuz zein nanopartikiillerinin basit nano¢oktiirme
yontemindeki sonuglara benzer amorf, sekilsiz ve diizensiz forma sahip oldugu
gorilmiistiir. Flag nanogoktiirme yontemi ile tiretilmis sigla yagi dolgulu optimum zein
nanopartikiillerinin (FN-ZNP) ise piiriizsiiz, kiiresel, ylizey girinti ve ¢ikintisiz ve
homojen boyut dagilimma sahip oldugu goriilmektedir. DLS Olgimleri ve SEM
goriintiileri birbirleri ile uyumludur. Zein, protein yapisindan kaynakli olarak tek formlu
olmayan ancak tek dagilimli ve birbiri ile i¢ ice gecmis nanopartikiiller olusturmustur
(Thankappan vd., 2020). Zein nanopartikiil ¢alismalarinda yasanan en biiyiik sorun
toplanma egilimi ve yeniden dagilabilirlik &zellikleridir. Bu sorunu oOnlemek igin,
iretim asamasinda stabilizator kullanilabilir veya partikiil ylizeyine yiizey-aktif

maddeler kullanilarak kaplama yapilabilir (Raza vd., 2020).
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Sekil 4.14. Flas nanog¢Oktiirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu ZNP’nin SEM

goriintiileri.

Sentetik polimerler kullanilarak nanopartikiil olusumu, ¢o6zelti iginde dagilmis
monomerlerin  polimerizasyonu veya yeniden bi¢imlendirilmis  polimerlerin
dispersiyonunu igerir. Nanog¢oktiirme yontemi yeniden bigimlendirilmis polimerlerin
dispersiyonunu igeren kolay ve tekrarlanabilir bir yontemdir (Ephrem vd., 2014).
Polikaprolakton, e-kaprolakton polimerlesmesi (homopolimer) ile elde edilen diisiik
molekdil agirlikli, biyo¢dziiniir, yart kristal yapida alifatik bir poliyesterdir (Ramanujam
vd., 2018).

Basit nanocoktiirme yontemiyle dolgusuz ve farkli oranlarda sigla yagi dolgulu
PCL nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri Sekil 4.15°de
gosterilmektedir. (Ramanujam vd., 2018). Sigla yagi dolgusuz ve dolgulu
nanopartikiillerinin piirlizsliz, kusursuz kiiresel, ylizey girinti ve ¢ikintisiz ve boyut
dagiliminin homojen (uniform) ve tek dagilimli (monodisperse) oldugu goriilmektedir.
Sigla yagi orami arttikca nanopartikiillerin boyutlart dinamik 11k sacilimi (DLS)
Olctimleri ile uyumlu olarak artmistir. Bu sonug, PCL nanopartikiilleri igine sigla
yaginin bagari ile dolduruldugunu gostermektedir. Basit nanogoktiirme yontemi ile elde
edilen nanopartikiillerin SEM goriintiilerinde homojen ve tek dagilimli bireysel
nanopartikiiller optimum olarak secilen PCL-SL2 6rneginde goriilmiistiir. Yiiksek sigla
yag1 oranlarinda, PCL-SL5 ve PCL-SL7 orneklerinde goriilen partikiillerin dendritik
uzantilarla birbirlerine baglandigi goriilmiistiir. Bu yapilar, organik solvent faz akisinin
neden oldugu araylizey tiirbiilansiyla hizla olusan partikiillerin diger partikiillerin
etrafin1 sarmas1 ve bazi bolgelerde yetersiz karismasi nedeni ile olugsmus olabilir (Guo
vd., 2023). Ote yandan, sigla yagn igeriginde saflastirma Onisleminde kismen
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ayrismayan birtakim regine benzeri organik molekiillerin partikiiller etrafinda bu ipliksi
yapilar1 olusturdugu diisiiniilebilir. Bu sonuca gore, partikiil boyutunun biiyiimesi,
piiriissiiz  kiiresel yapmin bozulmasi, agregasyonlarin olusmasi agisindan basit
nanog¢Oktiirme yontemiyle PCL nanopartikiil tiretiminde %5 sigla yagi oranindan daha

yiiksek degerlerde yiikleme yapilamayacagi ongoriilmiistiir.
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Sekil 4.15. Basit nanog¢dktiirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL-NP’nin SEM

goriintiileri.

Flas nanog¢oktiirme yontemiyle dolgusuz ve farkli oranlarda sigla yagi dolgulu
PCL nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri Sekil 4.16’da
gosterilmistir.  Sigla yagi dolgusuz/dolgulu nanopartikiillerinin  homojen, kiiresel,
plirlizsiiz, kusursuz yiizey girinti ve ¢ikintisiz ve tek boyut dagilimma sahip oldugu
goriilmektedir. Sigla yagi oran1 arttikga nanopartikiillerin boyutlar1 dinamik 1s1k sagilimi
(DLS) olgtimleri ile uyumlu olarak artmistir. Bu sonug, PCL nanopartikiilleri igine sigla
yag1 yiikklemesinin gergeklestigini gostermektedir. Flas nanogdktiirme yontemi ile elde
edilen nanopartikiillerin SEM goriintiilerinde homojen ve tek dagilimli bireysel
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nanopartikiiller optimum olarak secilen PCL-SL3 6rneginde goriilmiistiir. Yiiksek sigla
yagi oraninda, PCL-SL5 0Ornegi nanopartikiillerinde, kiiresel kapsiillerin dendritik
uzantilarla birbirlerine baglandig1 goriilmiistiir. Bu yapi, flas akisin neden oldugu
tiirbiilansli karisimin ara yiizeyde hizla olugsan negatif zeta potansiyel degerine sahip
partikiillerin diger partikiillerin etrafin1 sarmasi1 ve bazi bolgelerde yetersiz karigmasi
nedeni ile olusmus olabilir (Guo vd., 2023). Ote yandan, sigla yag: iginde bulunmasi
muhtemel olan regine benzeri organik molekiillerin partikiiller etrafinda bu ipliksi
yapilart olusturdugu diisliniilebilir. Bu sonuca gore, partikiill boyutunun biiylimesi,
puriissiiz  kiiresel yapinin bozulmasi, agregasyonlarin olusmasi acgisindan flag
nanogoktiirme yontemiyle PCL nanopartikiil tiretiminde %5 sigla yag1 oranindan daha

yiiksek degerlerde ylikleme yapilamayacagi 6ngoriilmiistiir.

EHT = 15.00 kV Zone Mag = 12.00 KX ] EMT = 15.00 kv Zone Mag = 15.00 K X —

EHT=1500kV  ZoneMag= 1S00KX P | EHT=1500kV  ZoneMag = 1S00KX | 4

Sekil 4.16. Flas nanog¢oktiirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL-NP’nin SEM

goriintiileri.
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4.9. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Sigla yag1 dolgulu/dolgusuz nanopartikiillerin yapisindaki farkli etkilesimlerde
bulunan fonksiyonel gruplarin kimyasal yapilar1 FTIR analizi ile karakterize edilmistir.
Arastirmada, sigla yagi, dolgusuz zein nanopartikiilleri ve basit ve flag nanoc¢oktiirme
yontemleriyle iiretilen optimum zein nanopartikiillerinin FTIR spektrumlar1 incelenmis
ve paternler Sekil 4.17°de sunulmustur. Spektrumlarin 4000 ile 600 cm™ araliginda
taranan belirgin pikleri gdosterilmigtir. Dolgusuz zein nanopartikiillerinin FTIR
spektrumlari, sirasiyla 1650 ve 1530 cm™de tipik amid 1 ve II pikleri gdstermistir
(Tavares vd., 2021). Amid I band1 karbonil C=0 gerilme titresimine karsilik gelirken,
amid II bandi hem C-N gerilme titresiminden hem de C-N-H diizlem i¢i biikiilmeden
kaynaklanmaktadir (Zou vd., 2012). Ote yandan si18la yag1, FTIR spektrumunda 3500,
2950 ve 1636-1100 cm™'deki giiclii absorpsiyon bantlari sirasiyla aromatik esterler,
karboksilik asitler ve alkoller gibi poliflavanoidlerin C-H gerilme, C=C gerilme ve C-O

gerilme titresimleri ile karakterize edilmektedir (Patle vd., 2020).

Genel olarak, hem dolgusuz zein hem de sigla yaginin kimyasal yapilarinda yer
alan fonksiyonel gruplar sigla yagi dolgulu zein nanopartikiillerinin spektrumlarinda da
karsimiza c¢ikmakta ancak etkilesimlerin siddetlerinde degisimler ve spektrumlarda
degisen dalga boylarma (cm™) karsilik gelen % gegcirgenlik degerlerinde farkliliklar

olusturmaktadir.
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Sekil 4.17. Basit ve Flas nanog¢oktiirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu ZNP’nin
FTIR spektrumu.

Sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL nanopartikiillerinin FTIR spektrumu basit
nano¢oktiirme yontemi igin Sekil 4.18’de ve flag nanog¢oktiirme yontemi igin Sekil
4.19°da sunulmustur. Dolgusuz PCL i¢in, 1708 cm™ yakimindaki karbonil gerilme gibi
giiclii band1 ve 2946-2869, 1293, 1238 and 1165 cm? gerilme bantlar1 sirastyla CHz, C-
C, asimetrik COC ve OC-O titresimlerine karsilik gelmektedir (Sanna vd., 2013). Ote
yandan sigla yagi, FTIR spektrumunda 3500, 2950 ve 1636-1100 cm™'deki giiclii
absorpsiyon bantlar1 sirasiyla aromatik esterler, karboksilik asitler ve alkoller gibi
poliflavanoidlerin C-H gerilme, C=C gerilme ve C-O gerilme titresimleri ile karakterize
edilmektedir (Patle vd., 2020). Sigla yagi dolgulu PCL nanopartikiillerinin dolgusuz
PCL ve sigla yag1 kimyasal titresimlerine karsilik gelen Ortiisen sinyaller icermesi
iiretilen nanopartikiillerin bilesimini desteklemektedir. Sigla yag1 orani arttikca, PCL
titresim bantlarinin dalga boylarina (cm™) karsilik gelen % gecirgenlik degerlerinde
azalma goriliirken, sigla yaginin spektrumuna karsilik gelen titresim bantlarinin %

gecirgenlik degerlerinde artig gézlenmistir.
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Sekil 4.18. Basit nanog¢Oktiirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL

nanopartikiillerinin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.19. Flas nanogoktirme yontemi sigla yagi dolgusuz/dolgulu PCL

nanopartikiillerinin FTIR spektrumu.
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4.10. Fiziksel Analiz Sonuclar:

Basit ve flas nanocoktiirme yontemleri i¢in optimum iiretim kosullarinda elde
edilen zein ve PCL nanopartikiil tozlarinin (Resim 4.4) fiziksel 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in; renk, nem igerigi, su aktivitesi, yigm ve sikistirilmis yogunluk,
akabilirlik ve ¢oziliniirlik analizleri uygulanmistir. Resim 4.4’de, basit nanogoktiirme
yontemi ile elde edilen optimum PCL nanopartikiilleri BNP-PCL ve flas nanoc¢oktiirme
yontemi ile elde edilen optimum PCL nanopartikiilleri FNP-PCL, basit nanoc¢oktiirme
yontemi ile elde edilen optimum zein nanopartikiilleri BNP-Zein ve flag nano¢oktiirme

yontemi ile elde edilen optimum zein nanopartikiilleri FNP-Zein, olarak kodlanmaistir.

Resim 4.4. Basit ve flag nanog¢oktiirme yontemleri ile sigla yagi dolgulu optimum zein

ve PCL nanopartikiil tozlarinin goriiniimii.

Basit ve flas nanog¢Oktiirme iiretim yontemleri ile zein ve PCL kaplama
materyallerinin nanopartikiillerin fiziksel 6zellikleri tizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in
gerceklestirilen analizlerin  her biri istatistiksel acgidan incelenmistir. Optimum

nanopartikiil tozlarin fiziksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.35’de verilen tabloda
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Ozetlenmistir. Basit nanog¢Oktiirme yontemi ile elde edilen optimum zein
nanopartikiilleri BN-ZNP, flag nanoc¢Oktiirme yontemi ile elde edilen optimum zein
nanopartikiilleri FN-ZNP, Basit nanog¢oktiirme yontemi ile elde edilen optimum PCL
nanopartikiilleri BN-PCL-NP ve flas nanog¢oktiirme yontemi ile elde edilen optimum
PCL nanopartikiilleri FN-PCL-NP olarak kodlanmustir.

Cizelge 4.35. Sigla yag1 ve basit ve flag nanocoktiirme yontemleri ile elde edilen

optimum zein ve PCL nanopartikiillerinin fiziksel analiz sonuglari.

Fiziksel Ozellikler BN-ZNP FN-ZNP BN- PCL -NP EN- PCL -NP
L* 87,84+0,66 86,75+1,81 91,68+1,09 93,07+0,28
a* -1,21+0,09 -0,94+0,02 -0,82+0,06 -0,92+0,03
b* 18,18+0,29 15,31+1,37 4,38+0,09 3,56+0,05
Chroma 18,224+0,29 17,41+1,16 4,46+0,09 3,68+0,05
Hue 93,79+0,28 93,27+0,13 100,5+0,55 104,5+0,34
Nem icerigi (%) 7,00+0,62 8,78+1,37 7,97+0,04 7,38+1,42
Su aktivitesi (aw) 0,462+0,004 0,396+0,019 0,385+0,013 0,372+0,012
Y1gin yogunluk (ps ,kg/m?) 118+0,002 71+0,011 850,004 820,006
Sikistirilmis yogunluk (pt ,kg/m?) 158+0,015 113+0,018 117+0,004 12140,008
Akabilirlik (Carr Indeks) 25,00+5,40 37,50+0,00 27,02+2.85 32,34+1,47
Coziiniirliik (%) 8,13+1,59 5,76£1,17 14,0242.36 9,95+1,27

Nanopartikiil tozlarinin duyusal ¢ekiciligi ve kalite 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla renk oOzellikleri, L* parlaklik (lightness); a* kirmizilik/yesillik; b*
sartlik/mavilik; Chroma renk doygunlugu ve Hue renk tonu acis1 Olgiitleri ile
incelenmistir. L* degeri, O=siyah ve 100=beyaz renge karsilik gelir; a* degeri,
+a*=kirmizi ve —a*=yesil rengi belirtir; b* degeri, +b*=sar1 ve —b*=mavi rengi belirtir.
Sigla yagi1 kaplama materyallerinin renkleri zein i¢in sar1 PCL i¢in beyaza yakin renkte
oldugu i¢in nanopartikiil tozlarinin renklerinin kaplama materyali rengine yakin olmasi
beklenmektedir. Sigla yagi rengine yakin koyu gri-kahve rengi tozlar iyi kaplama
yapilmadiginin bir gostegesidir. Cizelge 4.35’de renk degerleri incelendiginde, zein
orneklerinin L* degerleri 86,75 ile 87,84 arasinda, a* degerleri -0,94 ile -1,21 arasinda,
b* degerleri 15,31 ile 18,18 arasinda, Chroma degerleri 17,41 ile 18,22 arasinda ve Hue
degerleri ise 93,27 ile 93,79 arasinda degisiklik gostermistir. Bu degerler
incelendiginde, zein nanopartikiillerinin L* degeri yliksek ve kaplama materyali rengine
yakin agik, hafif sar1 ve doygun renge sahip oldugu goriilmektedir. PCL 6rneklerinin L*
degerleri 93,07 ile 91,68 arasinda, a* degerleri -0,82 ile -0,92 arasinda, b* degerleri 3,56
ile 4,38 arasinda, Chroma degerleri 3,68 ile 4,46 arasinda ve Hue degerleri ise 100,5 ile
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104,5 arasinda

degisiklik  gOstermistir.

Bu degerler incelendiginde, PCL

nanopartikiillerinin L* degeri olduk¢a yiiksek ve kaplama materyali rengine yakin agik,

beyaz ve doygun renge sahip oldugu goriilmektedir. Nanopartikiillerin renk o6zellikleri

incelendiginde, materyal tiirlinlin tiim degerler iizerine istatistiksel olarak anlamli etkisi

oldugu goriiliirken, b* ve Hue degerleri {izerine yontem tiiriiniin de istatistiksel olarak

onemli etkisi oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.37).

Cizelge 4.36. L*, a* , b*, Chroma ve Hue degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu

Karsilastirma Testi Sonugclari.

