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ONSOZ
Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda polenlerden elde edilen sporopolenlerin ilag salinimi
icin  alternatif  bir mikro-tasiyict  olarak  kullanilabilecegi  belirlenmistir.
Sporopolenlerin sahip oldugu, termal stabilite, antioksidan 6zellik, kimyasal ve
biyolojik ajanlara kars1 dayaniklilik ile boyut dagilimindaki homojenite ve gbzenekli
yuzey morfoloji gibi ozellikler onlart ila¢ yikleme icin elverisli bir materyal
yapmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, ila¢ saliniminda sporopolenlerin

diger mikro-tastyicit materyallere gore iistiinliiglinii ortaya koymustur.

Bu calismada ise ilk kez Platanus orientalis polenlerinden sporopolen mikrokafes
uretimi  gergeklestirilmistir. P. orientalts polenleri Kastamonu’dan 24.04.2013
tarihinde toplanmustir. Elde edilen mikrokafesler, iki farkli metod (pasif yikleme
teknigi ve evaporator ile yukleme teknigi) kullanilarak parasetamol ile yuklenmis ve
kontrolli salinimlart gergeklestirilmistir. Bos ve ilag yukli sporopolenlerin fiziko-
kimyasal karakterizasyonlari yapilmistir. Analiz sonuglarinda, sporopolenlerin yiksek
termal kararliliga ve porlu ylizey yapisina sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira,
evaporator ile ylkleme teknigi kullanilarak sporopolenlere pasif yiikleme tekniginden
daha yilksek oranda ilac yiklendigi analiz sonuclar: ile kanitlanmustir. ilag yikli
sporopolenlerin invitro kosullarda (yapay mide ve bagirsak ortami) kontrollli salinimi

Icin uygun bir tastyici olabilecegi saptanmustir.
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OZET

CINAR AGACI (PLATANUS OREINTALIS) POLENINDEN ELDE EDILEN
MIKRO KAPSULLERE PARASETAMOL YUKLENMESI VE SALINIM
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Bitki polenlerinin dis kisminda bulunan yap1 (sporopolen), ilacin kapsiillenmesi i¢in
yuklenebilir bir materyaldir. Platanus orientalis'in polenlerinden sporopolen mikro
kafesler Uretilmistir. Burada, P. orientalis agacindan sporopolen mikro kafesler, asit
ve baz iceren muamelelerle i¢ kismindaki materyaller ¢ikarilarak diretilmistir.
Parasetamol, en yaygin kullanilan analjezik ilaglardan biridir ve sporopolen mikro
kafeslere enkapsule edilmistir. Ayrica polenler, sporopolenler, parasetamol ve
parasetamol yuklu sporopolen mikro kafesler ayr1 ayr1 FT-IR, TGA ve SEM ile
karakterize edilmistir. Analitik analizler, sporopolen mikro kafeslerin yapisal olarak
saglam ve yiiksek agsi yapida oldugunu ayrica yiiksek termal kararlilifa sahip
oldugunu gostermistir. Sporopolen mikro kafeslerin, pasif ylkleme teknigi ve
evaporator ile yiikleme teknigi kullanilarak yiiklenme etkinligi sirasiyla %8.24 ve
%23.7 olarak saptanmistir. Sporopolen mikro kafeslerin yiiklenme i¢in uygunlugu ile
salinnm ve kinetik c¢alismalar1 pH=1.2 ve 7.4 olan in vitro kosullarda
gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalar, P. orientalis sporopolenlerinin ilag yuklenmesi ve
kontrollii salinimi ¢alismalari i¢in uygun bir tagiyici oldugunu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Salinim kinetigi, ilag salinimi, mikro kapsul, asetaminofen.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PARACETAMOL LOADING AND RELEASE
PROPERTIES OF MICROCAPSULES OBTAINED FROM THE PLANE TREE
(PLATANUS ORIENTALIS) POLLEN

Exine structure (sporopollenin) found in the outer covering of plant pollens are
attractive material for drug encapsulation. Herein, we produced sporopollenin
microcages from pollens of Platanus orientalis by removing non-exine material with
acid and base treatments. Paracetamol, the most widely used analgesic drug, was
encapsulated into the sporopollenin microcages. Then, pollen, sporopollenin,
paracetamol and paracetamol-loaded sporopollenin microcages were characterised
with FT-IR, TGA and SEM. The analytical analyses demonstrated structurally intact,
highly reticulated and thermally stable sporopollenin microcages. The encapsulation
efficiency of the sporopollenin microcages was found to be 8.24% and 23.7% by
passive loading technique and evaporating loading technigue respectively. In vitro
release studies were performed in PBS (pH=7.4) and HCI (pH=1.2) buffer solutions to
test the suitability of sporopollenin microcages for encapsulation and to see pH
dependency of drug release. This study revealed that sporopollenin from P. orientalis
can provide a new insight into drug encapsulation studies.

Keywords: non-toxic, drug release, drug delivery, microcapsule, nanopores,
acetaminophen.
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1. GIRIS

Bitki polenlerinden ekstrakte edilen sporopolen kabuklariin daha dnce ilag salinimi
icin gelecek vaad eden bir mikro-tastyict oldugu ortaya konulmustur (Paunov vd.,
2007). Termal stabilitesi, antioksidan 6zelligi, Kimyasal ve biyolojik ajanlara karsi
dayanikliligi, boyut dagilimmdaki homojenite ve gdzenekli bir yizey morfolojisine
sahip olmasi gibi 0zellikler, sporopolen mikro-kafesleri ilag yiikleme igin elverisli bir
materyal yapmaktadir (Arrizumi ve Toriyama, 2011; Mundargi vd., 2015). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar, ila¢ saliniminda sporopolenlerin istiinliigiinii ortaya
koymustur (Diego-Taboada vd., 2014). Bilindigi {izere, dogada bitkiler tarafindan
binlerce farkli polen Uretilmekte ve bu polenlerin her biri morfolojik ve fiziko-
kimyasal ozellikleri bakimindan farkli varyasyonlar sergileyebilmektedir (Ollerton
vd., 2011). Lycopodium clavatum bitkisinin sporopolenleri kontrollii salinim
formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilsada dogada heniiz kesfedilmemis birgok
bitki poleni bulundugu belirlenmistir (Paunov vd., 2007; Arrizumi ve Toriyama, 2011;
Mundargi vd., 2015; Lorch vd., 2009). Bu ¢alisma kapsaminda bir ilk olarak, P.
orientalis polenlerinden elde edilen sporopolenler ekstrakte edilmis ve parasetamoliin

kontrolli salinimi i¢in kullanilmustir.

Platanus, Kuzey Amerika, Dogu Avrupa ve Asya olmak iizere, kuzey yarimkiirede
dagilim gosteren yerli biiyiik agag tiirlerinin bir cinsidir (Grimm ve Denk, 2008; Denk
ve Tekleva, 2006). P. orientalis tiirleri (Londra ¢inar agaci), TUrkiye ve Gliney-Bati
Asya da dahil olmak (izere Guney-dogu Avrupa’y1 kapsayan bolgelerde dogal olarak
dagilim gostermektedir. Dogal yasam alanlari vadiler ve sulak alanlar olmakla birlikte
ayrica 1liman bolgelerde yaygin olarak parklara ve bahgelere dikilmektedir (Varela vd.,
1997). P. orientalis poleninin morfolojik 6zellikleri, tricolpate, orta boy (SEM
Olctimlerine dayanarak ortalama kutup ekseni: 19.8 um ve ekvator ¢ap1: 15.8 um) ve
retikilat (ag) seklindedir. Retikulim, cokgen ya da yuvarlak ince ve kaba

materyallerden olusmaktadir (Denk ve Tekleva, 2006).



