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OZET

ELEKTROPUSKURTME YONTEMIYLE PROPOLIS YUKLENMIS POLIVINIL
ALKOL NANOPARTIKULLERiININ URETiMi VE KARAKTERIZASYONU

Benazir SUBASI ZARBALIYEV

Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Ylksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Fatih Térnlik

Propolis; bal arilari tarafindan cesitli bitkilerin gamlarindan (retilen, icerisinde
flavonoidler, sinnamik asit ve tilirevleri, steroidler, aminoasitler ile ugucu aldehit ve
ketonlar gibi c¢esitli fitokimyasallari barindiran, antioksidan, antimikrobiyal ve
antitimor gibi biyoaktif 6zellikleri ile karakterize edilen dogal bir maddedir. Propolisin
suda ¢6ziinememesi nedeniyle gidalarda fonksiyonel katki maddesi olarak kullanimi
sinirhdir. Enkapstlasyon, suda c¢6zlinemeyen biyoaktif maddelerin ¢6ziinebilir hale
getirilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan tekniklerden birisidir.

Bu arastirmada propolis ekstrakti, elektroplskirtme yontemi kullanilarak suda
¢ozlinebilir bir polimer olan polivinil alkol (PVA) igerisine farkl konsantrasyonlarda (%0;
%0,4; %0,8; %1; %1,2) nano Olcekte enkapsiile edilmistir. Yapilan 6n denemelerle
elektropliskirtme sartlari optimize edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen propolis
yukli nanokapsillerin boyutu ve zetapotansiyel degerleri, enkapsilasyon etkinligi,
SEM, DSC ve FTIR karakteristikleri, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri analiz
edilmistir. Nanokapsiillerin zetapotansiyel degerleri ve partikiil boyutlari sirasiyla -5 ile
+5 mV ve boyutlari ise 104 nm ile 258 nm arasinda bulunmustur. Orneklere ait
polidispersite indeks degerlerinin 0,357’nin altinda olmasi, nanopartikillerin boyut
dagiliminin homojen oldugunu gostermistir. Uretilen nanopartikiillerin enkapsilasyon
etkinligi %23’Gn altinda bulunmustur. DSC ile vyapilan termal karakterizasyon
sonucunda PVA nanopartikiillerinin  propolisin  termal stabilitesini  arttirdig
gozlenmistir. Propolis yikli PVA nanopartikillerinin %80-%89 araliginda DPPH radikali

Xii



yakalama aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Yapilan antimikrobiyal aktivite testleri
sonucunda, gram pozitif bakteri olan S.aureus’un disik konsantrasyon oranlarinda
propolis iceren nanoyapilara karsi bile yiliksek diizeyde inhibisyona ugradigi, gram
negatif Escherichia coli 0157:H7’ye karsi etkinin ise sinirli oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak bu calismayla, propolisin elektropliskiirtme yontemi ile nanoboyutta enkapsiile
edilerek gida endistrisinde suda ¢oziniir fonksiyonel bir katki maddesi olarak
kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Enkapstilasyon, elektropuskiirtme, PVA, propolis, nanopartikil
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ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF PROPOLIS LOADED POLIVINIL
ALCOHOL NANOPARTICLES WITH ELECTROSPRAYING METHOD

Benazir SUBASI ZARBALIYEV

Department of Food Engineering

MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Fatih Tornuk

Propolis is a natural substance which is produced from gums of various plants by
honeybees, possesses various phytochemicals such as flavonoids, cinnamic acid and
derivatives, steroids and amino acids as well as volatile aldehydes and ketones and is
characterized by several bioactive properties such as antioxidative, antimicrobial and
antitumor. Due insolubility of propolis in water, its use in foods as a functional additive
is limited. Encapsulation is one of the techniques commonly used for making water-
insoluble bioactive substances soluble in water.

In this study, propolis extract was encapsulated in polyvinyl alcohol (PVA), a water-
soluble polymer, at nano scale at different concentrations (0%, 0.4%, 0.8%; 1%, 1.2%)
by using electrospraying method. Electrospraying conditions were optimized with
preliminary studies conducted. Size and zetapotential values, encapsulation efficiency,
SEM, DSC and FTIR characteristics, antioxidant and antimicrobial activities of the
propolis loaded nanocapsules obtained under optimal conditions were analyzed. The
zetapotential values and particle sizes of the nanocapsules ranged from -5 to +5 mV
and 104 nm to 258 nm, respectively. The polydispersity index values of the samples
below 0.357 showed that the size distribution of the nanoparticles was homogeneous.
Encapsulation efficiency of the nanoparticles was found below 23 %. As a result of
thermal characterization with DSC, it was observed that the PVA nanoparticles

Xiv



increased the thermal stability of propolis. It was determined that the PVA
nanoparticles loaded with propolis showed DPPH radical scavenging activity in the
range of 80% and 89%. As a result of the antimicrobial activity tests, it was determined
that S. aureus, a gram-positive bacterium, was highly inhibited against propolis-
containing nanocapsules even at low concentration ratios while the activity against
gram-negative Escherichia coli 0157: H7 was limited. As conclusion of this study, it is
revealed that propolis could be used as a water soluble functional additive in the food
industry by encapsulating in nano scale by electrospraying method.