L* a* b*

BN FN BN FN BN FN

Yontem  89,7640,92 89,912149  -1,01%:0,09 -0,93%+0,01  11,28%+3,08 9,43%+2.65
ZEIN PCL ZEIN PCL ZEIN PCL
Materyal  87,29°+055 92,37%043  -1,07°+0,06  -0,87°+0,02  16,43%+0,74 3,79°+0,18
Chroma Hue
BN FN BN FN
Yontem 11,34%+3,08 10,55%3,09 97,18°+1,52 98,90%+2,52
ZEIN PCL ZEiN PCL

Materyal 17,822+0,36 4,07°+0,18 93,54P+0,14 102,55%+0,90

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere
sahip tiretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.37. L*, a* |

b*, Chroma ve Hue degerlerinin degerlerine ait varyans analiz

sonugclari.
L* a* b*
SD KO F KO F KO F
Yéntem 1 0,06900833 0,06 0,01840833 5,74 10,2120750 20,67
Materyal 1 77,36840833 62,15  0,12607500 39,30  489,346408 9905
Yéntem*Materyal 1 4,62520833 3,72 0,10267500  32,00™  3,1724083 6,42"
Hata 8  1,24480000 0,00320833 0,4940167
C* h
SD KO F KO F
Yontem 1 1,8802083 5,23 8,8408333 68,41
Materyal 1 567,0500083 1576,60™" 244,0812000 1888,56™"
Yontem*Materyal 1 0,0006750 0,00 15,0528000 116,477
Hata 8 0,3596667 0,1292417

*p<0,05 ,**p<0,01 ve ***p<0,001

Optimum nanopartikiil tozlariin nem igerigi ve su aktivitesi 6zellikleri, partikiil

stabilitesini ve akabilirlik 6zelliklerini dogrudan etkilemektedir. Dondurarak kurutma

yapilarak iiretilen optimum zein nanopartikiil tozlar1 nem igerikleri %7,00 ile %8,78
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araliginda ve su aktivitesi degerleri 0,39 ile 0,46 araliginda degisim gosterirken; PCL
nanopartikiil tozlar1 nem igerikleri %7,38 ile %7,97 araliginda ve su aktivitesi degerleri
0,37 ile 0,38 araliginda degisim gostermistir. Nanopartikiillerin nem 6zellikleri iizerine
materyal ve yontem cesidi agisindan istatistiksel olarak dnemli bir etki goriillmezken su
aktivitesi degerlerleri lizerine materyal tiirliniin istatistiksel olarak onemli etkisi oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.39). PCL nanopartikiilleri, zein nanopartikiillerinden daha

diisiik nem igerigine ve su aktivitesi degerlerine sahip bulunmustur (Cizelge 4.38).

Cizelge 4.38. Nem ve su aktivitesi degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu

Karsilastirma Testi Sonuclari.

Nem (%) Su aktivitesi (aw)
Yontem BN FN BN FN
7,49%+0,33 8,08%+0,69 0,425%:0,03 0,385%:0,01
Materyal ZEIN PCL ZEIN PCL
7,89°+0,67 7,67°+0,44 0,433%:0,02 0,378%0,01

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere
sahip tiretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.39. Nem ve su aktivitesi degerlerine ait varyans analiz sonuglari.

Nem (%) Su aktivitesi (aw)
SD KO F KO F
Yontem 1 0,70805000 0,66 0,00320000 6,10
Materyal 1 0,09245000 0,09 0,00605000 11,52°
Yontem*Materyal 1 2,78480000 2,60 0,00125000 2,38
Hata 4 1,07052500 0,00052500

Toz iiriinlerin tasima, isleme ve depolama kalitesi akabilirlik, sikistirilabilirlik ve
y1gin yogunluk gibi fiziksel 6zelliklere baghdir (Jallo vd., 2012). Yigin yogunluk ve
sikigtirilmis yogunluk degerleri arasindaki fark toz partikiillerinin aralarindaki van der
Waals etkilesimleri, toz adhezyon/kohesyon kuvvetleri, elektrostatik kuvvetler, partikiil
yiizey alani ve partikiil boyutu 6zellikleri ile dogrudan iligkilidir (Mullarney vd., 2011).
Genellikle, 30 pm partikiill boyutu altindaki tozlarmm tasima ve isleme siiregleri,
aralarindaki giiclii etkilesimlerden dolay1 zordur. Bu etkilesimleri ve aggregasyonlari
onlemek i¢in, nanopartikiillerin yiizeyi kuru kaplama ile modifiye edilmektedir (Jallo
vd., 2012). Nanopartikiil tozlarinin partikiill yogunluklar1 incelendiginde, zein
nanopartikiillerinin y1gin yogunluk degerleri 71 ile 118 kg/m® arasinda degisirken,

sikistirlmis  yogunuk degerleri 113 ile 158 kg/m® arasinda degismektedir. PCL
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nanopartikiillerinin y18m yogunluk degerleri 82 ile 85 kg/m® arasinda degisirken,
sikistirilmis yogunuk degerleri 117 ile 121 kg/m? arasinda degismektedir. Toz iiriinlerin
y1gm yogunlugunun diisiik olmasi1 hava boslugu igeriginin fazla oldugu anlamina gelir
Ki bu akabilirligi zorlagtirabilir ve depolama siirecinde oksidasyonla sonuglanabilir.
Nanopartikiillerin yi1gin yogunluk degerleri iizerine materyal g¢esidinin istatistiksel
olarak 6nemli bir etkisi goriiliirken sikistirilmis yogunluk degerlerleri tizerine yontem

ve materyal tiiriintin istatistiksel olarak etkileri 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.41).

Carr (1965) toz iiriinlerin akabilirlik durumunu y1gin yogunluk ve sikistirilmis
yogunluk ozelliklerini kullanarak belirledigi Carr Indeks (CI) degerine gore
belirlemistir. Buna gore, CI<15 oldugu durumda akabilirlik ¢ok iyi, CI=15-20 arasinda
akabilirlik iyi, CI=20-35 arasinda akabilirlik zayif CI=35-45 arasinda akabilirlik kot ve
CI>45 oldugu durumda akabilirlik c¢ok kotii olarak tanimlanmistir. Optimum
nanopartikiil tozlarinin akabilirlik degerleri incelendiginde zein nanopartikiillerinin CI
degerleri 25,00 ile 37,5 araliginda; PCL nanopartikiillerinin CI degerleri 27,02 ile 32,34
araliginda hesaplanmistir. Optimum nanopartikiil tozlarinin hepsinin zayif akabilirlik
ozelligi gosterdigi ve iiretim yoOntemi tiiriinden istatistiksel olarak onemli diizeyde

etkilendigi belirlenmistir (Cizelge 4.41).

Optimum nanopartikiil tozlarinin suda ¢6ziinebilirlik 6zellikleri incelendiginde
zein nanopartikiilleri %5,76 ile %8,13 araliginda ¢oziiniirken, PCL nanopartikiillerinin
%9,95 ile %14,02 araliginda ¢ozlindiigli goriilmiistiir. Nanopartikiillerin ¢ozlintirliik
ozellikleri tizerine yontem ve materyal tiiriniin her ikisinin de istatistiksel olarak 6nemli

etkisi oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.41).

Cizelge 4.40. Yigin yogunluk, sikistirllmis yogunluk ve Carr Index degerlerinin

ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi Sonuglari.

Yigin yogunluk (pb ,kg/m®) Sikistirilmis yogunluk (pr ,kg/m®)
Yontem BN FN BN FN
1022+0,01 76°+0,00 1382+0,01 1172+0,01
Materyal ZEIN PCL ZEIN PCL
952+0,01 842+0,00 136%+0,02 1192+0,00
Carr Index Coziiniirliik (%)
Yontem BN FN BN FN
25,88%+1,88 34,892+1,56 11,07%+1,88 7,862+1,30
Materyal ZEIN PCL ZEIN PCL
31,13%+3,99 29,65%1,78 6,95%0,89 11,98%1,41

Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere
sahip tiretimler arasi fark yoktur.
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Cizelge 4.41. Y1gin yogunluk, sikistirllmis yogunluk ve Carr Index degerlerine ait

varyans analiz sonuglari.

Yigin yogunluk (kg/m?®) Sikistirilmig yogunluk (kg/m®)

SD KO F KO F
Yontem 1 0,00132612 30,23" 0,0008405 5,35
Materyal 1 0,00023112 5,27 0,0005445 3,47
Yontem*Materyal 1 0,00099013 22,57 0,0012005 0,0506
Hata 4 0,00004388 0,0001570

Carr Index Coziiniirliik

SD KO F KO F
Yontem 1 162,4503125 16,46" 20,6403125 7,42
Materyal 1 4,3365125 0,44 50,7528125 18,25
Yontem*Materyal 1 27,9378125 2,83 1,4878125 0,54"
Hata 4 9,8671125 2,7809375

*p<0,05 ,**p<0,01 ve ***p<0,001

4.11. Kimyasal Analiz Sonuglari

Basit ve flas nanog¢Oktiirme yontemleri i¢in optimum {iiretim kosullarinda elde
edilen zein ve PCL nanopartikiil tozlarmin kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi igin;
toplam fenolik madde miktari, antioksidan kapasiteleri ve trans-sinnamik asit bilesen
miktart belirleme analizleri uygulanmstir. Basit/flas nanogoktiirme iiretim yontemleri
ve zein/PCL kaplama materyallerinin nanopartikiillerin kimyasal 6zellikleri iizerine
etkilerinin belirlenmesi icin gerceklestirilen analizlerin her biri istatistiksel agidan
incelenmistir. Sigla yaginin ve optimum nanopartikiil tozlarin kimyasal analiz sonuglari
Cizelge 4.42°de verilen tabloda 6zetlenmistir. Basit nanogOktiirme yontemi ile elde
edilen optimum zein nanopartikiilleri BN-ZNP, flas nano¢dktiirme yontemi ile elde
edilen optimum zein nanopartikiilleri FN-ZNP, Basit nano¢dktiirme yontemi ile elde
edilen optimum PCL nanopartikiilleri BN-PCL-NP ve flai nanogoktiirme yontemi ile
elde edilen optimum PCL nanopartikiilleri FN-PCL-NP olarak kodlanmustir.
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Cizelge 4.42. Sigla yag1 ve optimum zein ve PCL nanopartikiillerinin kimyasal analiz