Parasetamol (N-asetil-p-aminofenol), diinyada en yaygin kullanilan agr1 kesci olsada
ayni zamanda, kasith veya kazayla zehirlenmelere en ¢ok neden olan ajan olarak
bilinmektedir (Bender vd., 2004). Parasetamol zehirlenmesinin en 6nemli gostergesi
hepatotoksisitedir (karaciger zchirlenmesi) ve zehirlenmenin en kotii hali ayrica
bobreklerin - ve kalbinde etkilenebilmesidir.  Zehirlenme 24-48 saat sonra
fulminant hepatite neden olabilmektedir (Tillmann vd., 2006). Genellikle parasetamol
metabolizmasi sirasinda, parasetamol P450 enzimleri metabolizmanin yalnizca %5-
10’luk bolimii olan, N-asetil-p-benzoquinoneimine (NAPQI) olarak adlandirilan ve
toksik metabolit dretimi ile sonuclanan kisimdan sorumludur. Uretilen NAPQI daha
sonra glutatyon ile baglanarak idrar yoluyla toksik-olmayan bir bilesik olarak
uzaklastirilir (Albano vd., 1985). Ancak, parasetamol aliminda doz asimi olmasi
halinde glutatyon miktar1 tiim parasetamol baglamak i¢in yeterli gelmemekte ve
karacigerde toksik maddelerin tiretimine yol agmaktadir. Parasetamol zehirlenmesi ile
ilgili bilgiler g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu ilacin direkt olarak degil de kontrollii
bir sekilde uygulamasi gerektigi diisiiniilmiistiir. Parasetamol yiikli sporopollen
mikro-kafeslerinin ylksek retikllat (agsi) yapilar1 ve mikro goézenekli dogasi
nedeniyle ilacin daha kontrollii bir sekilde salimmmini kolaylastirabilmektedir.
Retikilat yuzey, ilag molekdlleri igin gerekli bosluklari saglayabilmektedir. Dogrudan
alinan ilacin salimimu ile karsilastirildiginda sporopollen mikro-kafeslerinin icine
hapsedilen ilacin gdzeneklerden kontrolli salinimiyla hepatotoksisite kaynakli yan
etkileri azaltilabilmektedir. Bu ¢alismada, P. orientalis polenlerinden elde edilen
sporopolen mikro-kafeslere parasetamol ylklenmesi ve yiiklenen parasetamoliin
retikiilat morfolojiye sahip sporopollen mikro-kafesilerinden kontrollii salinim
davraniginin incelenmesi amacglanmistir. Bozulmamis polen taneleri, sporopolenin
mikro-kafesleri, parasetamol ve parasetamol yuklu sporopollen mikro- kafesleri FT-

IR, TGA ve SEM analizleri ile karakterize edilmistir.


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/fulminant%20hepatit
http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/fulminant%20hepatit

2. LITERATUR OZETi
2.1 Terminoloji

1814’te John tarafindan lale polenin dis duvarindaki inert malzeme “polenin” olarak
adlandirilmistir (John, 1814). Daha sonra belirtilen 6zellik, 1829'da Braconnot
tarafindan ‘hasir otu (Scirpoides holoschoenus)’ nun polen duvarinda belirlenmis ve
‘sporonin’ olarak adlandirmistir. Daha sonra, Lycopodium clavatum L.'nin (kulugka
yosunu) sporlar1 kullanilarak materyal analizi yapmak igin sistematik bir ¢aligma
yuritiilmiis ve onceki terimler birlestirilerek sporopolenin kelimesi olusturulmustur
(Zetzsche ve Vicari 1931; Zetzsche vd., 1937).

2.2 Polen

Polen tanecikleri ve spor kabuklari, bitkinin genetik materyalini dis etkilerden koruyan
dogal mikro kafeslerdir. Kabuk iki ayr1 katmandan meydana gelmektedir ve biiyilik
oranda seliilozdan olusan i¢ katmana intin denmektedir. Kimyasal olarak karbon,
hidrojen ve oksijen atomlarindan olusmaktadir (Morbelli ve Rowley, 1993). Tam
yapist bilinmemekle birlikte, karotenoidlerin veya ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidatif bir polimeri olarak tanimlanmaktadir ( Punt vd., (2007). Polenin diger 6nemli
yapt taslar1 oksijenlenmis aromatik halkalar ve fenilpropanoid kisimlaridir (Ahlers vd.,

2000).
2.3 Sporopolen

Sporopolen olarak bilinen yapi, bitki polen tanelerinin dis tabakasidir (Shaw vd.,
1988). Sporopolen, organik diinyada bilinen en olaganiistii dayanikli maddelerden biri
olarak tanimlanmaktadir. Sporopolen bitki materyalinin, mikrokapsiil olusturmak i¢in
yaygin olarak kullanilan diger maddelere (6rnegin, jelatin, yag asitler, kitin, seliiloz,
nisasta ve silika) gore bir takim avantajlar sergiledigi belirlenmistir (Atkin vd., 2005;

Barrier vd., 2011). Sporopolenler 500 milyon yillik antik tortul kayaclarda



bozulmamis sporlar olarak bulunan, biyolojik tabiatin en direncli organik maddeleridir
(Pehlivan ve Yildiz, 1988; Barrier vd., 1988). Sporopolen, iyon degisimi ve kat1 faz
peptid sentezi uygulamalari i¢in arastirmacilar tarafindan goniillii olarak
islevsellestirilmistir (Paunov vd., 2007). Ancak son zamanlarda sporopolenin, yeni ilag
ve nutrasotik salinim sistemlerinin gelistirilmesi i¢in faydali olabilecegi belirlenmistir.
Sporopolenlerin, tiire 6zgii sabit kimyasal yap1 ve ebatlara sahip olmasi, UV ve hava
oksidasyonuna karsi koruma saglayabilmeleri, toksik 6zellik géstermemeleri, dogal
kaynaklardan izole edilmeleri ve ucuz olmalari, hidrofobik ve hidrofilik yiikleme i¢in
blyuk bir i¢ bosluga sahip olmalari ve etkili bir salinim avantaji saglayan elastik
mikrokapsiillere sahip olmalar1 gibi bir ¢ok faydali 6zellikleri ile ilaglarin ve gida katki
maddelerinin oral salinimlart i¢in en etkin dagitim sistemleri haline gelmektedir
(Blackwell, 2007; Espelie vd., 1989; Rozema vd., 2001). Bunlara ek olarak, sporopolen
mikrokapsiiller, ilaglarin ¢ogunun protein igermesi sebebiyle asidik ortamlarda
denature olabilmeleri gibi gastrointestinal sistemin zorlu kosullarina karsi ilaglara

koruma saglamaktadir (Diego-Taboada vd., 2014).
2.4 Sentetik fla¢ Salimm Sistemleri

Attama vd. (2005), kendiliginden mikro emiilsiyon yapan ilag salinim sistemleri
(KMEIDS) iizerine calismislardir. Calismalarinda, piroksikam etken maddesi,
farmasotik agidan kabul goren siirfaktant veya sirfktant olmadan lipit bir baz icine
kapsiillenmis ve kapsiillenen bu KMEIDS ilaglarinin salinimlar1 ve ilag igerikleri
degerlendirilmistir. Calismada ilag salinnminin  KMEIDS parcacik boyutundan
etkilenebilecegi One siiriilmiistiir. Diger ilaglara kiyaslandiginda, Capra hircus’dan
elde edilen homolipidler ile hazirlanan KMEIDS den salinan piroksikamm, simiile
edilmis bagirsak sivisinda en yiiksek oranda oldugu bulunmustur. Elde edilen sonuca
gore bu sistemin geleneksel ilag salinim yontemlerine gore ¢ok yonlii ve daha giivenilir
bir alternatif olarak onerilmistir.

Jain vd. (2005)’te yaptiklari ¢aligmada, ilacin midede mukoza tabakasina temas
etmeden kalma siiresini arttirmak amactyla kontrollii bir salinim sistemi Onermislerdir.
Bu sistem, gozenekli tasiyici olarak kalsiyum silikat, oral bir hipoglisemik ajan olan
repaglinid ve polimer olarak Eudragit S iceren yiizen mikrokiirelerden olusmaktadir.

Kalsiyum silikat'mn mikrokiireler i¢ine karistirilmasi ile ilacin istenen serbest salinim



davranis1 ve midede mukozaya temas etmeden kalmasini saglamak i¢in etkili bir
yontem oldugu bulunmustur.