Keywords: Encapsulation, electrospraying, PVA, propolis, nanoparticles
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Biyoaktif bilesenler canlinin hayatta kalmasi ve saglikli bir sekilde yasamini devam
ettirebilmesi icin besinlerden saglanan ikincil metabolitlerdir [1]. Biyoaktif bilesenlerin
hicresel aktiviteleri etkileyerek kanser, kalp ve damar hastaliklari, diyabet, obezite gibi
hastaliklara karsi viicudu korudugu belirtilmistir [2]. Biyoaktif bilesiklerin viicutta cesitli
metabolizmalarda gorev almasi sagligi olumlu yonde etkilemektedir. Faydali bakteriler
icin fermantasyon substrati, zararli bakteriler igin inhibitor, toksik maddeler icin
yakalayici ajan, enzimatik reaksiyonlarda kofaktor, biyokimyasal reaksiyonlarda
substrat bu metabolik reaksiyonlardan bazilaridir [3]. Bitkisel kaynakh gidalar biyoaktif
bilesenlerce zengin gidalardir. Yapilan arastirmalarda sebze ve soya agirlikli beslenen
Japonya’da ve zeytinyagl, meyve, sebze ve tahil agirlikh beslenen Akdeniz bodlgesi
insaninda diger yerlerde yasayan insanlara goére daha az kronik kalp rahatsizliklari
oldugu gorilmustiir. Bunun nedeni bu gidalarin biyoaktif bilesenlerce zengin
olmasindan kaynaklanmaktadir [4]. Propolis, bal arilari tarafindan Uretilen, kovani
mikrobik enfeksiyonlardan korumak, isi yalitimi saglamak, kovanda catlaklar veya
acikhklari doldurmak gibi cesitli amaclar icin kullanilan dogal bir Grlindlr [5]. Propolis
antimikrobiyal, antifungal, antioksidan, anti-inflamatuar gibi temel biyoaktif 6zellikleri
barindirmaktadir. Polifenoller, terpenoidler, amino asitler, ugucu organik asitler,
ketonlar, kumarinler, kuinonlar, vitamin ve minerallerce zengindir. Balda bulunan 25
flavonoid propoliste de bulunmaktadir. Propolis C, E, B1, B2, B6 vitaminleri ile Mg, Ca,

, K, Na, Cu, Zn, Mn, Fe gibi minerallerce zengindir. icerisinde yiiksek miktarda yag asidi,



asit fosfataz siksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfataz enzimerini

de barindirir [6].

Polivinil alkol, polivinil asetatin hidrolizi sonucunda elde edilen suda ¢6ziinebilen
sentetik bir polimerdir. Biyouyumlu olmasi, ¢ok iyi kimyasal dayanim ve esneklik
yapisina sahip olmasi, ¢ok iyi mekanik 6zellikler barindirmasi nedeniyle tek basina veya
diger polimerlerle karistiritip mikemmel derecede partikil ve lif yapisi olusturma

Ozelligine sahiptir [7].

Nanoteknolojinin ortaya ¢ikmasiyla nanoboyuta indirgenen maddeler makro boyutta
gosterdigi ozelliklerden olduk¢a farkh o6zellikler gosterebilmektedirler. Bu nedenle
nanoteknoloji ¢agimizin en 6nemli arastirma ve uygulama bilimi haline gelmistir.
Hemen hemen her bilim dalinda kullanilmaya baslanan nanobilimi, son yillarda gida ve
ziraat alaninda da olduk¢a 6nem kazanmis ve bu yonde bircok arastirma yapilmistir.
Gida nanoteknolojisi alaninda yiritiilen en yaygin arastirma ve gelistirme alanlarindan
biri enkapsiilasyon islemidir. Enkapstilasyon, bir maddenin dogal veya sentetik bir
kaplama materyalinin icine hapsedilmesi veya kapsillenmesi olarak tanimlanabilir [5].
Gida maddelerinin yapilarinda dogal olarak bulunan biyoaktif maddeler, stabilitelerinin
artirilarak biyoyararhliklarin iyilestiriimesi icin enkapsile edilmektedirler. Vicut icin
gerekli bazi biyoaktif maddelerin glnlik gidalardan vyeterince karsilanamadigl
durumlarda cesitli vitaminler, antioksidanlar, antimikrobiyallar vb. biyoaktif maddelerle
gida Urunlerini desteklemek bir gerekliliktir. Fakat bu biyoaktif maddelerin gerek gida
Uretim asamasl ve depolama, gerekse viicuda alindiktan sonra sindirim sirasinda
stabilitelerinde ya azalma meydana gelir ya da stabiliteleri tamamen kaybolur [4-5]. Bu
durum, biyoaktif maddelerin uygun bir tasima sisteminin icine hapsedilmesiyle kismen
Onlenebilir. Enkapsiile edilen biyoaktif maddelerin gida Uretimi sirasinda fiziksel,
kimyasal veya enzimatik olarak parcalanmasi onlenerek daha iyi korunmalari
saglanabilir [6]. Bu islem sayesinde kapsillenmis biyoaktif bilesen iceren gida maddesi

i1s1, sicaklik, pH gibi dis faktorlerden daha iyi korunmus olur.