sonugclari.
Ornekler TFM DPPH ABTS TSA miktar1
(mg GAE/gKM)  (mg TE /g KM) (mg TE /ml) (mg/g KM)
Sigla Yag (mg/ml ) 26,40+0,07 7,07£2.29 0,27+0,01 22,33
Agiz ortami 18,02
Mide ortami 16,71
Bagirsak ortami 20,63
BN-ZNP 2,388+0,06 0,864+0,003 0,14+0,003 2,074+0,18
Agiz ortami 0,868+0,02 0,41040,01 0,529+0,03
Mide ortami1 1,184+0,01 0,749+0,02 1,592+0,05
Bagirsak ortami 1,598+0,21 0,698+0,03 1,363+0,02
FN-ZNP 1,839+0,25 0,910+0,004 0,21+0,003 1,075+0,07
Ag1z ortami 1,281+0,24 0,323+0,01 0,344+0,01
Mide ortami 1,209+0,26 0,636+0,02 1,065+0,07
Bagirsak ortami 1,594+0,05 0,627+0,001 0,441+0,00
BN-PCL-NP 1,599+0,01 0,873+0,015 0,35+0,01 1,833+0,00
Ag1z ortami 0,649+0,02 0,354+0,01 0,461+0,00
Mide ortami 1,158+0,16 0,728+0,02 1,066+0,00
Bagirsak ortami 1,569+0,06 0,442+0,01 0,875+0,14
FN-PCL-NP 1,693£0,05 0,883+0,004 0,39+0,005 1,405+0,07
Ag1z ortami 0,991+0,04 0,303+0,01 0,997+0,12
Mide ortami 1,051+0,18 0,622+0,04 1,157+0,013
Bagirsak ortami 1,438+0,24 0,625+0,003 0,902+0,02
Saf Zein 0,18+0,05 0,16+0,02
Saf PCL 0,10+0,04 0,09+0,03

Saflastirma Onigleminden gercirilmis sigla yaginin toplam fenolik madde (TFM)
miktart 26,40 mg GAE/ml, antioksidan aktivitesi 7,07 mg TE/ml (DPPH) ve 0,27 mg
TE/ml (ABTS+) ve igerigindeki trans-sinnamik asit (TSA) miktar1 22,33 mg/ml olarak
tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgularda sigla yagi ekstraktinin
toplam fenolik madde igerigi 96.34 mg GAE/g olarak tespit edilmis; antioksidan analiz
sonuglarinda ise 80.34 pg/mL (DPPH) ve 51.20 ug/mL (ABTS+) antioksidan aktivite
sergiledigini ortaya konmustur (Ulusoy vd., 2021). Ote yandan, sigla yapraklarmin
etanolik ekstraktinin antioksidan aktivitesi (DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesi)
ICs0 degeri 3.11+£0.024 mg/mL olarak belirlenmistir (Sara¢ ve Sen, 2014). Biyoaktif
maddeler olarak fenolik bilesikler antioksidan &zelliklere sahip olduklarindan, sigla
yagindan elde edilen ekstrakt, yag veya regine gibi maddelerde goriilen toplam fenolik
madde miktar1 ve antioksidan aktivitedeki farkliliklar toplam sekonder metabolit

iceriklerindeki farkliliklardan kaynakli olabilir.

Optimum nanopartikiil tozlarinin toplam fenolik madde (TFM) miktarlar1 zein
nanopartikiilleri i¢in 1,84 ile 2,38 mg GAE/g KM araliginda degisirken, PCL
nanopartikiilleri i¢in 1,59 ile 1,69 mg GAE/g KM araliginda tespit edilmistir.
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Nanopartikiil tozlarinin TFM degerleri, igeriklerindeki sigla yagi orani ile iliskili olarak
zein nanopartikiillerinde PCL nanopartikiillerine gore daha fazla tespit edilmistir.
Nanopartikiil tozlarmin toplam fenolik madde degerleri {lizerine materyal c¢esidinin
istatistiksel olarak Onemli bir etkisi oldugu bulunmustur (Cizelge 4.44). Kaplama
materyali olarak sec¢ilen dolgusuz zein ve PCL materyallerinin TFM miktarlar1 sirasiyla

0,18 ve 0,10 mg GEA/g KM olarak bulunmustur.

Sigla yag yiiklii optimum nanopartikiil tozlart DPPH serbest radikallerini inhibe
eden antioksidan 6zellik gostermistir. Optimum nanopartikiillerin antioksidan kapasitesi
degerleri zein nanopartikiilleri i¢in 0, 86 ile 0,91 mg TE/g KM araliginda degisirken,
PCL nanopartikiilleri i¢in 0,87 ile 0,88 mg TE/g KM araliginda tespit edilmistir.
Optimum  nanopartikiill ~tozlarimin  antioksidan kapasiteleri zein ve PCL
nanopartikiillerinde birbirlerine yakin degerlerde tespit edilmistir. Nanopartikiil
tozlarinin antioksidan kapasite degerleri lizerine yontem cesidinin istatistiksel olarak
onemli bir etkisi oldugu bulunmustur (Cizelge 4.44). Kaplama materyali olarak segilen
dolgusuz zein ve PCL materyallerinin antioksidan kapasiteleri sirasiyla 0,16 ve 0,09 mg

TE /g KM olarak bulunmustur.

Optimum nanopartikiil tozlarinin igerigindeki trans-sinnamik asit (TSA) miktar1
incelenmis ve zein nanopartikiilleri i¢in 2,07 ile 1,07 mg/g KM araliginda tespit
edilirken, PCL nanopartikiilleri i¢in 1,83 ile 1,41 mg mg/g KM araliginda tespit
edilmigtir. Farkli formiilasyonlara sahip optimum nanopartikiil tozlarinin TSA
miktarlar1 {iretim yOntemine bagli kayiplar igerebilir. Optimum zein ve PCL
nanopartikiillerinin TSA miktarlar1 birbirlerine yakin degerlerde tespit edilmistir.
Nanopartikiil tozlarinin TSA miktarlar1 {izerine yontem ¢esidinin istatistiksel olarak

Oonemli bir etkisi oldugu bulunmustur (Cizelge 4.44).

ABTS" serbest radikal siipiirme ile antioksidan kapasite belirleme analizinde,
saflagtirma Onisleminden gergirilmis sigla yagimin ICso degeri 0,27 mg/ml, olarak tespit
edilmistir. Optimum nanopartikiil tozlarinin ABTS" serbest radikal stipiirme miktarlari
icin ICso degerleri basit ve flas nanog¢Oktiirme yoOntemleri igin sirasiyla zein
nanopartikiillerinde 0,14 ile 0,21 mg/ml araliginda degisirken, PCL nanopartikiillerinde
ise 0,35 ile 0,39 mg/ml araliginda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.43. Optimum nanopartikiillerin toplam fenolik madde (TFM), antioksidan ve
trans-sinnamik asit (TSA) degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma

Testi Sonuglari.

TFM DPPH TSA
(mg GAE/g KM) (mg TE /g KM) (mg/g KM)
Yontem BN FN BN FN BN FN
1,99%023  1,77+0,08 0,868°+:0,005  0,897%+0,007  1,89%+0,06  1,15%+0,08
Materyal ZEIN PCL ZEIN PCL ZEIN PCL

2,11%+0,17  1,64°+0,03  0,888%0,01 0,8782+0,005  1,47%+0,18 1,62%+0,13
Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere
sahip iiretimler arasi1 fark yoktur.

Cizelge 4.44. Optimum nanopartikiillerin Toplam fenolik madde (TFM), antioksidan ve

trans-sinnamik asit (TSA) degerlerine ait varyans analiz sonuglari.