Zhan vd. (2006), yaptiklar1 bir ¢alismada, ti¢ farkli monomerin (2-hidroksi-3-
fenoksipropilakrilat, 4-hidroksibdtil akrilat ve sek-butil tigat) karistirilmasiyla yeni bir
ko-polimer membran hazirlamislardir. Membranlar, klonidin transdermal ilag salinim
sisteminde dogrusal bir gecirgenlik avantaji saglamaktadir. Calismada membranlarin
farkli monomer oranlar1 ve kalinliklar1 ile gecirgenlik Ozellikleri arastirilmistir.
Optimize edilmis bir membran FTIR, DSC ve SEM ile karakterize edilmistir ve 3.0-
5.0 mg/ml araliginda klonidin konsantrasyon degerleri i¢in membranlarda sifira yakin
permeasyon (gegirgenlik) oran1 gozlemislerdir.

Gou vd. (2008), 1stya duyarli hidrojel igerisindeki nanopartikillere dayali yeni bir
lokal hidrofobik ila¢ salinim sistemini rapor etmislerdir. Enjekte edilebilen bu
hidrofobik ila¢ salinim sistemi, honokiol etken maddesinin siirekli salinmasi i¢in bir
depo gorevi gorebilmektedir. Yapilan ¢alismanin sonunda honokiol etken maddesinin
nano partikiillerden in vitro saliim profili, kontrollii bir serbest salinim davranisi
gosterdigi belirlenmistir

Singh vd. (2009), ¢capraz baglayici olarak N, N'-MBAAm ve baslatici olarak amonyum
persiilfat kullanarak sterilya zamki ve poli (AAm)’ye dayali hidrojelleri sentezlemistir.
Polimerik aglar SEM, FTIR ve sisme calismalar1 ile karakterize edilmis ve
hidrojenlerden ila¢ salinimi Fickian difiizyon mekanizmasi ile gerceklestirilmistir.
Sumi vd., (2008), metal bazli bir ilag olan bakir salisilat i¢in, metal selasyon baskilayici
ilag salimim sistemini tanimlamislardir. Yapilan in-vitro calismalarda, polimer
materyaline yiiklenen ilaglarin, serbest ilaclar ile karsilastirildiginda daha kontrollii bir
salinim modeli ortaya koydugunu belirlemislerdir.

Vieira vd. (2008), biyomedikal uygulamalarda kontrollii bir ilag salinim sistemi olarak
kullanilmak tizere iiretan baglantili nisasta bazli bir polimer tanimlamislardir. Nisasta,
2-izosiyanatoetil metakrilat ile modifiye edilmis ve daha sonra modifiye edilen nigasta,

foto-baslatici olarak Irgacure® 2959 (CIBA)



kullanilarak UV 1s1nlamast ile filmler tiretmek amactyla kullanilmigtir. Modifiye edilen
polimer FT-IR, SEM ile karakterize edilmis ve sonrasinda polimerin sisme kapasitesi
ve su temas agis1 Olgtimlerini belirlemislerdir. Timolol maleat ve sodyum flurbiprofen
adsorpsiyon ile immobilize edilmis ve in vitro serbest salinim profilleri spektroskopik
olarak izlenmistir.

Mani vd. (2008), metal implant yiizeylerinden dogrudan ila¢ salinimina yonelik yeni
alternatif tekniklerin  gelistirilmesi  arastirtlmistir.  Terapotik — 6zellige  sahip
kendiliginden Dbirlestirilmis mono-tabakalar, model ilacin (flufenamik asit)
kendiliginden toplanan metal kaplanmig yiizeylere kimyasal olarak baglanmasiyla
hazirlanmistir. Terapotik 6zellik gosteren kendiliginden birlestirilmis mono-tabakalar,
X-1simm1  fotoelektron spektroskopisi, fliioresan mikroskobu, atomik kuvvet
mikroskopisi ve temas acist gonyometre kullanilarak karakterize edilmistir. Bu
calisma, kendi kendine toplanan metal kaplamali yiizeylerine koroner stentlerden ve
diger metal implantlardan ilaglarin salinimi i¢in alternatif sistem olarak onerilmistir.
Oliveira vd. (2010), yapmis olduklar1 bir ¢alismada ayni anda spesifik biyolojik
bozunabilirlik ve pH'ya bagl ilag salinimi gosteren ¢ok partikilli sistemleri
gelistirmislerdir. Bu ¢ok partikiillii sistemler, kitosan, amidlenmis pektin ve kalsiyum
iyonlarina dayanmaktadir. Pargaciklarin, gastrointestinal alana benzer bir deney
ortaminda boyut dagilimi, morfoloji, sisme davranisi ve ¢oziinme testleri i¢in analiz
edilmistir. Seliiloz asetat ftalat ve HPMCP'nin bir araya getirilmesi, tim salinim
ortamlarinda ila¢ salinimi lizerinde en yiiksek kontrolii sagladigi tespit edilmistir.
Gelistirilen seliiloz asetat ftalat, triamsinolon formiilasyonu, asidik ortamda 2 saat
inkiibe edildikten sonra daha kontrollii bir salinim gozlenirken (%1.33), kontrol
formiilasyonunda ayn1 inkiibasyon siiresinde sonra hizli salinim (%45.52) gozlendigi
rapor edilmigtir.

Singh vd. (2010), capraz baglayici olarak CaCl kullanarak alginat ve sterilya sakizinin
es zamanli iyonotropik jellesmesiyle gastro-kalici yilizen ilag dagitim sistemini
gelistirmislerdir. Bu amacla tasarlanan boncuklar fizikokimyasal olarak analiz
edilmistir. Buna ek olarak, ilag yiiklenen boncuklardan anti-tlser icin model ilag olan

pantoprazoliin in vitro serbest salinim dinamigi, ilag salinim



mekanizmas1 ve difiizyon katsayilarinin degerlendirilmesi i¢in farkli salinim
ortamlarinda gergeklestirilmistir. Boncuklardan ilacin salinmasi Fickian tipi diftizyon
mekanizmasi ile gergeklestirilmistir.

Parveen vd. (2011), hidrofobik ilaglarin kapsiillenmesi i¢in paclitaxel yuklu kitosan ve
polietilen glikol kapli PLGA (PLGA-CS-PEG) nanopartikiillerini gelistirmislerdir.
PLGA-CS-PEG nanopargcaciklar kan dolasiminda etkili bir uzamaya neden oldugu
gozlenmistir. PLGA-CS ve PLGA-CS-PEG nanopargaciklarinin, daha yiiksek hiicresel
aliminin daha biiylik oranda antiproliferatif aktivite ile sonu¢glanmasi nedeniyle, PLGA
nanopargaciklar1 ve dogal paklitaksel iizerinde Ustlin antiproliferatif etki ve hicre
dongiisii inhibisyonu ortaya koydugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglara gore, ilag
etken maddesinin PEG ve kitosan ile kaplanmasinin, bilhassa tiimdr ilacinin kontrollii
saliniminda uygun ve etkili olmasi, bu ¢alismanin ila¢ tasiyicilarin tasarlanmasinda
onemli bir adim olabilecegini gostermistir.

Saboktakin vd. (2011), kolona ilag¢ salinim sistemi olarak kitosan-karboksimetil nisasta
nanopargaciklarini incelemisler ve model ilag molekiilii olarak 5-aminosalisilik asiti
secmislerdir. Ayrica 5-aminosalisilik asit 'nin in vitro salinimi da degerlendirilmis ve
salinimin gergeklestigi boliimde 5-aminosalisilik asit biitiinliigli, sodyum dodesil
slfat-poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak degerlendirilmistir. Modiilasyonuna
dayali olarak gelistirilen kitosan-karboksimetil nisasta nanopargaciklarinin, ilacin
kolona kontrollii olarak salinimi i¢in {imit vaadedici bir sistem oldugu rapor edilmistir.
Saboktakin vd. (2011), yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise metronidazol benzoat etken
maddesinin kontrollii salinimi i¢in tiyolat kitosan-poli metaakrilik asit nanopartikl
temelli gelismis bir salinim sistemi (mukoadezif) gelistirmistir. Bu calisma,
metronidazol benzoat etken maddesinin emilim yerindeki tutuklama silresinin
nanopargaciklara formiile edilerek arttirilabilecegini ortaya koymustur. Metronidazol
benzoat'in tiyolat kitosan-poli metaakrilik asit nanopartikiilleri ile hazirlanan
nanopargaciklar igine kapsiillenmesi, emilim alanindan salimin hedeflenmesinde,
kontrol saliniminin devam ettirilmesinde ve oral yollarla verilmesinin gelistirilmesinde

yararli bir yaklasim olusturabilecegi diisliniilmiistiir.