Nanoparcaciklar genellikle 10-1000 nm partikil blydkligine sahip kati, koloidal
partikiller olarak tanimlanir. Nanopargacik eldesinde hali hazirda pek ¢ok teknik

kullanilmaktadir. Bu teknikler; desolvasyon, c¢ozlicii buharlastirma, tuzla ¢okeltme,



diyaliz, stiperkritik sivi teknolojisi, mikro-mini ve slrfaktansiz emilsiyon ve araylizey
polimerizasyonu gibi yontemleri icermektedir. Ancak son vyillarda bazi yeni teknikler
gelistirilmistir. Elektropuskirtme kaplama yontemi bu tekniklerden bir tanesidir ve
dogal, sentetik ve komposit sollisyonlarin elektrostatik kuvvet yardimiyla spreylenerek
iletken bir alt tabaka lizerinde nano boyutta toplanmalarini saglayan bir nanolretim
prosesidir. Polimerik partikiller olusturmak icin desolvasyon, emiilsifikasyon ve
presipitasyon gibi cesitli metotlar kullanilmistir [7]. Daha ¢ok kullanilan desolvasyon
yonteminde, partikil boyutunu ve stabilitesini etkileyen pek cok lretim parametresi
(karisim hizi, karisim zamani, sonikasyon parametreleri, protein konsantrasyonu,
¢Ozlclu anti ¢ozlicl orani, strfaktan miktari vs.) mevcuttur. Monodispers (tekli dagilim)
yapida nanopartikillerin olusturulmasi igin bu parametrelerin ¢ok iyi bir sekilde kontrol
altinda tutulmasi ve optimize edilmesi gerekir. Elektropiskirtme kaplama yonteminde
ise kontrol altina alinmasi ve optimize edilmesi gereken parametre sayisi daha azdir.
Elektriksel kuvvetler vasitasiyla gergeklestirilen sivi atomizasyonu yontemini kullanan
elektroplskirtme kaplama sistemi, geleneksel metotlara kiyasla, fonksiyonel
bilesenlerin viicuda alinmasinda yiliksek verimlilik ve kendiliginden disperse olabilme
gibi cesitli avantajlara sahiptir. Desolvasyon yonteminde, olusacak partikil verimini
arttirmak ve partikdlleri stabil haline getirmek icin tuz ve sirfaktan kullanimi s6z
konusudur. Buna karsin, elektropliskiirtme kaplama sistemi ile sentezlenen
nanopartikiller herhangi bir model veya sirfaktan gerektirmezler. Bu sistemin prensibi
ise su sekildedir: Bir enjektor icinde bulunan sispansiyon ile bir substrat arasina
elektriksel gerilim uygulandiginda, enjektérin ucundaki sivi ylizey Coulomb kuvveti ile
konik sekil olarak degistirilir ve Coulomb kuvvetinin, sivi ylizey geriliminden daha buiyik
olmasi nedeniyle konik seklin Gstliinde ince bir jet olusur. Bu jet, jet ylzeyindeki
homopolar elektrik yiikin itici kuvveti etkisiyle siviyi pek cok kiiciik damlaciklara ayirir.
Damlaciklardaki solvent buharlastirilir, daha sonra yukli bir nanomateryal, atmosferde
substrata baglanmis bir elektrik hatti boyunca gecis yapar. Nanomateryaller bu
substrat lizerinde baglanir, boylelikle itici elektrostatik kuvvetler sistemde tekli olarak

hareket eden nanopartikillerin bir araya gelmesini 6nleyerek stabil hale getirilir [8-9].



1.2 Tezin Amaci

Bu calismayla propolisin nanoboyutta enkapsiilasyonu saglanarak biyoyararhliginin
gelistirilip fonksiyonel bir Grln olarak kullanilabilmesi amaglanmistir. PVA igine gugli
bir antioksidan madde olan propolisin elektropiskirtme yontemi ile farkl
konsantrasyonlarda nano Olcekte enkapsiile edilmesi ve (Uretilen partikillerin
morfolojik, molekiiler ve termal karakterizasyonunun gergeklestirilmesi amaglanmistir.
Bununla birlikte, nanopartikillerin  antibakteriyel, antioksidan aktivitelerinin

incelenmesi de hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

Enkapstilasyon, suda ¢oziinemeyen biyoaktif maddelerin ¢ozlinebilir hale getirilmesi
amaciyla yaygin olarak kullanilan tekniklerden birisidir. PVA suda ¢6zlinebilen sentetik
biyobozunur bir polimerdir. Bu ¢alismada elektropiskiirtme teknigi ile gergeklestirilen
enkapsulasyon islemi sayesinde, propolis gibi suda ¢éziinmeyen biyoaktif maddelerin
suda ¢ozlinurlugl ile birlikte gida icerisinde kullanimi saglanmakta ve fonksiyonelligi

arttinlmaktadir.



BOLUM 2

KURUMSAL TEMELLER

2.1 Propolis

Propolis balarilari tarafindan bitkilerden toplanip mumla karistirilarak, kovanda gesitli
amaclar icin kullanilan dogal bir riindiir [10]. Ozellikle kestane, kayin, hus ve baz
kozalak agaclari iyi bilinen propolis kaynaklaridir [8]. Bal arisi, kovani mikrobik
enfeksiyonlardan korumak, isi yalitimi saglamak, kovanda catlaklar veya acikliklar
doldurmak gibi cesitli amaclarla propolis kullanmaktadir [11]. Bal arilari; ciceklerin ve
tomurcuklarin koruyucu reginelerini alt g¢eneleriyle kaziyarak propolisi topladiktan
sonra, agizlarinda nemlendirip yumusatirlar. Yumusatma isleminden sonra bazi
enzimler ekleyerek pelet haline getirir ve peleti arka bacaklarindaki polen sepetine

aktarirlar [12-13].