TFM DPPH TSA
(mg GAE/g KM) (mg TE /g KM) (mg/g KM)
sSD KO F KO F KO F
Yontem 1 010328513 5,81 0,00165313 25.00™ 1,63676486 110,80
Materyal 1 0,43758013 24,61™ 0,00019013 2,88  0,05899318 3,99
Yontem*Materyal 1 0,20704613 11,64 0,00066613 10,07" 0,14447716 9,78"
Hata 4 0,01778312 0,00006613 0,01477187

*p<0,05 ,**p<0,01 ve ***p<0,001

Yiiksek oranda hidrofobik biyoaktif maddeler iceren sigla yagi, genellikle ¢oziiniir
hale geldikten sonra gastrointestinal sivilarda mukus tabakasindan gecerek epitel
hiicreler tarafindan emilir (Yao vd., 2018). Calismada sigla yaginin in Vvitro
biyoerisilebilirligi ve optimum nanopartikiillerin gastroinstestinal emilim potansiyeli
statik in vitro agiz, mide ve bagirsak sindirim simiilasyon ortamlarindan gegirilirelerek
bu ortamlarda salinan sigla yagi konsantrasyonlari Olc¢lilmesiyle tespit edilmistir.
Optimum zein ve PCL nanopartikiilleri farkli formiilasyonlara sahip olmalarindan
dolay1 gastrointestinal ortamlardaki davraniglarinda da kayda deger farkliliklar
bulunmaktadir. n vitro sindirim ortamlarinda tespit edilen TFM miktarlar1, antioksidan
kapasiteleri ve TSA miktarlar1 Cizelge 4.42’de verilmistir. Genel olarak, TFM
miktarlari, antioksidan kapasiteleri ve TSA miktarlart agiz ortaminda en diigiik olarak
tespit edilirken, mide ve bagirsak ortamlarinda kayda deger 6lgiide artmis ve birbirlerine
yakin degerlerde tespit edilmistir. Bu sonug, ¢ézilinen sigla yaginin gastrik ve bagirsak
sindirim ortamlarinda bulunan safra tuzu ve peptitlerin varlig1 ile miseller ve kompleks

yapilar olusturmus olmalarindan kaynaklanmis olabilir (Yao vd., 2018). Ote yandan,
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optimum nanopartikiil tozlarmin sindirim simiilasyon ortamlarindaki salinim yiizdeleri
ile TFM miktarlari, antioksidan kapasiteleri ve TSA miktarlar1 degerleri birbirleri ile
uyumlu korelasyon gostermistir. Genel olarak, TFM miktarlar1 agiz ortaminda en disiik
olarak tespit edilirken, mide ve bagirsak ortamlarinda kayda deger 6l¢iide artmis ve
birbirlerine yakin degerlerde tespit edilmistir (Cizelge 4.45). Agiz ortaminda tespit
edilen TFM miktar1 yontem ve materyal ¢esidinin her ikisinden de istatistiksel olarak

onemli dlgiide etkilenmektedir (Cizelge 4.46).

Cizelge 4.45. Optimum nanopartikiillerin agiz,mide ve bagirsak ortaminda tespit edilen

TFM miktar1 degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi

Sonugclari.
TFM miktar1 (mg GAE/g KM)
Ag1z ortam Mide ortam Bagirsak ortami
Yontem BN FN BN FN BN FN
1,075*+0,14 0,820*+0,10 1,171%+0,05 1,130%+0,10 1,584%+0,06 1,516%+0,10
Materyal ZEIN PCL ZEIN PCL ZEIN PCL

0,759%+0,06  1,136%+0,11  1,197%+0,07 1,105°+0,07 1,596°+0,06 1,503%+0,08
Aymn satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere
sahip tretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.46. Optimum nanopartikiillerin agiz,mide ve bagirsak ortaminda tespit edilen

TFM miktar1 degerlerine ait varyans analiz sonuglari.

TFM miktar1 (mg GAE/g KM)

Ag1z ortam Mide ortam Bagirsak ortam
SD KO F KO F KO F
Yontem 1 0,28501250 18,42 0,00340312 0,11  0,00918012 0,34
Materyal 1 0,12954050 8,37 0,01702013 0,53  0,01720513 0,64
Yontem*Materyal 1  0,00252050 0,16 0,00864612 0,27  0,00812813 0,30
Hata 4  0,01547400 0,03198113 0,02704863

*p<0,05 ,**p<0,01 ve ***p<0,001

Optimum zein ve PCL nanopartikiilleri farkli yontem ve formiilasyona sahip
olmalarindan dolay1 gastrointestinal ortamlardaki salimmlarinda da farkliliklar
bulunmaktadir. Genel olarak, antioksidan kapasiteleri agiz ortaminda en diisiik olarak
tespit edilirken, mide ve bagirsak ortamlarinda kayda deger dl¢iide artmis ve birbirlerine
yakin degerlerde tespit edilmistir (Cizelge 4.47). Bu durumun sigla yagi

nanopartikiillerinin in vitro sindirim ortamlarindaki salinim oranlariyla dogrudan iliskili
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oldugu disiiniilmektedir. Nitekim, agiz ortaminda sigla yagi salim orani en diisiiktiir.
Optimum nanopartikiillerin antioksidan kapasiteleri agiz, mide ve bagirsak sindirim
ortamlarinin hepsinde yontem ¢esidinden istatistiksel olarak 6nemli dlciide etkilenirken,
agiz ve bagirsak ortamlarinda yontem ve materyal ¢esidinin her ikisinden de istatistiksel

olarak 6nemli 6lgiide etkilenmektedir (Cizelge 4.48).

Cizelge 4.47. Optimum nanopartikiillerin agiz,mide ve bagirsak ortaminda tespit edilen
antioksidan kapasiteleri degerlerinin ortalamalarma ait Duncan Coklu Karsilastirma

Testi Sonuclari.

DPPH (mg TE /g KM)

A1z ortam Mide ortam Bagirsak ortami
Yontem BN FN BN FN BN FN
0,3822+0,02  0,313°+0,007 0,739%0,01 0,630°+0,01 0,571%+0,07 0,626%0,003
Materyal ZEiN PCL ZEIN PCL ZEIN PCL

0,366%£0,03  0,329%+0,02  0,693*0,03 0,676°+0,03 0,663°+0,02  0,534°+0,05
Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere
sahip tiretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.48. Optimum nanopartikiillerin agiz,mide ve bagirsak ortaminda tespit edilen

antioksidan kapasiteleri degerlerine ait varyans analiz sonuglari.

DPPH (mg TE/g KM)

A1z ortam Mide ortam Bagirsak ortami
SD KO F KO F KO F
Yontem 1 0,00938450 69,39™" 0,02376200 31,34™ 0,00616050  19,79"
Materyal 1 0,00281250 20,79 0,00061250 0,81  0,03328200 106,93
Yontem*Materyal 1  0,00064800 4,79 0,00001800 0,02  0,03225800 103,64
Hata 4  0,00013525 0,00075825 0,00031125

*p<0,05 ,**p<0,01 ve ***p<0,001

Optimum zein ve PCL nanopartikiilleri farkli yontem ve formiilasyona sahip
olmalarindan dolay1  gastrointestinal  ortamlardaki  salinimlarinda  farkliliklar
bulunmaktadir. Genel olarak, TSA miktarlar1 agiz ortaminda en diisiikk olarak tespit
edilirken, mide ve bagirsak ortamlarinda kayda deger 6l¢iide artmis ve birbirlerine yakin
degerlerde tespit edilmistir (Cizelge 4.49). Optimum nanopartikiillerin TSA miktarlar
ag1z, mide ve bagirsak sindirim ortamlarinda yontem ve materyal ¢esidinden istatistiksel
olarak onemli dl¢iide etkilenmistir. Agiz ortaminda tespit edilen TSA miktar1 materyal

cesidinden istatistiksel olarak 6nemli Ol¢lide etkilenirken ve bagirsak ortaminda tespit
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edilen TSA miktar1 yontem ¢esidinden istatistiksel olarak Onemli Olgiide
etkilenmektedir. Mide ortaminda tespit edilen TSA miktar1 hem materyal hem de
yontem c¢esidinin her ikisinden de istatistiksel olarak Onemli Olciide etkilenmistir

(Cizelge 4.50).

Cizelge 4.49. Optimum nanopartikiillerin agiz,mide ve bagirsak ortaminda tespit edilen

TSA degerlerinin ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi Sonuglari.

TSA miktar1 (mg /g KM)
A1z ortam Mide ortam Bagirsak ortam
Yontem BN FN BN FN BN FN
0,507%£0,02  0,562%:0,01  1,4172+0,11 1,096°+0,03 1,201%:0,11  0,595°+0,01
Materyal ZEIN PCL ZEiN PCL ZEIN PCL

0,437°+0,04  0,729%+0,16  1,329°+0,10  1,112°+0,03 0,902°+0,17  0,888°+0,04
Ayni satirdaki farkli harfler ortalamalarin p<0,05 seviyesinde farkli oldugunu gosterir. Ayni harflere
sahip tiretimler arasi fark yoktur.

Cizelge 4.50. Optimum nanopartikiillerin agiz,mide ve bagirsak ortaminda tespit edilen

TSA degerlerine ait varyans analiz sonuglari.