Li vd. (2011), yiiriitmiis olduklart bir ¢alismada 5-fluorourasil ve l6kovorin etken
maddelerinin kapsiillenmesi amaciyla iyonik jelasyon teknolojisi kullanarak kitosan
nanopartikiilleri iiretmislerdir. FTIR yardimi ile ilacin nanopargaciklara elektrostatik
olarak baglandigi dogrulanmistir. Bunun yani sira XRD yardimi ile amorf haldeki
nanoparg¢aciklarda 5-fluorourasil varligini onaylanmistir. Hem 5-fluorourasil hem de
l6kovorinin, stirekli ve kontrollii salinim1 yoluyla, salinimin ilk infilaki gézlenmistir.
Sonuglar kitosan nanoparcaciklarinin 5-fluorourasil ve 16kovorinin kontrollii salinimi
icin uygun bir sistem oldugunu géstermistir.

Yadollahi vd. (2015), capraz baglayici olarak sodyum tri-polifosfat kullanarak capraz
baglanmis kitosan hidrojel boncuklarina glimiis nanopartikiilleri eklemislerdir. Kitosan
hidrojel boncuklar iceren giimils nanopartikiilleri 'ler, XRD ve SEM ile analiz
edilmistir. In vitro ila¢ salinim testi, bu yeni nanokompozit boncuklarin etkinligini
gostermek amaciyla kontrollii ilag salinim sistemi olarak kullanilmistir. Calisma
kapsaminda giimiis nanopartikiillerini igeren kitosan boncuklar i¢in devamli ve daha
kontrollii ila¢ salinim profili gézlenmistir.

Safari vd. (2015), yaptiklar bir ¢alismada dopamin salinimi i¢in kitosan bazli yeni bir
tastyici sistem gelistirmislerdir. Bu amagla dopamin/kitosan (DOP/CIS) karisimlari
tiretilmis ve sonra sol-jel yontemi ile TiO, (Titanyum dioksit) ile kaplanmistir.
DOP/CIS, TiO2 kompozitleri fiziko-kimyasal olarak analiz edilmistir. DOP/CIS
kompozitlerine kiyasla, TiO2'nin eklenmesi ilacin tutulmasini 6nemli derecede
arttirmis ve ilacin salintmini azaltmistir. Elde edilen sonuglarin ¢ok tatmin edici oldugu
ve dopamin kullanimini enjeksiyondan oral yola doniistiirmek i¢in kullanilabilecegi
Onerilmistir.

Chen vd. (2016), kontrolli ilag salinimi1 amaciyla kitosan tiirevi indirgenmis grafen
oksit ve alginati kullanarak hidrojel boncuklar iiretilmistir. ilag yiikleme kapasitesi
kicik molekdl floresein sodyumda %82.8 olarak tespit edilmistir. Caligmada
fizyolojik bir pH'da 15 saat iginde %71.6, 20 saat iginde ise %82.4'lik ilag icerigi ile
kontrollii serbest salinim davranis1 gézlemlenmis ve hidrojel boncuklarin giivenli ve

etkili bir ilag tasiyicist olabilecegi ortaya konulmustur.

2.5 Sporopolen Temelli fla¢ Salinim
Diego-Taboada vd. (2013), ibuprofen etken maddesinin, kontrollii salinimini saglamak
icin Lycopodium clavatum sporopoleni kullanmistir. Calisma sonunda ilag¢ kapsilleme

verimi %97+1 olarak kaydedilmistir. Ibuprofenin kapsiillenebildigi, kat1 hal NMR,
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FTIR ve XRD ile gosterilmistir. Salim verimliligi, simiile edilmis mide sivisinda 45
dakika sonra %88 + 1 ve pH 7.4 degerinde 5 dakika sonra %85+2 olarak
kaydedilmistir.

Atwe vd. (2014), ila¢ tasiyict olarak Lycopodium clavatum sporlarimi (LS)
kullanmislardir. Ovalbiimin yiiklii LS'ler farelere oral yolla verilmistir. LS'ler, pozitif
kontrol yardimcr maddesi olarak kolera toksini kullanimi ile indiiklenenlere kiyasla,
onemli Olclide daha yiksek anti-ovalbiimin serum IgG ve fekal IgA antikorlarin
uyarmistir. Antikor yanit1 mide asidinden etkilenmemis ve 7 ay boyunca devam
etmistir. Konfokal mikroskopi LS'lerin fare bagirsak duvarma translokasyon
yapabilecegini ortaya konulmus ve bu ¢alisma genel olarak, Lycopodium clavatum
sporlarinin oral as1 ig¢in yeni bir yaklasim olarak kullanilmasinin temelini
olusturmustur.

Maltas vd. (2016), dogal malzemelere dayali yeni bir ila¢ sistemi Uretmek igin
sporopolenin yiizeyinde doksorubisin'i albumin'e bagladiklar1 rapor edilmistir. insan
serum albumini, 20mM Tris tamponu igerisinde 7.4 pH degerine sahip siiper
paramanyetik demiroksit {izerine immobilize edilmistir. Elde edilen verilere gore
HSA'nin baglanma miktarinin, 319.76uM, doksorubisin 'i smirlayan 25mg
sporopolenin 285.53ug oldugu tespit edilmistir. Protein ve ilacin sporopolene
baglanmasi1 SEM, EDX ve FT-IR analizi ile netlestirilmistir.

Alshehri vd. (2016), Phoenix dactylifera L.’den izole edilen sporopolen eksin
kapsiillerini dogal kompozit bir polimer (epiklorohidrinli karboksimetil seliiloz) ile
kaplayarak kontrollii ilag salinimi i¢in kullanmistir. Polimer kapli eksin kapsiilleri,
parasetamoliin kontrollii saliniminda in-vitro aragtirmalarda kullanilmistir. Sporopolen
eksin kapsiilleri, polimer kapli eksin kapsiilleri ve ilag yiiklii kapsiiller fiziko-kimyasal
olarak karakterize edilmis ve ila¢ ylkleme kapasitesi %97.2 olarak teyit edilmistir.

Bunun yanisira pH degeri 1.4'ten 7.4'e yiikseltildiginde, fizyolojik



tampon ¢oOzelti icindeki parasetamoliin kiimiilatif salinim oranlar1 simiile edilmis
gastrik sividakinden iki kat fazla oldugunu belirlemislerdir.

Mundargi vd. (2016), Lycopodium clavatum sporopolenlerine yiklenen 5-
fluorourasilin (kemoterapdtik ajan) kontrollii salinimlar1 {izerine bir arastirma
yirlitmiistiir. Calismada pasif, sikistirma ve vakum yiikleme olmak Uzere ii¢ farkl
kapsiilleme teknigi kullanilmistir. Sporlarin kapsiilleme verimi, pasif ve sikistirma
yikleme teknikleriyle karsilastirildiginda vakum yiikleme teknigi i¢in %49 olarak
kaydedilmistir ve bu nedenle vakum yiikleme formiilasyon daha ileri incelemeler i¢in
secilmigtir. Caligmanin sonucunda simiile edilen gastrointestinal kosullarda 5-
fluorourasilin etken maddesinin, kaplanmis sporlardan in vitro salinimininin daha

yavas (kontrolliil) bir salinim modeli (30 saat) gosterdigi tespit edilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Polenlerin Toplanmasi

P. orientalis polenleri Kastamonu’dan toplanmistir (24.04.2013). Ornekler (¢ giin
boyunca oda sicakliginda kurutulduktan sonra, polen taneleri saplarindan ayrilmis ve
daha sonra ilk olarak 10um’lik elekten ve daha sonra da 50 pum’lik elekten
gecirilmistir. Polenlerin tanimlanmasi 151k mikroskobu altinda teyit edilmistir.