Propolis, tarihte ilk kez Yunanlilar tarafindan kesfedilmistir. 1960’larin sonundan
itibaren bilim adamlar tarafindan arastiriilmaya baslanmistir. GliniimUizde propolisin
farmakolojisi, kimyasal yapisi, terapotik kullanimi, biyolojik aktiviteleri tizerine pek ¢ok
arastirma mevcuttur [14]. Propolis eski zamanlardan beri cesitli hastaliklari tedavi
etmek icin geleneksel tipta yogun sekilde kullanilmistir. Ozellikle son on vyildir,
diinyanin farkh bdélgelerinde Uretilen propolis, antimikrobiyal, antifungal, antioksidan,
anti-inflamatuar gibi temel biyoaktif 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak icin propolis kapsaml
bir sekilde incelenmistir. Yapilan arastirmalarda propolisin antitumoéral, immin
modidlator, immin regilator, antidiyabetik, antillseratif ve antidepresan faaliyetleri

incelenmistir. Propolisin yapisi, icerdigi 25 flavonoidin balda da bulunmasi bakimindan



bal ile benzerdir. Propolis, vitamin ve minerallerce zengin olup C, E, B1, B2 ve B6
vitaminleri ile Mg, Ca, |, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi mineralleri icermektedir. Ayni
zamanda cok sayida yag asidi, asit fosfataz siliksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz,
adenozin trifosfataz enzimerini de barindirir. Kovan igerisinde bulunan 50000 - 80000
larva ve arilarin, propolisin antimikrobiyal 6zelligi sayesinde, kovan igerisindeki sicaklik
ve neme ragmen bakteri, virlis ve funguslardan korundugu tespit edilmistir [13].
Kovandan toplanan propolis hamdir ve kullanilmadan once ekstrakte edilmesi
gerekmektedir. Propolisin en iyi ¢ozlclsu etil alkoldir. Propolis, eter, kloroform,
aseton ve diger organik c¢o6ziclilerde kismen ¢6zlinmektedir. Suda ise
¢oziinmemektedir. Tibbi uygulamalarda %70’lik etil alkolde c¢oziindirilerek

kullanilmaktadir [11].

2.2 Polivinilalkol (PVA)

PVA; suda ¢ozlinebilen, kokusuz, tatsiz, seffaf, beyazdan kreme doniik granil veya toz
halinde goériinime sahip sentetik bir polimerdir. Polivinil asetatin kismen ve tamamen
hidroliziyle elde edilir. Toksik veya kanserojen degildir. Elastik bir yapisi bulunmaktadir.
Farkli sicaklik ve pH arahginda kararlilik gosterir. 80 °C’de ¢éziiniirliigii gerceklesir.
(CH40)x formiiliine sahiptir. Yogunlugu 1,19-1,31 g/cm? ve erime sicakhg 230 °C dir.
Biyobozunur, biyouyumlu ve suda ¢oziinebilen hidroksi bir polimerdir. Cok iyi kimyasal
ve mekanik dayanim o0zelliklerine sahiptir. Oda sicakliginda ki kimyasal stabilitesi,
fiziksel ve mekanik 6zellikleri sayesinde tek basina veya diger polimerlerle karistirilarak
¢ok iyi nanopartikiil ve lif olusturma yetenegine sahiptir. Bu ylzden bu Ulretim
proseslerinde tercih edilen bir polimerdir. PVA’nin molekil yapisi (Sekil 2.1'de) ve

gorinisu (Sekil 2.2°de) verilmistir [15].
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CH—CH,

Sekil 2. 1 Polivinilalkol molekiil yapisi

Sekil 2. 2 Polivinilalkol gorindsi

2.3 Nanoteknoloji

Nanometre(nm) bir 6lci birimidir ve ‘nano’ terimi fiziksel anlamda milyarda bir
demektir. Nanometre olglstnin fiziksel karsilagtiriimasinda 6lgiim ise bir karincanin
basinin genisligi 10° nm, viicuttaki bir kan hiicresinin blayikligu 1000 nm, DNA
molekilleri yaklasik 2,5 nm, atomlarin caplari ise 10 nm’dir. Nanometrik 6lgime
verilecek en mikemmel 6rnek DNA tasarimlandir (Sekil 2.3). Maddeyi nanometre
boyutunda inceleyen bilim ise nanoteknolojidir [16]. Nanoteknolojinin ortaya
¢itkmasiyla nanoboyuta indirgenen maddeler makro boyutta gosterdigi 6zelliklerden
oldukga farkh ozellikler gosterebilmektedirler. Bu tir farkliliklar, nanoteknolojinin daha
kiicik, daha hizli, daha akilli, daha ucuz, daha glivenli, daha temiz ve daha kesin

¢ozimlere olanak saglayacagi tiim alanlarda kullanimini saglamaktadir [17]. Bu nedenle
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nanoteknoloji glinimuiziin en ileri teknolojisi olarak kabul gormektedir [18].
Nanometre boyutunda, kiitlesel 6zellikler yerini kuantum 6zelliklerine birakir. Boyut
kiictldikce ylzey atomlari sayisi artar. Bu durum elementlerin ve parcaciklarin
birbiriyle olan etkilesimini etkiler. Bu sayede nanopargaciklarin kompozit malzemelerde
kullanilmasi ile sertlik artirilabilir veya agirhk disurebilir, kimyasal ve termal dayanikhlik

artirabilir ve i1sikla diger 1simalarla olan etkilesimler degistirebilir [19-20].

Nanoteknolojinin temelleri ilk defa Unli Massachusetts Teknoloji Enstitisi
laboratuvarinda atilmistir. Foresight Enstitlisi’nin kurucusu Eric Drexler sistemlerden
esinlenerek molekiler makineler yapilabilecegini 6nermis ve nanoteknoloji bu sayede

ilk defa glindeme gelmistir [9].