TSA miktar1 (mg /g KM)
Agiz ortami Mide ortam Bagirsak ortam
SD KO F KO F KO F
Yontem 1 0,00921924 3,89 0,30837069 90,66™" 1,10135303 386,73
Materyal 1 022866114 96,43 0,12581686 36,99™ 0,00051779 0,18
Yontem*Materyal 1 0,34770208 146,64 0,25336902 74,49™ 0,59936646 210,46™"
Hata 8 0,00237117 0,00340139 0,00284787

*p<0,05 ,**p<0,01 ve ***p<0,001

4.12. Biyolojik Aktivite Ozellikleri

Sigla yaginin ve sigla yagi dolgulu optimum nanopartikiillerin biyolojik aktivite
Ozelliklerinin arastirmasi anti-lilseratif ve anti-karsinojenik etki analizleri ile

gergeklestirilmistir.
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4.12.1. Anti Ulseratif Etki

Ureaz, canli organizmalarda azot metabolizmasinin son asamasi olan iirenin
karbondioksit ve amonyaga hidrolizini katalizleyen bir enzim olup reaksiyon sonucu
ortam pH degerinde Onemli artisa neden oldugundan insan gastrik sivisi (pH:1-3)
tizerinde olumsuz etkilere neden olabilir. Mide epitel hiicrelerini gastrik sividan koruyan
mukus tabakasi iizerinde bulunan Helicobacter pylori ve Proteus mirabilis gibi
bakteriler mide epitel hiicresinden salgilanan {ireyi su ve ilireaz enzimi yardimiyla
amonyaga doniistiiriir ve alkali ortam olusturur. Boylece bu bakterilerin gastrik sividan
korunarak gastrik epitel hiicreler tizerine kolonizasyonu kolaylasir (Khan vd., 2014).
Ureaz enzimi insan fizyolojisi ile de tetiklenebilir ve gastrointestinal enfeksiyonlar,
peptik tiilser, mide kanseri ve bdobrek tast ve enfeksiyonlart gibi hastaliklarin
olusmasinda ciddi rol oynar (Faiz ve Baltas, 2017; Khan vd., 2014). Bu hastaliklarin
tedavisinde tlireaz enzimini inhibe edebilecek {ireaz inhibitorleri yaygin olarak

arastirilmaktadir.

Sigla yaginin gastrik koruma sagladig1 ve antiiilseratif etkiler gosterdigi akademik
calismalarda bildirilmistir (Gurbuz vd., 2013). Ureaz enzim aktivitesi indofenol yontemi
ile amonyak miktar1 tizerinden belirlenir. Tez calismasinda, ham sigla balsami,
Onislemden geg¢irilmis sigla yagr ve optimum zein ve PCL nanopartikiillerinin anti-
gastrik {lser koruyucu etkileri iireaz enzim inhibisyonu iizerinden indofenol metodu
kullanilarak test edilmistir. Ham sigla balsami, saflastirma onisleminden gegirilmis sigla
yag1, optimum nanopartikiillerin ve anti-iireaz standardi (kontrol) olan tiyotirenin 25-50-
100 ve 200 pg/mL dozlarda muamelesi sonucu % inhibisyon ve ICso degerleri Cizelge
4.51’de verilmistir. Optimum nanopartikiil 6rnekleri, basit nano¢oktiirme ile elde edilen
zein nanopartikiilii BN-ZNP, flas nano¢dktiirme ile elde edilen zein nanopartikiilii FN-
ZNP, basit nanocoktiirme ile elde edilen PCL nanopartikiilii BN-PCL-NP ve flasg
nanogoktiirme ile elde edilen PCL nanopartikiilii FN-PCL-NP olarak kodlanmustir.
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Cizelge 4.51. Ham sigla yagi, sigla yagi ve optimum nanopartikiillerin antitilser etkisi.

% Ureaz enzim inhibisyonu

Ornek 25 ng/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL  I1C, (ng/mL)
Ham Sigla yag 38,17+0,35 53,21+0,46 66,98+0,37 81,17+0,83 44,66+0,70
Sigla Yag 42,05+0,55 54,37+0,67 72,35+0,52 85,63+0,39 42,59+0,61
BN-ZNP 15,30+0,17 26,15+0,44 39,63+0,21 50,90+0,25 195,2+0,57
FN-ZNP 15,85+0,74 27,10+0,33 39,69+0,24 51,23+0,48 189,3+0,82
BN-PCL-NP 18,26+0,91 29,98+0,28 43,87+0,31 55,80+0,60 151,4+0,76
FN-PCL-NP 18,05+0,36 29,55+0,21 42,77+0,89 54,69+0,37 160,7+0,49

Tiyoiire (Kontrol) 63,84+0,49 72,57+0,65 85,20+0,98 92,70+0,77 8,62+0,41

Ham sigla yagi ve saflagtirma Onisleminden gecirilmis sigla yagmin {reaz
inhibisyon aktivitesi kontrol 6rnegine gore en yiiksek ve birbirlerine yakin degerlerde
tespit edilmistir. Orneklerin ICso degeri incelendiginde yiiksek oranda iireaz inhibisyonu
gosteren ekstrenin ham sigla yagir ve saflastirma onisleminden gecirilmis sigla yagi
oldugu goriilmiis ve 1Cso degerleri sirasiyla 44,66 ve 42,59 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Bu sonug, saflagtirma Onisleminin ham sigla yaginin biyolojik aktivite

ozellikleri lizerinde belirgin bir degisiklige neden olmadigini gostermistir.

Optimum nanopartikiil Ornekleri kendi aralarinda karsilastirildiginda ise en
yiiksek tireaz inhibisyon aktivitesi ICso degeri 151,4 pg/mL olan BN-PCL-NP 6rneginde
gdzlenmistir. Ureaz inhibisyon aktivitesine gore diger 6rnekler yiiksek degerden diisiik
degere gore siralandiginda, FN-PCL-NP, FN-ZNP ve BN-ZNP seklinde siralanmig ve
ICs0 degerleri sirasiyla 160,7, 189,3 ve 195,2 pg/mL olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglara gore, optimum nanopartikiillerin hepsinin {ireaz inhibisyon aktivitesi
gosterdigi goriilmiistiir. Ureaz inhibisyon aktivitesi {izerine kaplama materyalinin iiretim
yonteminden daha etkili oldugu ve PCL ile elde edilmis 6rneklerinin genel olarak daha

yiiksek inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

4.12.2. Anti Kanser Etkisi

Gilinimiizde, standart olarak kabul edilen kanser tedavileri radyoterapi,
kemoterapi, cerrahi yontemleri kapsarken, destek tedaviler immiinoterapi, kanser asilari
(hiicre hedefli), hormon terapisi, hedeflenmis ilaglar ve gen terapisi yontemlerini igerir

ve bu yontemler tek basina veya birlikte uygulanabilmektedir (Baykara, 2016; Ozliik
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vd., 2017). Kanserin kisiye 6zgii bir hastalik olmasi tedavi yontemlerinin avantaj ve
dezavantajlarinin olusmasina neden olur. Standart uygulanan tedavi yontemlerinin zarali
hiicrelerin yaninda saglikli hiicreleri de yok etmesi ve sa¢ kaybi, kusma, halsizlik,
istahsizlik ve kaseksi (kas kaybi) gibi yan etkilere neden olmasi gibi etmenlerden
hormonal ve biyolojik tedaviler uygulanmaktadir. Biyolojik tedaviler, biyoaktif
maddeler kullanilarak yeni ve hedefli anti-tiimorojenik (kanser biiyiimesini Onleyici)
ajanlarin  gelistirilmesini icerir (Baykara, 2016). Sigla yaginin antikanserojenik
etkilerinin arastirlldigir c¢aligmalarda, c¢esitli organ ve dokularda biriken oksidan
maddelere (karbon tetrakloriir (CCls) radikalleri gibi) kars1 giinliik belirli oranda sigla
yag1 kullaniminin metabolizmada enzimsel antioksidan seviyelerini (GSH, GPx ve CAT
gibi) arttirdig1 ve kansere kars1 koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir (Aydingoz, 2013;
Suzek vd., 2015).

Tez c¢alismasinda ham sigla yaginin anti-karsinojenik etkisi PC3 ve LNCaP
prostat kanseri hiicre hatlar1 iizerinde XTT hiicre proliferasyon testi kullanilarak
incelenmistir. Sigla yaginin sitotoksik etkisi belirlenirken 25, 50, 100 ve 200 pg/ml
arasinda degisen konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat boyunca PC3 ve LNCaP hiicreleri
tizerine muamele edilmistir. Sigla yaginin PC3 ve LNCaP hiicre hatlar1 {izerinde 24 ve
48 saatlik muamele sonrasi hiicre canlilik degerleri Cizelge 4.52’de sunulmustur. Bu
dogal bilesigin PC3 hiicre hatt1 iizerinde hesaplanan 1Cso degerleri 24 saatlik
muamelesinde ¢aligma araliginda bulunmamus, 48 saatlik muamelesinde 198,79 pg/mL
olarak hesaplanmistir. LNCaP hiicre hatti lizerinde hesaplanan ICso degerleri 60,48
pg/mL (24 saat) ve 59,89 pg/mL (48 saat) olarak hesaplanmistir. Diklorometan ve
hekzan kullanilarak sigla yagi ekstraktinin in vitro sitotoksik etkisi cesitli insan kanser
hiicreleri (HeLa (insan serviks adenokarsinomu), CaCo2 (insan kolon kolorektal
adenokarsinomu) ve ), PC3 (insan prostat adenokarsinomu)) iizerinde MTT yo6ntemi ile
incelenmis, 0,5-50 pg/mL konsantrasyonlarda muameleleri ile 48 saat sonucunda ICso
degerleri diklorometanli ekstrakt i¢in sirasiyla >50,>50 ve 29,72 pg/mL olarak ve
haksanli ekstrakt i¢in sirastyla 25,6, 39,83 ve 23,67 ug/mL olarak tespit edilmistir
(Nalbantsoy vd., 2016).
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Cizelge 4.52. Sigla yaginin PC3 ve LNCaP hiicre hatlar1 iizerinde 24 ve 48 saat

muameleye ait hiicre canlilik degerleri sonuglari.