P. orientalis polen taneleri sferoid (kure) sekillidir ve radyal simetriye sahiptir.
Polenler tricolpate agikliklara ve iri retikilat (agsi) bir yapiya sahiptir (Denk ve
Tekleva, 2006). Polen tanelerinin kutup ekseni ve ekvator ¢apinin ortalama degerleri
sirastyla 18-23 pm ve 17-24 pum olarak oOlgiilmiistiir. Polenlerin i¢ ve dis kabuk
kisimlarinin kalinlig: sirasiyla yaklasik olarak 1.4pum ve 0.7um olarak belirlenmistir.
Polen taneleri ¢alismanin sonraki asamalarinda kullanilmak iizere -20°C'de kapali

polietilen tiiplerde saklanmustir.

3.2 Kimyasallar

Parasetamol, Sandoz Syntek Etkin Ilagc Hammaddeleri, Istanbul, Tiirkiye’ den,
Na;HPO4, KH2PO4, NaOH, NaCl, KCI, CH3OH, HCI ve CHCIs kimyasallar1 ise
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)’den temin edilmistir. Deneylerde 7.4 pH
degerine ayarlanan fosfat tamponu (PBS) (Na2HPO4, KH2PO4, NaCl ve KCI den
hazirlanmistir) ve 1.2 pH degerine ayarlanan hidroklorik asit ¢ozeltisi (HCI ve KCI de
hazirlanmistir) olmak {izere iki farkli tampon c¢ozelti kullanilmistir. Tampon

cozeltilerin hazirlanmasinda steril su kullanilmistir.



3.3 Karakterizasyon

3.3.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskobu (FT-IR)

P. orientalis'in ham polen taneleri, sporopolen mikro-kafesleri, parasetamol ve
parasetamol yiikli mikro-kafeslerin kiziltesi spektrumlari, 4000-650cm™ araliginda
bir Perkin EImer 100 FT-IR Spektrometresi 2.5 kullanilarak kaydedilmistir.

3.3.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Numunelerin taramali elektron mikrografikleri (SEM), bir QUANTA FEG 250'de
kaydedilmistir.

3.3.3 Termogravimetrik analiz (TGA)

Numunelerin termogramlar, azot atmosferi altinda bir termogravimetrik analiz
sisteminde (EXSTAR S11 7300) belirlenmistir.

3.3.4 Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-Vis) absorpsiyon spektroskobu (UV)

Cozeltilerdeki parasetamol konsantrasyonu, UV-vis spektrofotometresi (Shimadzu,
Model 1601, Tokyo, Japonya) Uzerinde 243nm'de absorbans okumalarini izleyerek
nicel olarak tespit edilmistir. Kisacasi, UV absorbans okumalari ve tampon
sistemlerinde ilacin konsantrasyonu arasindaki iliskiyi elde etmek icin UV standart

egri yontemi uygulanmaistir.
3.4 Sporopolen Mikro Kafeslerinin Ekstraksiyonu

P. orientalis polen grandlleri (10g) 40mL 4M HCL1 solusyonu ile 50°C'de 1 saat
muamele edilmis, graniiller vakum filtrasyon yardimi ile siiziilerek saf su ile
yikanmistir. Asit muamelesinin ardindan polen graniilleri daha sonra alkali ¢0zeltiye
(40mL, 4 M NaOH) aktarilarak 90°C'de 12 saat boyunca bu soliisyon icerisinde
tutulmustur. Ardindan vakum filtrasyon islemi yapilarak elde edilen 6rnekler steril su

ile yikanmustir. Polen graniil 6rneklerinin asit ve baz muamele islemleri ayn1 kosullar
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altinda tekrarlanmigtir. Asit-baz muamelesinin ardindan polen graniilleri kloroform-
metanol ¢ozeltisi (1: 1, v: v) igerisinde oda sicakliginda 1 saat siire ile inkiibe
edilmistir. Siire sonunda sporopolen graniilleri bol miktarda su ile yikanarak oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir (Sekil 3.2).

Genetik materyalin P. orientalis polen graniillerinden tamamen uzaklastirildigini
temin etmek amaciyla bozulmamis polen graniilleri ve sporopolen mikro-kafesleri 11k

mikroskobu altinda incelenmis ve mikroskop goriintiileri kaydedilmistir (Sekil 3.1).

31.7 um

Sekil 3.1: Isik mikroskop goriintiileri a) Platanus orientalis polen b) sporopolen.

Sekil 3.2: Dijital kamera gortntuleri (a) polen (b) sporopolen.
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3.5 Sporopolen Mikro-kafeslerine Parasetamol Y Uklenmesi
3.5.1 Pasif yiikleme teknigi

Sporopolen mikrokafeslerine parasetamol yiiklenme islemi, ge¢miste yapilan bir
calismada belirtilen pasif yiikleme teknigine bir takim modifikasyonlar yapilarak
uygulanmistir (Mundargi vd., 2015). Pasif yiikleme teknigi a) ¢evre dostu olmasi (sert
kimyasal kullanim1 gerektiren yontemlere ihtiyag duyulmamasi), b) zaman tasarrufu
saglamasi, ¢) ekonomik olmasi gibi etkenlerden dolayi tercih edilmistir. Metodda
uygulanan asamalar kisaca, 100mg parasetamol 4mL etanol icerisinde cozllerek,
hazirlanan ¢ozeltiye 200mg sporopolen mikrokafesleri ilave edilmis ve elde edilen
stispansiyon 10 dakika boyunca vortekslenmistir.  Sporopolen-parasetamol
slispansiyonu 4 saat sireyle +4°C’de termostatorde (350 rpm) inkiibe edilmistir.
Parasetamol yuklu mikrokafesler, 110um gozenek capina sahip membran filtreler
yardimi ile siiziilmiistiir. Filtrasyon isleminin ardindan 6rnekler 3mL saf su ile iki kez
yikand1 ve sonrasinda bir derin dondurucuda -80°C'de 30 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda parasetamol yiiklii sporopolen mikrokafesleri
24 saat oda sicakligi kosullarinda kuruldu ve daha sonar deneyler de kulanilmak tizere

-18°C'de saklanmustir.

3.5.2 Evaporator ile yiikleme teknigi

Yukleme verimliligini arttirmak igin gelistirilen ve yeni bir yontem olan evaporator ile
yiikleme teknigi kullanilmigtir. 100 mg parasetamol 2 mL etanol i¢inde ¢oziilmiis ve
200 mg sporopolen ile siispanse edilmistir. Stispansiyon 10 dakika vortekslenmistir.
Daha sonra numune, 22°C'de evaporatére yerlestirilmis (etanol bu sicaklikta
buharlasmamistir) ve 4 saat evapore edilmistir. Ilaca bagli mikro kafesler filtre
edilmistir. Parasetamol yiiklii mikro kafesler, bir dondurucuda -80°C'de 30 dakika

inkiibe edilmis ve oda sicakliginda 24 saat kurutulmustur.
3.6 Yukleme Veriminin Belirlenmesi

Sporopolen mikrokafeslerine yiklenen parasetamol’iin niceliksel analizi ge¢miste

yapilan bir caligmada belirtilen teknigin bir takim modifikasyonlar: izlenerek
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uygulanmistir (Mundargi vd., 2016). Kalibrasyon egrisini elde etmek i¢in sollisyonlar
farkli konsantrasyonlarda (Spg / ml, 10pg / ml, 15ug / ml, 20pg / ml ve 25ug / ml)
hazirlanmistir. Bu soliisyonlarin absorbanslart UV-vis spektrofotometre kullanilarak
243nm'de 6lctlmustir. Kor ¢ozeltileri kullanilarak algilama limiti (LOD) ve nicelik
siirt (LOQ) degerleri sirasiyla 0.045 ve 0.15 olarak belirlenmistir. Kalibrasyon
egrisinin R2 degeri 0.996 olarak bulunmustur. Yiikleme verimliliginin belirlenmesi
amaciyla, 10mg parasetamol yukli sporopolen mikro-kafesleri 3mL PBS tampon
¢ozeltisi igerisine aktarilarak 10 dakika boyunca vortekslenmistir. Slspansiyon,
110um gbzenekli membran filtre kagidi yardimi ile filtre edilerek berrak bir ¢ozelti
elde edilmis ve ¢ozeltinin absorbansi, UV-vis spektrofotometre kullanilarak 243nm'de
Olglilmistiir.  Yiikleme verimliliginin hesaplanmasi amaciyla asagida belirtilen
formiiller kullanilmustir.
fla¢ miktar1 (mg) = (Absorbans x seyreltme faktorii) / (Egim x 1000) (3.1)
Mag yiikleme (%) = (Ilag miktar1 / ilag yiiklii sporopolen kiitlesi) x 100 (3.2)
Ilag yiikleme etkinligi (%) = (Hesaplanan ilag yiikleme / Teorik ilag yiikleme)x100
3.3)