Bir milyon nanometre  Binlerce nanometre Nanometre Nanometreden kiiciik
Sekil 2. 3 Nanometrik birimlerin fiziksel karsilagtiriimasi
2.4 Nanoyapilar

Nanoyapilar, morfolojik yapilarina gore kendi aralarinda gruplara ayrilmaktadir. En sik
kullanilanlar; nanolifler, nanokapsiiller ve nano tiiplerdir. Bunlara ek olarak nanoyapilar

asagidaki gruplari icermektedir:
e Nanoemiilsiyonlar

e Nanokatmanlar

e Nanopargaciklar

e Nanopor malzemeler



e Nanotpler
e Nanoteller

e Nanocubuklardir [21].

2.5 Gida Bazli Nanopargaciklar

Gida kaynakh proteinler, yaglar ve karbonhidratlar nanoemdiilsiyonlar, biyopolimerik
nanopargaciklar, nanokompozitler, nanolifler, nanotipler ve nanosensorlerin

olusturulmasinda kullanilabilirler.

Nanomdilsiyon, birbiri icinde ¢éziinmeyen ya da kismi ¢ozilen iki sividan birinin digeri
icinde 50-200 nm boyutunda damlaciklar halinde dagilmasiyla olusan bir karisim olarak
tanimlanir. Nanoemidilsiyonlar fonksiyonel ve biyoaktif Griinlerin enkapsilasyonu ve
tasinmasinin saglanmasi amaciyla kullanilabilirler [22]. Ultrasonik ¢alkalama, yiksek
basin¢li homojenizasyon ve mikroakiskan kanallar ile homojenizasyon gibi metotlarla

Uretilirler [23].

Nanoparcaciklar, biyoaktif bilesenlerin enkapsiilasyonunda ve tasiniminda sik sik
kullanilmaktadir. Organik ve inorganik bilesenlerden elde edilen nanokompozitler ise
daha ¢ok ambalajlama sistemlerinde kullanilmaktadir. Bu kompozitlerin biyobozunur
ve cevre dostu olmasi geleneksel ambalaj materyaline ¢ok bliyik bir alternatif olmasini
saglamistir [24]. Gida bazli nanoliflerin ambalaj malzemeleri (iretiminde, sentetik gida
matriksleri olusturmada ve bakteri kiltiri gelistirme ortamlari Gretmede kullanilacagi
belirtilmistir [25]. Nanotlpler ise enkapsiilasyon, jellesme ve vizkozite artirma amacli
kullanilmaktadir [26]. Akilli paketleme sistemlerinde kullanilacak olan nanosensorlerin
ise gida patojenlerinin ve bozulmasinin hizli ve giivenilir sekilde tespitinin yapilmasi

amaciyla gida endistrisinde yerini alacagi 6ngorilmektedir [27].

2.6 Nanopartikiiller

Genel olarak, bir nanopartikilin boyutu 1 ile 100 nm araligindadir. Partikiil
karakterististigin belirlenmesinde optik 6zelliklerin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.
Nanopartikiller, boyutlarinin bu kadar kigik olmasindan dolayr morfolojik ve

fizikokimyasal ozellikleri bakimindan benzersiz yapilardir [28]. Nanopartikillerin bir
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diger ismi de nanokiire ve nanokapsuldiir. Nanokirede etkin madde matriks sistem
icinde homojen olarak dagilmisken, nanokapsiilde etkin madde bir polimerik
membranla gevrilidir. Nanopartikillerin dneminin her gegen giin artmasinin nedeni
kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut bagimhligi, ylzey atomlarinin
benzersiz karakterleri ve yiiksek ylizey/hacim oranidir. Nanopartikiillerin hiicreye girisi
fagositoz yoluyla gerceklesir. Hiicreye girdikten sonra hiicre igindeki lizozomal enzimler
tarafindan parcalanirlar. Nanopartikillerin  birikimi, karaciger ve bdbreklerde
gerceklesir. Bu ylizden karacigeri kanserden korur ve paraziter hastaliklarin da

olusmasini engeller [26], [29-30].

2.7 Nanoteknolojinin Gida Alanindaki Uygulamalari

Nanoteknoloji alaninda yapilan ¢alismalar hemen hemen birgok bilimi kapsamaktadir.
Son yillarda nanoteknoloji, gida ve ziraat alaninda da oldukga 6nem kazanmis ve bu
yonde bir¢cok arastirma yapilmistir. Elektronik ve ilag sektériindeki nanoteknoloji ile
ilgili ¢ahsmalar ciddi sekilde artmakta olup buradan elde edinilen bilgilerin gida

endustrisinde kullanimi amaglanmaktadir [9].

Nanoteknolojinin gida bilimi ve teknolojisi alanindaki uygulamalarini su basliklar

altinda toplayabiliriz:

¢ Gidalarin islenmesi, yeni fonksiyonel trinlerin gelistiriimesi,
e Biyoaktif maddelerin tasinmasi ve kontrolli salimi,

¢ Patojenlerin tespiti,

eYeni paketleme Urinlerinin gelistirilerek gidalarda raf 6mriniin uzatilmasi ve kalitenin

gelistirilmesi.

Aroma, renk, besin degeri yliiksek maddeler, enkapsile edilerek bunlarin fonksiyonel
ozellikleri gelistirilebilmektedir. Ornek verilecek olursa, enkapsiile edilmis antioksidan
maddeler meyve suyu icinde dagilarak gidanin kalitesini artirabilmektedir [22].
Polifenoller ve mineraller enkapsiile edildiginde oksidasyondan korunarak oksidasyon
reaksiyonu sonucunda olusan kotl kokular engellenir ve gida kalitesi artiriimis olur.