Hiicre Canlhilik Oram %

Sigla Yag PC3 hiicre hattinda LNCaP hiicre hattinda
Konsantrasyonu 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Kontrol 100 100 100 100
25 pg/ml 103,89 106,96 92,15 79,56
50 pg/ml 86 80,67 58,64 70,43
100 pg/ml 70,63 72,59 42,11 39,34
200 pg/ml 60,52 49,76 42,06 39,13

Cizelge 4.52 incelendiginde, 24 saatllk muamelede kontrol grubuna
kiyaslandiginda 6zellikle PC3 hiicreleri i¢in 50 pg/ml ve LNCaP hiicreleri i¢in 25 pg/ml
konsantrasyondan sonra hiicre canliliginda 6nemli bir diisiis gozlenmis ve bu oran PC3
hiicreleri i¢in %60,52’ye ve LNCaP hiicreleri i¢in %42,06’ye kadar azalmistir. 48
saatlik muamele sonucunda 6zellikle PC3 hiicreleri i¢in 100 ug/ml ve LNCaP hiicreleri
icin 50 pg/ml konsantrasyonundan sonra hiicre canlilig1 oranlarinda dramatik bir diisme
gbzlenmis ve bu oran PC3 hiicreleri i¢in %49,76’ya ve LNCaP hiicreleri i¢in %39,13’e

kadar azalmstir.

Sekil 4.20°de farkli konsantrasyonlarda uygulanan sigla yaginin PC3 hiicreleri
lizerinde 24-48 saat muameleye ait XTT sitotoksite testi sonuglarinin grafigi yer
almaktadir. Grafikte, tim zamanlara bakildiginda kontrol grubuna kiyasla 25 pg/ml
konsantrasyonda hiicre canliliginda bir degisim gozlenmemistir. 50 pg/ml doz
muamelesinde 24 saatte hiicre canlilig1 %14, 48 saatte %19 azalma gdstermektedir. 100
png/ml doz muamele sonucunda hiicre canlilii 24 saatte %70 ve 48 saatte %72 olarak
gbzlemlenmistir. 200 pg/ml doz muamele sonucunda hiicre canlilig1 24 saatte %60 ve

48 saatte %49 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.20. Ham sigla yaginin PC3 hiicreleri iizerine 24-48 saat muameleye ait XTT

sitotoksite testi sonuglari.

Sekil 4.21°de farkli konsantrasyonlarda uygulanan sigla yaginin LNCaP hiicreleri
lizerinde 24-48 saat muameleye ait XTT sitotoksite testi sonuglarinin grafigi yer
almaktadir. Grafikte, tiim zamanlara bakildiginda kontrol grubuna kiyasla 25 pg/ml doz
muamelesinde 24 saatte hiicre canliligi %8, 48 saatte %21 azalma gostermektedir. 50
png/ml doz muamele sonucunda hiicre canlilii 24 saatte %58 ve 48 saatte %70 olarak
gbzlemlenmistir. 100 pg/ml doz muamele sonucunda hiicre canlilig1 24 saatte %42 ve
48 saatte %39 olarak tespit edilmistir. Son olarak 200 pg/ml doz muamele sonucunda

hiicre canlilig1 24 saatte %42 ve 48 saatte %39 olarak gozlemlenmistir.
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Sekil 4.21. Ham sigla yagmin LNCaP hiicreleri lizerine 24-48 saat muameleye ait XTT

sitotoksite testi sonuglari.

Bu sonuglara gore, sigla yagi sitotoksik etkisine karsi prostat kanseri hiicre
hatlarindan PC3 hiicrelerinin LNCaP hiicrelerine kiyasla daha direncli oldugu ve sigla
yagimin anti-kanser aktivitesinin LNCaP hiicreleri lizerinde daha yiiksek inhibisyon

sergileyerek daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

4.13. Duyusal Analiz

Optimum zein nanopartikiil tozlarmin duyusal kabul edilebilirlik degerlendirmesi,
renk, topaklanma derecesi, sigla yagi lezzet yogunlugu, agizda hissedilen doku ve
yabanci lezzet ozellikleri igin 1-5 puanlama skalasinda 10 kisilik yar1 egitilmis panel
grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Kontrol olarak ticari satin alinan ham sigla yagi
kullanilmigtir. Optimum zein nanopartikiil tozlarimin duyusal degerlendirmesinde

kullanilan form Cizelge 4.53’de verilmistir.
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Cizelge 4.53. Zein nanopartikiil tozlar1 duyusal degerlendirme formu.

Ozellik Nitelik Puan
Koyu-krem-sar1
Agik krem-sari
Renk Krem rengi
Beyaz
Kahverengi-gri
Toz rahatlikla dagiliyor
Tozda hafif topaklanma mevcut
Topaklanma Tozda orta diizeyde topaklanma mevcut
Toz ¢ok fazla topaklanmig
Toz rahatlikla dagilmiyor
SL lezzeti yok
SL lezzeti zayif
Sigla yagi-SL lezzet yogunlugu SL lezzeti orta diizeyde belirgin
SL lezzeti belirgin
SL lezzeti ¢ok belirgin
Kuru
Piiriizlii
Agizda hissedilen Kadifemsi
Kremams:
Yagh
Yabanc1 lezzet yok
Yabanci lezzet zayif
Yabanci lezzet Yabanci lezzet orta diizeyde belirgin
Yabanci lezzet belirgin
Yabanc1 lezzet ¢ok belirgin

]
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Zein nanopartikiil tozlarinin duyusal analiz sonuglar1 Cizelge 4.54’de verilmistir.
Zein nanopartikiil tozlarinin duyusal o6zellikleri incelendiginde sigla yagi lezzet
yogunlugu basit nanogoktiirme (BN) yontemi ile elde edilen 6rnekte flag nanogoktiirme
(FN) yéntemi ile elde edilen drnege gore daha yiiksek bulunmustur. /n vitro sindirim
analizinde agiz ortami sigla yagi salinim ortalamalar1 BN yontemiyle elde edilen zein
nanopartikiillerinde %2,73, FN yontemiyle elde edilen zein nanopartikiillerinde %1,74
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Cizelge 4.54’deki sonuglara gore FN yoOntemi ile
tretilen zein nanopartikiil toz Ornekleri sigla yagi lezzet yogunlugu agisindan agiz
ortami sindirim analizi sonuglar1 ile uyumlu olarak BN yontemi ile iiretilen zein
nanopartikiil toz Orneklerinden daha yogun sigla yagi lezzeti igerigine sahip
bulunmustur. Duyusal analiz sonuglarina gore, nanoc¢oktiirme yontem cesidinin sigla
yag1 lezzet yogunlugu tizerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge
4.55). Optimum zein nanopartikiil toz ornekleri topaklanma ag¢isindan panelistler
tarafindan degerlendirildiginde, BN yonteminin FN yoOntemine goére daha yliksek
topaklanma puani aldig1 goriilmiistiir. Bu sonug, toz orneklerin akabilirlik sonuglart ile

karsilastirildiginda Carr Indeks degerleri BN yonteminde 25 (zayif), FN ydnteminde ise
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37,5 (kotli) degerlerde ve duyusal analiz sonuglariyla uyumsuz bulunmus ve fiziksel
sonuglarin duyusal algida ¢ok belirleyici olmadigi anlasilmistir. Duyusal analiz
sonuclarina gore, nanog¢Oktiirme yontem c¢esidinin topaklanma {izerindeki -etkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.55). Panelistlerin degerlendirdigi
diger ozelliklerden renk, agizda hissedilen ve yabanci lezzet kategorileri birbirlerine
yakin puanlar almis ve yontem cesidinin bu kategoriler iizerinde etkisi istatistiksel

olarak dnemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.54. Basit nanocoktiirme (BN) ve flas nano¢oktiirme (FN) yontemi ile elde

edilen optimum ZNP’nin duyusal analiz sonuglari.

Duyusal Ozellikler
Yontem Renk Topaklanma Siels y ast lfzzet Aglzt_ia Yabana
yogunlugu hissedilen lezzet
BN 3,60+0,16 2,30+0,26 2,50+0,31 3,90+0,27 4,50+0,31
FN 3,70+0,21 3,20+0,33 3,50+0,27 3,50+0,37 4,40+0,26

Cizelge 4.55. Basit nano¢oktiirme (BN) ve flag nanocoktiirme (FN) yontemi ile elde

edilen optimum ZNP’nin varyans analiz sonuglari.