3.7 Parasetamol YUkli Mikro Kafesler ile In Vitro Saliminin Belirlenmesi

Parasetamol yiikli mikrokafesler (iki yontemle elde edilen (pasif yiikleme teknigi ve
evaporator ile ylikleme teknigi kullanilarak)) ile yapilan in vitro ilag salim ¢aligmalari
120 saat siireyle yapay bagirsak sivisi olarak hazirlanan PBS (pH 7.4) ve yapay mide
stvist olarak hazirlanan HCI (pH 1.2) tampon ¢ozeltileri igerisinde gerceklestirilmistir.
Hem PBS hem de HCI tampon soliisyonlar1 ile 10mg saf ilag i¢in in vitro salim
caligmalari gergeklestirilmistir. Metodda uygulanan asamalar kisaca, 10mg ilag yiiklii
mikrokafes 5mL PBS ve 5mL HCI tampon ¢0zeltileri icinde 100rpm'de vortexlenerek
stispanse edilmistir. Ardindan siispansiyonlar diyaliz torbalarina alinarak 50 mL PBS
ve HCI ile hazirlanan serbest salinim ortamlarina yerlestirilmistir ve inkiibatorde
37°C'de 120 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Sporopolen mikrokafeslerinden
ortama salinan parasetamol miktariin belirlenmesi amaciyla, farkli zaman
araliklarinda (5 dakika, 15 dakika, 20 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 6 saat, 24 saat,
48 saat, 72 saat ve 120 saat) salinim ortamlarindan 2mL 6rnek alinmis ve ayn1 miktarda
taze olarak hazirlanan PBS ve HCI tampon soliisyonlar1 salinim ortamlar: igerisine

ilave edilmistir. Farkli inkiibasyon saatlerinde alinan soliisyonlar igerisine salinan
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ortalama parasetamol miktarina tekabiil eden absorbans degerleri, UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak 243 nm'de 6l¢iilmiistiir.
Tim deneyler ii¢ kez tekrarlanmis ve veriler ortalamalar1 alinarak = SD (SD: standart
sapma) olarak ortaya koyulmustur.
Parasetamol’iin kiimiilatif yiizdesel salinim degerinin hesaplanmasi amaciyla asagida
belirtilen formiiller kullanilmistr.
[la¢ konsantrasyonu (mg / mL) = (Absorbans x Egim) + kesisim (3.4)
[lag miktar1 (mg) = (Konsantrasyon x Coziinme kiivet hacmi) (3.5
Kiimiilatif salinim (%) = (Ornegin alindig1 hacim (mL) / Kiivet hacmi (mL))
x P (t-1) + Pt (3.6)
Pt, t zamanindaki serbest salinim oranina.

P (t- 1), t’den 6nceki serbest salinim oranini belirtilmektedir.

3.8 Kinetik Saliniminin Belirlenmesi

Bazi arastirmacilarin (Higuchi, 1963; Sood ve Panchagnula, 1999; Qureshi ve
Shabnam, 2001) yapmis olduklar1 ¢aligmalara goére ilaglarin in vitro salinimi, bu
ilaglarin verilmesinde 6nemli unsurlardan biri olarak rapor etmistir. Yiikli ilaglarin in
vitro olarak saliminin anlagilmas: i¢in bir¢ok matematiksel model yaygin olarak
kullanilmaktadir (Costa ve Lobo, 2001). Bu ¢alismada, mikro-kafeslerden parasetamol
salimim kinetiginin karsilastirilmas1 amaciyla sifir derece, birinci derece ve Higuchi
kinetik modelleri kullanilmistir.
Sifir derece kinetik modeli, asagida belirtilen formtil ile hesaplanmistir.

Qr = Qo + kot (3.7)
Qt, t zamaninda salinan kiimiilatif ila¢ miktarini, Qo, matristeki ilacin baslangig
miktarini, Ko, sifir salimli sabiti ve t, zamani ifade etmektedir. Parasetamol’iin salinim
kinetiginin belirlemesi amaciyla salinan ilacin kiimiilatif degeri miktar—zaman grafigi

cizilerek belirtilmistir.
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Birinci dereceden kinetik model asagida verilen formiil ile ifade edilmistir (Costa ve
Lobo, 2001);

log Q; =log Qy + k,t/2.303 (3.8)
Qt, t zamaninda salinan kiimiilatif ila¢g miktari, Qo soliisyondaki ilacin baslangi¢
miktari, ki, birinci dereceden salinim sabiti, t zaman, k1 / 2.303 ¢izginin egimini ifade
etmektedir. Mikro-kafeslerden salinan parasetamol salinim kinetiginin agiklanmasi

amaciyla, ilacin giinliik kiimiilatif yiizde degeri — zaman grafigi ¢izilerek belirtilmistir.

Higuchi kinetik modeli Fickian diflizyon mekanizmasini temel almakta ve zaman
denkleminin sadelestirilmis karekokiiyle ifade edilmektedir (Higuchi, 1963).

Q¢ = Qo + kyt'/? (3.9)
ki Higuchi sabiti ve t zamani ifade etmektedir. ilag salim kinetiginin agiklanmasi
amaciyla salinan ilacin kiimiilatif miktari-zaman karekokii grafigi cizilerek

belirtilmistir.

3.9 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS 18.0 kullanilarak gergeklestirilmistir. Salim caligmalarinda
genel varyasyonlart hesaplamak i¢in tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA)
kullanilmistir. Testler % 95 giiven araliklarinda yiiriitilmiistiir. Salim ¢aligmalarinin

sonuglari, ortalamalar1 alinarak + standart sapma olarak verilmistir.

17



4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 FT-IR spektra analizi

Platanus poleninin (Sekil 4.1a) spektrumundaki 3279.7cm "’ deki genis pik, alkol,
pektin, seliiloz ve lignindeki fenol gruplarinin O—H geriliminden kaynaklanmaktadir.
2919.8 ve 2851.3cm !"deki iki pik alifatik C—H gerilimleriyle iliskilendirilebilir.
1632.2cm "’ de ortaya cikan pik, polenin protein yapilarmin amit 1 baglarindaki
karbonil gruplarina atfedilebilir. Proteinlerin amit Il baglarina ait C—N ve N-H gerilim
pikleri 1544.2 ve 1514.7cm "de gozlemlenmistir. Polisakkarit yapisina ait pik ve
seltilozun C-O-C gerilimleri 992.56 ve 1043.9cm™!"de gdzlemlenmistir. Ekstraksiyon
isleminden sonra, sporopolenin spektrumundaki O-H gerilim titresimine ait genis pik
3360.4cm ‘e kaydig1 goriilmiistiir (Sekil 4.1b). Bu genis pik capraz bagli polimerin
yapisinda bulunan su molekiillerinin O—H gruplarina ait olabilecegi diigiiniilmektedir.
Ayn1 zamanda, sporopolenin spektrumunda yeni pikler tespit edilmistir. 2919.0 ve
2850.8cm!*deki keskin pikler doymamis yag asitlerin yan zincirlerinin alifatik C—H
gerilim titresimlerine aittir. 1574.9cm™""deki keskin pik, sporopolenin doymamis yag
asit yapilarindaki alifatik C=C gerilimlerine ait olabilir. 1408.1cm!"de gdzlemlenen
pik yag asit yapilarimin karboksilat gruplarinin simetrik gerilimlerine atfedilebilir.
Polisakkarit yapisina karsilik gelen C—O—C geriliminin titresimleri 1057.5cm™!"de
gbzlemlenmistir.  Parasetamole ait FT-IR spektrumu Sekil 4.1c’de verilmistir.
Disubstitiiye amit gruplarmin karakteristik absorpsiyon bantlart 3322.2cm™!‘de
gozlemlenmistir. 3000-3500cm "’de goriilen genis bant fenolik —OH gruplarin
kuvvetli hidrojen bagindan kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda bu genis bant bu
bolgedeki diger pikleri de drtmiistiir. Mesela, aromatik C—H 3000cm™""deki gerilim
titresimi agik bir sekilde gdzlemlenmemistir. 1650.9 cm "’deki keskin pik amit
gruplarinin C=0 geriliminden kaynaklanmaktadir. Aromatik halka ve halka yan
gruplarindan kaynaklanan ve fenil gruplarinin varligini gosteren C=C gerilim
titresimlerini 1609.7cm™! ve 1505.4cm™!"de gdzlemlenmistir. 1561.7cm!"deki pik N—
H amit egilme titresimlerine aittir. C-N gerilim titresimi 1224.6cm "de ortaya

cikmistir.