Nanoteknolojide kullanilan yontemler ile biyoaktif maddelerin tasinimini ve kontrolli
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salimi gergekleslestirilebilmektedir. Vitaminlerin dnemli bir kismi, insan vicudunda
emilim asamasina gelene kadar midede fonksiyonelligini kaybetmektedir, fakat
enkapsilasyon islemi ile bu biyoaktif bilesikler zarar gérmeden kan dolasimina

tasinabilmektedir.

Nanoteknolojinin gida endustrisinde en sik kullanildigi bélimlerden birisi de gida
ambalajlamadir. Gelistirilen akilli paketleme sistemleri ile temas ylzeyine
antimikrobiyal Ozellikte ve oksijeni hapseden nanopartikiller eklenebilmektedir. Ayni
sekilde, eklenen bu nanoparcaciklar, gidanin sicaklik ve nem stabilitesini saglamaktadir.
Ambalaja gomili  biyosensorler ile Grln igerisindeki patojenlerin  tespiti
yapilabilmektedir. Biyosensor hiicre, enzim ve antikor gibi biyolojik komponentlerden
olusur. Sensdrler ambalaj icerisine gozle goriilmeyecek bir ¢ip seklinde yerlestirildigi
takdirde elektronik barkod gibi galisir. Protein, polisakkarit, lipit gibi dogal veya
sentetik polimerlerden yapilan yenilebilir kaplamalar, nanoteknolojinin gida bilimi ve

teknolojisindeki en yaygin ¢alisma alanlarindandir [31-33].

2.8 Enkapsiilasyon

Enkapstilasyon, bir maddenin bir kaplama materyalinin icine hapsedilmesi veya
kapsillenmesi olarak tanimlanabilir. Enkapsiilasyon isleminde kaplanan materyal
dolgu, i¢c faz veya aktif madde olarak isimlendirilirken, kaplama materyali ise zar,
kabuk, kapsul, tasiciyi materyal, dis faz veya matriks olarak isimlendirilir. Baska bir
ifadeyle enkapstlasyon biyoaktif 0©zellik tasiyan gida bilesenlerinin, enzimlerin,
hiicrelerin ve mikroorganizmalarin, karbonhidrat, protein, lipid gibi biyobozunur veya
sentetik polimerlerle kaplanmasi prosesi olarak tanimlanabilmektedir. Bu islem
sayesinde kapslllenmis biyoaktif gida maddesi isi ve pH gibi dis faktolerden fiziksel bir
bariyer ile korunmus olur. Ayrica iriinin uzun stire stabilitesi devam ettirmesi ve vuciit
icerisinde hedef bolgeye kontrolli salimi saglanir [34-36]. Enkapsilasyon islemi ile
onemli gida bilesenleri kapstllenerek gidalara ilave edilmekte ve boylelikle fonksiyonel
ozellikleri gelistirilmis ve zenginlestirilmis triinler elde edilebilir. Ornegin omega-3 yag
asitleri enkapsiile edildikten sonra ekmege katilarak bu yag asitlerince zenginlestirilmis

Urin elde edilir. Bu teknigin bir diger avantaji da arzu edilmeyen duyusal 6zellikler

11



sergileyen tat ve koku bilesenlerinin de hapsedilebilmesidir [37-40]. Boyutlarina gore

enkapsitlasyon (g sinifa ayrilmaktadir.

e Makroenkapsulasyon (5,000 um’den buyik)
e Mikroenkapsilasyon (0,2-5,00 um)
e Nanoenkapsilasyon (200 nm =0,2 um’den kigik)

2.8.1 Nanoenkapsiilasyon

Nanoenkapsiilasyon, nanometre boyutunda enkapsiilasyonu tanimlar.
Enkapstilasyonun nanoboyutta olmasi malzemeye daha homojen bir yapi kazandiracagi
icin enkapsulasyon etkinliginin artmasina neden olmaktadir. Bunun yani sira Urline
daha iyi kimyasal ve fiziksel 6zellik kazandirir. Aktif madde koruyucu bir tabakanin
icindedir ve bu tabaka nanoboyuttadir. Boyutun makrodan mikroya disirilmesi
enkapsilantlarin ~ gida  Uzerindeki  etkisini  minimum  seviyeye  indirir.
Nanoenkapsiilasyon teknigiyle, polifenoller ve E vitamini gibi hassas maddelerin
kontrol altinda tutulmasi ve oksidasyonlarinin engellenmesi saglanir. Ayrica bu
bilesiklerin stabilitesini artirmak, kontrolli salimini gergeklestirmek, ucucu bilesenlerin
uzaklagmasini  engellemek gibi amaglarla da gida teknolojisi alanlarinda
kullanilabilmektedir [41-42]. Nanoenkapstilasyonda tasiyici materyal olarak en uygun
malzemeler biyobozunur ve gida ile uyumlu olmasi agisindan protein, lipit ve

karbonhidrat bazli olanlardir [42].