Ozellik Varyasyon SD KO F
e 1T om0 o
Sigla yagi lezzet yogunlugu x[;t?t gesiti 118 gggg 6,00"
Agizda hissedilen z[aet?t gesiti 118 gggg 0,74
Yabanci lezzet z[aet?t gesit 118 8323 0,06

Basit ve flag nanogoktiirme yontemleri ile elde edilen optimum zein nanopartikiil
tozlarinin duyusal analiz grafigi Sekil 4.22°de verilmistir. Grafige gore renk,
topaklanma ve lezzet yogunlu 6zellikleri agisindan flag nano¢oktiirme yontemi ile elde
edilen 6rnekler panelistler tarafindan daha kabul edilebilir bulunurken, agizda hissedilen
doku ve yabanci lezzet 6zellikleri agisindan basit nanogoktiirme yontemi ile elde edilen

ornekler daha kabul edilebilir bulunmustur.
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Sekil 4.22. Basit ve flag nanogOktiirme yontemleri ile SL dolgulu optimum zein

nanopartikiil tozlarinin duyusal analiz grafigi.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda, ham sigla balsami tiiketim ve isleme zorlugu nedeniyle
Oniglemden gecirilerek safsizliklarindan ayrilmis ve nanoenkapsiilasyon islemi icin
uygun hale getirilmistir. Sigla yaginin, farkli tasiyici materyaller igine farkl
yontemlerle nano boyutta enkapsiilasyonu ile bioaktif madde igeriginin korunmasi, in
vitro gastrointestinal sindirim modeli iginde yer alan agiz ortaminda saliniminin
engellenmesi ve mide-bagirsak ortaminda salinimmin saglanmasi tez caligmasinin

amaclarindandir.

Sigla yag1 nanoenkapsiilasyonu, organik (zein) ve inorganik (poli e-kaprolakton-
PCL)) farkli tasiyict materyaller kullanilarak basit nanogoktirme (BN) ve flas
nanogoktiirme (FN) yontemleri ile gergeklestirilmistir. Zein nanopartikiilleri tiretiminde,
her iki yontem i¢in zein konsantrasyonu, sigla yagi orani, organik solvent faz akis hizi
ve karigtirma hizi proses degiskenleri olarak secilmis ve partikiil boyutu, polidispersite
indeksi, zeta potansiyeli ve in vitro sindirim (agiz-mide) analizi yanitlarina gore
optimizasyon islemi gerceklestirilmistir. Her iki yontemde de nanopartikiillerin partikiil
boyutu zein konsantrasyonundan ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri zein
konsantrasyonu ve sigla yagi oranindan dogrudan etkilenmistir. BN yonteminde yanitlar
tizerinde proses degiskenlerinden organik solvent faz akis hizi daha etkiliyken, FN
yonteminde yanitlar iizerinde proses degiskenlerinden karistirma hizi daha etkili
bulunmustur. Bu sonug, nanogdktiirme yontemlerinin farklilig: ile dogrudan baglantili
olup, BN yonteminde ¢ekirdeklenme ve stabilizasyon agsamalarinin ayni ¢ézelti hacmi
icinde gerceklesmesi ve FN yonteminde g¢ekirdeklenme ve stabilizasyon asamalarinin
birbirlerinden ayr1 ¢6zelti hacimleri icinde gerceklesmesi ile iliskilendirilmistir. BN ve
FN yontemleri ile tiretilen optimum zein nanopartikiilleri sirastyla 225,59 nm ve 191,14
nm partikiil boyutlarina ve %71,24 ve %82,64 enkapsiilasyon etkinligine sahip
bulunmustur. Partikiil boyutlar1 SEM goriintiileri ile uyumludur. Sigla yagi orani her iki
yontemde de zein nanopartikiillerinin in vitro agiz ve mide sindirim ortamlarinda
salimim ozellikleri iizerinde en etkili proses degiskeni olarak bulunmustur. Yiiksek sigla

yag1 igerigine sahip nanopartikiiller yiiksek oranda salinim gostermistir.
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Optimum zein nanopartikiillerinin kolloidal ¢6zelti i¢inde kararliliklar ti¢ hafta
siiresince incelenmis, BN yontemi ile elde edilen nanopartikiillerin boyutlar1 399,53 nm,
PDI %0,21 ve zeta potansiyel degerleri -19,80 mV olarak bulunmus, FN yontemi ile
elde edilen optimum nanopartikiillerin boyutlar1 179,87 nm, PDI %0,22 ve zeta
potansiyel degerleri 29,93 mV olarak tespit edilmistir. Sonug olarak FN yontemi ile BN

yontemine gore daha uzun siire kararli zein nanopartikiillerin tiretimi saglanmustir.

Sigla yag1 dolgulu PCL nanopartikiilleri liretiminde BN ve FN ydntemleri i¢in
ayr1 olarak belirlenen farkli iiretim kosullarinda her bir yontem ig¢in farkli sigla yag:
oranlarinda yiiklemeler yapilmis ve BN yontemi i¢in maksimum %2, FN yontemi igin
ise maksimum %3 sigla yag1 dolgulu nanopartikiil tozlari iiretilmesine karar verilmistir.
Yiiksek sigla yagi1 oranlarinda her iki yontem i¢in de enkapsiilasyon etkinlikleri ve iiriin
verimleri dramatik olarak diismiistiir. BN yontemi ile iretilen PCL nanopartikiilleri
boyutlar1 258,67 nm ile 510,00 nm araliginda degisim gosterirken, FN yontemi ile
iiretilen PCL nanopartikiillerinin boyutlar1 225,88 nm ile 389,98 nm araliginda degisim
gostermistir. Partikiil boyutlar1t SEM goriintiileri ile uyumlu bulunmustur. FN yontemi
ile iretilen PCL nanopartikiillerinin in vitro sindirim analizinde agiz ve mide
ortamlarindaki sigla yagi salmimlart BN yontemi ile {retilen nanopartikiillerin

salimimina kiyasla daha diistik seviyelerde bulunmustur.

Optimum zein ve PCL nanopartikiillerinin in vitro sindirim analizinde, agiz
ortamindaki sigla yagi salimimi, mide ve bagirsak ortamlarindaki salinima gore,

hedeflendigi gibi diisiik oranda bulunmustur.

Sigla yag1 nanoenkapsiilasyonu i¢in uygun materyal ve yontem karsilastirmasi,
optimum zein ve PCL nanopartikiillerinin in vitro gastrik ortamda zamana bagli salinim
profili iizerinden incelenmistir. Optimum nanopartikiillerin hepsinin ilk 15 dk’da
patlama salinimi yaptiklari belirlenmis ve %20 ile en diisiik patlama salinim ile uzun
siireli yavag salinim profili gosteren materyal PCL, yontem ise flas nanog¢Oktiirme

olarak belirlenmistir.

Sigla yagi dolgulu optimum zein ve PCL nanopartikiillerinin benzer fiziksel
ozellikler gosterdigi, kimyasal 6zelliklerinin ise yontem ve materyal tiiriinden dogrudan

etkilendigi bulgulanmustir.

Sigla yaginin ve her iki yontemle elde edilen optimum zein ve PCL nanopartikiil

tozlarmin anti-iilseratif etkileri {irecaz enzim inhibisyonu {iizerinden incelenmis ve en
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yiiksek inhibisyon sigla yagindan sonra sirasiyla BN-PCL, FN-PCL, FN-zein ve BN-
zein nanopartikiillerinde tespit edilmistir. Tiim optimum nanopartikiillerin anti-iilseratif
etkiye sahip oldugu ve PCL tasiyict materyali ile elde edilen sigla yagi dolgulu
nanopartikiillerin zein tasiyict materyali ile elde edilenlerden daha yiiksek {iireaz

inhibisyonu gosterdigi tespit edilmistir.

Ham sigla yagiin PC3 ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik
etkisi 25, 50, 100 ve 200 pg/ml arasinda degisen dozlarda 24 ve 48 saat boyunca
muamele ile incelenmistir. Bu dogal bilesigin PC3 hiicre hatti lizerinde hesaplanan 1Cso
degerleri 24 saatlik muamelesinde bulunmamus, 48 saatlik muamelesinde 198.79 pg/mL
olarak hesaplanmistir. LNCaP hiicre hatt1 iizerinde hesaplanan ICso degerleri 60.48
pg/mL (24 saat) ve 59.89 ng/mL (48 saat) olarak tespit edilmistir.

Optimum zein nanopartikiillerinin duyusal olarak ham sigla yagina kiyasla her iki
yontemle de iretildiginde kabul edilebilir oldugu ve sigla yagi lezzet yogunlugu ile
topaklanma ozellikleri agisindan FN yontemi ile iiretilen zein nanopartikiil tozlarinin

tiikketiciler tarafindan daha tercih edilebilir oldugu bulunmustur.

Bu calismanin, sigla yaginin farkli yontemler ve/veya farkli kaplama materyalleri
kullanilarak yapilacak nanoenkapsiilasyon c¢alismalara, yeni ve hedefli anti-
iilserojenik ve anti-tiimorolojik ajan gelistirme arastirmalarina  Onciililk etmesi

beklenmektedir.
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