Para-substitiye aromatik halkalarin karakteristik piki 836.3 cm™!’de gdzlemlenmistir.
Sporopolene parasetamol yiiklenmesinin ardindan sporopolenin spektrumunda
karakteristik degisiklikler gozlemlenmistir (Sekil 4.1d). Bazi pikler yer degistirirken
veya kaybolurken, spektrumda yeni pikler gozlemlenmistir. Parasetamol
molekiillerinin ~ etkilesiminin  sonucunda O-H piki 3322.2cm e kaydig
belirlenmistir. Doymamis yag asitlerinin C=C gerilim band: (1565.2cm™") ilacin
aromatik C=C gerilim bandiyla (1605.3cm™!) cakistig1 ve bu pikler 1647.2cm™!"deki
ilacin C=0 pikini belirsizlestirdigini gozlenmistir. Ayn1 zamanda, parasetamol yiikli
sporopolenin spektrumunda ikinci aromatik C=C gerilim pikleri 1513.6cm™ "¢ kaydig
belirlenmistir. Para-substituye aromatik halkanin karakteristik piki 835.6cm ’de

g6zlemlenmistir.

19



1057.5

33222 F

1650.9

836.3

3322.2 1505.4

1647.2\
1605.3") | \
b\ 15136 28
\
1565.2
800

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 650.0
em-1

Sekil 4.1: FT-IR spektrumlari (a) Platanus orientalis polen, (b) sporopolen, (c)
parasetamol ve (d) parasetamol yikli sporopolen mikrokafesler.
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4.2 SEM goruntuleri

Sekil 4.2a, b’de goriildiigii gibi, P. orientalis poleni yliksek oranda gozenekli ve agsi
ylizey yapisina sahip oldugu belirlenmistir. Sporopolen ekstraksiyon isleminde genetik
materyal ve exine yapisinin hemen altindaki tabaka basariyla uzaklastirilmistir. Yine
de, exine’nin yapisal biitiinligii korundu ve sporopolen mikrokafeslerin ylzeyinde
catlaklar gozlemlenmemistir. Ayrica, ektraksiyon islemindeki kimyasal muamelesi
exine yapisinda olmayan tabakayr ayirdigi ve yuzeydeki gozenek sayisi arttigi
goriilmustiir (Sekil 4.2¢,d). Baz1 gozenekler ilag¢ ylikleme isleminde parasetamol ile

dolduruldu kanitlanmistir (Sekil. 4.2¢, ).

i’ V“"

'
N

ve (d) parasetamol yukli sporopolen mikrokafeslerin gorintuleri.
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4.3 Termogravimetrik analiz

P. orientalis pollen, sporopollen, parasetamol ve parasetamol-yUkli sporopolen
kapsullerin termal o&zellikleri Sekil 4.3’te gosterilmistir. Polen igin dort farkli
dekompozisyon asamasi kaydedilmistir. Sporopolen i¢in ii¢ farkli dekompozisyon
asamas1 gozlemlenmistir ve 480°C’deki pik keskindi, bu yiizden P. orientalis’ten elde
edilen sporopolenin termal kararliliginin yiiksek oldugu seklinde yorumlanabilir.
Parasetamol iki asamada bozunmustur. Ik asama 200-300°C arasinda gergeklesmistir
ve bu parasetamol yapisindaki fenol halkasmin bozunmasia atfedilebilir. ikinci faz,
300 ve 330°C (maksimum 316°C) arasinda kaydedilmistir ve bu, parasetamoliin
yapisindaki asetamidin ayrismasmna atfedilebilir. Parasetamol yiiklii sporopolen
mikrokafesler dort asamada bozunmustur. 100°C'ye kadar ilk safha, bagli suyun
buharlasmasia atfedilebilir. Ikinci satha (247°C civarinda maksimum bozunma),
parasetamoliin bozulmasi nedeniyle olmustur. Bu arada, iigiincii ve dordiincii agamalar
sporopolenin ayrismasina kaynaklanmistir.

L. clavatum'dan elde edilen ticari sporopolen ve Phoenix dactylifera'dan elde edilen
sporopolenin, 250—400°C araliginda ayristigi rapor edilmistir. P. orientalis poleninden
elde edilen sporopolen, daha iyi termal stabilite gostermistir ve yaklasik 480°C'de
termal ayrigsma gergeklesmistir (Gubbuk vd., 2012; Alshehri vd., 2016; Alshehri vd.,
2016). Seliiloz ve kitin gibi dogada bol olarak bulunan diger biyopolimerlerle
karsilastirildiginda P. orientalis sporopolen termal olarak daha kararlidir. Bitkilerden
elde edilen bir bagka yapisal biyopolimer olan seliilozun termal bozunmasi, 300—
350°C'de gergeklesir ve hayvan kaynakli yapisal polimer kitin, 350-400°C'de ayrigir
(Yang vd., 2007; Wang vd., 2013). Ayrica, sporopolen konsantre asit ¢ozeltilerine
kars1 daha dayaniklidir ve hidroliz olmaz. Ote yandan yapisal biyopolimerler seliiloz
ve Kitin konsantre asit soliisyonlari ile hidrolize edilir (Bondeson vd., 2006; Rupley,
1964). Yiiksek termal kararliligi olan sporopolen zorlu sartlarin uygulandig: cesitli

stireclerde kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.3: TGA ve DTG egrileri: a) Platanus orientalis polen, b) sporopolen,
c) parasetamol ve d) parasetamol yikl{ sporopolen mikrokafesler.

4.4. Yikleme Verimliligi

Parasetamoliin sporopolen mikrokafeslere pasif yiikleme teknigi kullanilarak ylikleme
verimliligi %8.24 olarak kaydedilmistir. Bu diisiik yiikleme verimliligi, parasetamol-
yukli sporopolen mikrokafeslerin hazirlanmasinda kullanilan pasif yiikleme teknigine
atfedilebilir. Daha 6nceki ¢alismalarda, sikistirma veya vakum yiikleme teknikleri gibi
diger tekniklerle karsilagtirildiginda yilikleme verimliligi degerinin pasif yiikleme
teknigi ile kiyaslandiginda oldukga diisiik oldugu gosterilmistir (Mundargi vd., 2016).
Diger taraftan evaporator teknigi kullanilarak yiikleme verimliligi %23.7 olarak
kaydedilmistir. Bununla birlikte, FT-IR spektrum analizi, SEM gorintdleri ve in vitro

salim ¢aligmalar1, sporopolen mikrokafeslere parasetamol yiiklenmesini dogrulamistir.

4.5 In Vitro Parasetamol Salinimi

Sporopollen mikrokafeslerden ve serbest parasetamol’iin salinim davranigini

karsilagtirmak i¢in parasetamol yiiklii sporopollen mikrokafeslerle in vitro salinim
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caligmalar gergektestirilmistir. pH degerine bagimli ilag salinim tespiti i¢in ilacin ve
mikrokafeslerin uygunlugunu test etmek amaciyla in vitro salim ¢alismalar1 PBS (pH

=7.4) ve HCI (pH = 1.2) tampon ¢Ozeltileri icerisinde gergeklestirilmistir.