2.8.2 Enkapsiilasyon Yontemleri

2.8.2.1 Puskiirtiirek Kurutma Yontemi

Piskirtlirek kurutma yontemi, aktif bir maddenin materyal matriks icine hapsedilmesi
ve bu maddenin kaplama ¢ozeltisi icindeki emilsiyon ve dispersiyonuna dayanmaktadir
[43]. Elde edilen materyal homojenize edildikten sonra kurutma odasina puskdrtilir,
Isinan su hemen buharlasir ve Uriin kurutulmus olur. Piskirtirek kurutma ile suyun
uzaklastirilmasi yontemi en c¢ok kulanilan yontemlerden birisidir. Bu ydntemin

kullanilmasinin birgok nedeni vardir. Bunlar asagidaki gibidir:

e Su aktivitesinin azaltilmasi ile Griinlerin mikrobiyolojik stabilitelerinin saglanmasi,
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e Kimyasal ve mikrobiyolojik bozulmalarin énlenmesi,

e Depolama ve tasima maliyetlerinin azaltilmasi,

e Uriinlerin spesifik 6zelliklerinin korunmasi.

Proses asamasi sirasinda istenmeyen bazi degisimler meydana gelebilmektedir.
Bunlar:

e Yapisma tehlikesi,

e Oksidasyon,

e Renk ve aroma degisimidir.

Pisklrterek kurutma, oldukg¢a ucuz bir yontem olmasina karsin sartlarin tamamen
optimize edilememesi ve aktif maddenin yiksek sicakliktan dolayr bozulma riskinin
olusu bu yontemin kullanilmasini kisitlamaktadir [44-45]. Bu yontemle siit tozu tretimi
gerceklestirilmistir. Aktif madde olan siit yagi, siit proteinleri ve laktoz ile enkapsiile
edilmis ve boylece sit yagl acillasmasi engellenmistir [44]. Probiyotiklerin kaplanmasi

da bu yontemle yapilan bir diger calismadir [46].

2.8.2.2 Dondurarak Kurutma Yontemi

Liyofilizasyon olarak da adlandirilan bu yontem genellikle suda ¢6ziinen isiya karsi
duyarli maddelere uygulanir [47]. Proses (i¢c asamali sekilde gerceklestirilir. ilk asamada
gida icerisindeki su buz kristallerine dénusutirilir. ikinci asamada siiblimasyon ile buz
kristalleri uzaklasir ve son asamada gidada bulunan bagh su uzaklastinhr [48]. Bu
yontem genelde istya duyarh maddelerin ve aroma maddelerinin dehidrasyonunda
kullanilmaktadir. islem diisiik basin¢ ve diisiik sicaklik altinda yapildiginda aroma kaybi
minimum seviyede tutulabilmektedir. Ylksek enerji gerektirmesi, maliyetinin yliksek
olmasi ve islem siiresinin uzun olmasi yontemin kullanimini sinirlandirmaktadir [46],

[49].

2.8.2.3 Ekstriizyon Yontemi

Bu vyontem genelde stabil olmayan wucucu tat ve aroma bilesenlerinin
enkapsilasyonunda kullaniimaktadir [50]. Kaplama materyali olarak en sik karragenan
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ve alginat kullanilir. Proses sirasinda bariyer sistemi sayesinde atmosferin camsi haldeki
karbonhidrat matriksine girisi yavas ve kontrolli sekilde gergeklesir. Bu yéntemin en
bliylk avantaji aroma ve lezzet bilesenlerinin oksidasyona karsi korunmasi ve boylece
raf Omrinin daha uzun olmasidir [51]. Yapilan bir c¢alismada ucugu yaglarin
puskiirterek kurutma yonteminde raf omrinidn bir sene oldugu belirtilirken, bu
yontemle raf dmrinin dort sene daha uzatilabildigi belirtilmistir. Fakat islemin ¢ok
yavas stirmesi fazla olgekli maddelerin kullanimini sinirlandirmaktadir. Kiigik miktarda
ornekler icin avantajli bir yontem iken bilylik miktarda maddelerin kullanimi igin

dezavanatajlidir [52-53].

2.8.2.4 Emiilsifikasyon Yontemi

Bu yontemde surekli faz ve slirekli olmayan faz olmak Ulzere iki farkh faz
bulunmaktadir. Polimer ¢ozeltisi strekli olmayan faz iken biyoaktif bilesenler surekli
fazi olusturmaktadir. Polimer ¢ozeltisi surekli faza eklenerek karistirilir ve yagda su
emilsiyonu olusmasi igcin homojenize edilir. Suda ¢6zlinlir polimer ¢ozeltisinin surekli
faz icerisinde kugik jel formlari olusturmasi icin ¢d6ziinmez hale getirilmesi gereklidir.
Kullanilan karragenan, keciboynuzu zamki, seliiloz asetat fitalat, aljinat, chitosan ve
jelatin gibi destekleyici maddeler fazin ¢6ziinmezligini etkilemektedir. Elde edilen fazin
boyutunun mimkin oldugu kadar kiiclik olmasi gerekmektedir. Boylece kapsiillerde
bir o kadar kiiciik olacaktir. islemin son basamaginda elde edilen kapsiiller filtrasyonla
sivi ¢Ozeltiden ayrilmaktadir [54]. Bu yontem, kolay olmasi bakimindan avantajlidir ve
bu yontemle enkapsiile edilen bakterilerin canliliklarini koruduklari tespit edilmistir

[55-57].