4.5.1 Pasif yiikleme teknigi

Parasetamoliin mikro kafeslerden salinim ortamina baslangi¢ salinim miktarinin ilk
saatte hizli oldugu ve zamanla (120. saat) yavagladigr goriilmiistiir. PBS ve HCI
soliisyonlar1 igerisinde serbest ila¢ ve ila¢ yiiklii sporopollen mikro-kafeslerinin
kiimiilatif salimm yiizdeleri Sekil 4.4a,b'de gosterilmistir. Bu sonug, sporopollen
mikrokapsul ylzeyinden absorbe olan parasetamol molekiillerinin hizla ortama
salindigin1 gdstermistir. Bununla birlikte, mikrokafeslere tutuklanmis parasetamol
molekiilleri daha kontrollii salim davranis sergiledigi gozlenmistir. Mikrokafeslerden
kiimulatif ilag salimmi pH 7.4 icin 24 saat igerisinde %55.98+1.87 oraninda
gerceklesirken, serbest ilag salimiminin ise 15 dakika iginde tamamlandig
belirlenmistir. HC1 tampon ¢ozeltisinde, mikrokafeslere tutuklanmis parasetamoliin
ilk ani salinimy, ilk 15 dakika iginde %31.18+3.55 olarak bulunmustur. Ayni kosullar
altinda, serbest parasetamol ortama daha hizli bir sekilde salinmistir. Tutuklanmas ilag
ornekleri, serbest ilagc numunelerine kiyasla hem PBS hem de HC1 tamponlarinda
biraz daha yiksek kontrollii salinim tarzi sergilemistir. Bu ¢alisma sporpolenin
mikrokafeslerden parasetamol salinim davraniginin, ortamin pH'indaki farkliliklara
fazla bagimli olmadigini gostermistir. Ayrica, ayn1 egilim serbest parasetamol igin de

gozlemlenmistir.

4.5.2 Evaporator ile yiikleme teknigi

Evaporator ile ylikleme tekniginin serbest birakma profili Sekil 4.5a, b 'de PBS ve HC1
i¢cin sirastyla gosterilmistir. Saf ilacin PBS ve HCI tampon ¢d6zeltilerinde sirasiyla
tamamen serbest birakilmasi 6 saat ve 4 saat i¢cinde gozlenmistir. Serbest ilacin PBS
ve HC1 i¢in sirasiyla ilk 5 dakikadaki kiimiilatif yiizdesel salim oran1 % 88.8 + 1.87
ve% 85.64 £ 0.31 olarak kaydedilmistir. Bununla birlikte, parasetamol yiiklii
sporopolen mikro kafes, PBS'de ilk 5 dakika boyunca% 21.94 + 0.28'lik bir minimal
baslangi¢ salinim hiz1 gostermistir. Ik hizla salimimdan sonra, in vitro salmim
calismasi sirasinda siirekli olarak % 26.29 + 0.15 ve% 39.51 + 0.08 salinma yiizdesi
araliginda kontrollii salinim gergeklesmistir. Benzer sonuglar HC1 tampon ¢ozeltisi

icin de bulunmustur. Mikro kafes igine sikisan parasetamoliin baslangigtaki hizli
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salmim yizdesi, ilk 5 dakika i¢inde % 22.52 + 0.16 oldugu bulunmus ve sonraki 120
saat boyunca yavag salinim yiizdesinin ise % 29.23 £+ 0.59 ve% 33.23 £ 0.19 araliginda
oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, P. orientalis sporpoleninden parasetamoliin in vitro
saliniminin, ayni kosullardaki serbest ila¢ salinimindan daha kontrollii oldugunu
Oonermektedir. Ayrica, in vitro serbest salinim calismasi, baslangic hizli salinim

etkisinin evaporator ile yiikleme teknigi sayesinde diisiiriilebilecegini gostermistir.
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Sekil 4.4 : Platanus oritentalis’ten elde edilmis sporopolen mikrokapstlin
parasetamol salinim Ozellikleri: a) PBS icerisinde b) HCI igerisinde.
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Sekil 4.5: Evaporator ile yiikleme teknigi ile Platanus orientalis'ten sporopolen
mikrokapsiillerinin serbest birakilmasi: a) PBS ¢ozeltisi i¢cinde ve b) HC1
cOzeltisi iginde.

4.6 Asit ve Fizyolojik pH Kosullarinda Kinetik Salimim

Bu calismada, PBS (pH 7.4) ve HCI tampon ¢ozeltileri (pH 1.2) iginde
mikrokafeslerden salinan parasetamol salinim kinetigini degerlendirmek i¢in sifir
derece, birinci derece ve Higuchi kinetik modeller kullanilmistir. Tablo 1'de
gosterildigi gibi, tiim matematiksel modeller igin daha yiiksek R? degerleri elde edilmis
ve Higuchi modelinin, her iki pH degeri igin sifir-derece ve birinci-derece modellere
gore daha yiiksek bir korelasyon katsayis1 (R?) sergiledigi gdzlenmistir. Bununla
birlikte, Higuchi modelinin R?si hala kabul edilebilir bir seviyede degildir ve
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parasetamoliin  mikrokafeslerden Fickian diflizyonuyla salindigi  sonucuna
vartlamamustir. Ilacin salinim davranigt, her {ic modele de tam bir uyum gosteremedigi
belirlenmistir.

Ylzey efektinin etkisini kontrol etmek i¢in, daha 6nce bir ¢alismada Yin vd., (2014)
aciklandigr gibi exponental bir model kullanilmistir ve diisiik R2 degerleri
kaydedilmistir (Tablo 2). Bu diisiik R2 degerleri, yiizey etkisinin 6énemsiz oldugunu
gostermektedir. Ayrica, exponental fonksiyon goz oniline alindiginda, daha biiyiik B
degerleri, daha hizli salinim oranina atifta bulunmaktadir. Burada, evaporator ile
yiikleme tekniginde goreceli olarak diisiik B degerleri kaydedilmistir ve bu da
sporopolen mikro kafeslerden parasetamolin daha kontrollii olarak salindigini
gOstermektedir.

y = Ae BX (4.1)

Burada y sporopolen mikro kafeslerdeki parasetamol tutma fraksiyonu, A ve B sabitler

ve X zamani belirtmektedir.

Cizelge 4.1: Parasetamol-yuklu Platanus orientalis sporopolen mikrokafesler igin
kinetik parametreler.

Kinetik Sifir-derece Birinci-derece Higuchi

modeller RZ ko R2 K, R2 ko

PBS (pH=7.4) 0.7114 7.0751 0.6493 0.0834 0.8283 16.3120

HCl (pH=1.2)  0.5583 5.4718 0.5145 0.0728 0.6957 13.0520

Cizelge 4.2: Parasetamol yuklu Platanus orientalis sporpolen mikro kafeslerinin
exponental modeli (yuzey efekti olmadan) kinetik parametreleri.

Kinetik Sifir-derece Birinci-derece Higuchi
modeller(PBS R? B R? B R? B
pH: 7.4)

Pasif Yikleme  0.6493 0.1919 0.6315 0.0535 0.7739 0.4477
Evaporator ile 0.4052 0.0010 0.4036 0.0003 0.9160 0.0163
Yikleme
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, ylksek oranda retikilat (ags1) ylzey ve termal kararliliga sahip olan
sporopollen mikrokafesler ilk kez P. orientalis'den ekstrakte edilmistir. Parasetamol,
pasif yiikleme teknigi kullanilarak sporopollen mikrokafeslerine yiiklenmistir.
Calisilan yukleme tekniginin etkinligi, daha 6nce yapilmis bir ¢alisma olan Alshehri
vd. (2016) hurma bitkisinden elde edilen sporopolen (P. dactylifera), karboksimetil
seliloz ve piklorohidrin ile kaplanmasi ile Kkarsilastirildiginda daha dlsiik
bulunmustur. Buna karsin, yeni gelistirilen evaporator ile yiikleme teknigi kullanilarak
yikleme verimliligi arttirillmistir. Bu yaklasim, parasetamol-sporopolen salma
sisteminin tasarimi i¢in daha uygun bir yontem olarak Onerilebilmektedir. P.
ortentalis’den elde edilen sporopolenin ilag yiikleme verimliligini arttirmak igin
modifiye edilebilecegi diisiilmektedir. Serbest parasetamol molekillerinin, ortama
(PBS ve HC1 tamponlar1) daha hizli salim sergiledigi gézlenirken, parasetamol-yukli
sporopollen mikrokafeslerin, her iki salinim ortaminda daha kontrolli salinim tarzi
gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte farkli ylizey ozelliklerine sahip (agimsi,
g0zenekli ve agikliklar olan yapilar) sporopolenin, parasetamol igin etkili bir tastyict

olabilecegi sonucuna varilmistir.
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