2.8.2.5 Koaservasyon

Bu yontem, kullanilan ilk enkapsiilasyon metodudur. ilk kez Green ve Scheicer
tarafindan 1955 yilinda basinca duyarl karbonsuz kopya kagidi yapiminda kullaniimistir
[58]. Faz ayrimi olarak da isimlendirilir. Yontemin prensibi, herhangi bir etki ile bir
polimer c¢ozeltisindeki polimerin ¢ozlndrliglinin azaltilarak polimerce zengin
damlaciklarin ortamdan ayrilip ortamla karismayan ayri bir faz olusturmasidir. Baska bir

tarife gore kolloidal maddelerin ¢6zeltiden ¢oktirilmesi ya da flokiilasyonudur [59].
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Kullanilan polimerlerin suda ¢6ziinmesi gerekmektedir [57]. iki tiir koaservasyon
bulunmaktadir: Basit koaservasyonda tek bir polimer gesidi kullanilirken kompleks
koaservasyon yonteminde birden fazla polimer kullanilabilmektedir [60]. Polifenoller
gibi cabuk yikima ugarayan hassas maddeler, balik yagi, ugucu aroma maddeleri ve
vitaminler gibi biyoaktif bilesenlerin enkapstilasyonu icin uygun bir metoddur. Fakat
pahali ve karmasik bir sistem olmasi, kullanimi bakimindan dezavantaj olusturmaktadir

[45], [52], [59], [61].

2.8.2.6 Lipozom

ilk kez 1965 vyilinda Cambridge Universitesinde gérevli arastirmacilar tarafindan
uygulanmistir. Lipozomlar hem lipit hem de sulu faz icermektedir. Bu ylizden hem
yagda hem de suda ¢6ziinen maddelerin enkapsiilasyonu i¢in uygun bir metottur [45].
Fosfolipidlerin suda c¢oziinmesiyle meydana gelen kireciklere lipozom denir [62].
Lipozomlarin olusum mekanizmasinda fosfolipidler ve su arasinda hidrofobik - hidrofilik
interaksiyonlar olusur. Lipozom yontemiyle enkapstlile edilmis materyal uzun sire
muhafaza edilebilmekte ve salimi kontrol altinda tutulabilmektedir. Ozellikle
biyoyararligi yiksek maddelerin enkapstilasyonu ve gastrointestinal sistemde kontrolli
salimin gerceklestirilmesi bagirsak bioaktivitesi acisindan son derece 6nemlidir [81].
Diger bir deyisle lipozomlar sayesinde sagliga faydali maddelerin enkapsile edilmesi ile
zenginlestirilmis besin driinleri elde edilebilmekte ve bunlarin biyoyararhg

saglanmaktadir [57], [63-64] .

2.8.2.7 Faz Ayrimi Yontemi

Bu yontemde sistem lg¢ fazdan olusmaktadir.Bunlar; kaplama materyali, kapsillenmis
materyal ve Uretici ¢ozicist bu fazlari olusturmaktadir. Yontemin prensibi ilk olarak
emdlsiyonun olusturulmasi ve ardindan kesikli faz damlaciklarini saran siirekli fazin
meydana getirilmesidir. Faz ayrimi ydntemi l¢ basamaktan olusmaktadir. ilk olarak
kontrolll sartlar altinda karistirarak ¢6ziinmeyen (g fazli yapinin olusturulmasi, daha
sonra Ozlin etrafinda kaplama materyalinin birikimi ve son olarak kati mikrokapsiil
olusumu icin sivi kaplamanin bizilmesi ve katilasmasi isleminin gerceklestirilmesidir

[65-66]. Basit faz ayriminda tek bir ¢éziinen varken kompleks faz ayriminda birden fazla
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¢ozinen bulunmaktadir. Basit faz ayrimina jelatin iginde turunggil yaginin
enkapsllasyonu oOrnek olarak verilebilir. Bu c¢alismada ilk olarak jelatin suda
¢ozunduridlmis ardindan turuncggil yagi eklenerek karistirilmistir. Jelatinin sudaki
¢ozunirlugl sicaklik dustrulerek yavas yavas azaltilmistir. Polimer kolloidler siispanse
turuncgil yag damlaciklari etrafini sarar, boylece kiiciik ve heniiz stabil olmayan
mikrokapsuller elde edilmistir. Kaplama miktarinin ayarlanmasi ve son Uriindeki
tatlandirma gicunin kontrol edilebilmesi yontemin avantajlarindandir. Etkili bir
yontem olmasina ragmen maliyetinin yiksek olmasi ve gidayla uyumlu kaplama

materyalinin elde edilmesindeki problemler yliziinden kullanimi sinirlanmaktadir [50].

2.8.2.8 Siiperkritik Akigkan Teknigi

Stper kritik akiskan teknolojisi ¢evre dostu olmasi nedeniyle mevcut yontemlere
alternatif olmustur. Fakat ileri teknoloji gerekliligi ve 6zel ekipman ihtiyaci kullanimini
sinirlandirmaktadir [38]. Stper kritik akiskanlar, stper kritik sicakligin Gizerinde, yliksek
basin¢ varliginda faz degistirmeyen sivilar olarak tanimlanir. Bu sivilar icerisinde en
yaygin bilinen slper kritik sivi CO,’dir. CO, ucuz olmasi, yanici ve toksik olmamasi
bakimindan digerlerine nazaran kullanima uygundur. Stiperkritik anti - solvent (SAS) ve

kritik ¢ozeltinin ani genlesmesi (RESS) bilinen stper kritik teknoloji teknikleridir [67].

2.8.2.9 iyonotropik Jelasyon

Bu yontemde sentetik polimerlerin yani sira aljinat, kitosan ve jelatin gibi hidrofilik
polimerlerin  kullanimi yaygindir. Ozellikle kitosan polimeri kullanilmaktadir. Bu
yontemin prensibi zit yikli molekiller arasinda meydana gelen komplekslesmedir.
Tripoli fosfat (TPF) kitosanla kolayca etkilesme girdigi icin siklikla kullanilan capraz
baglayicidir. Bu yontemde ilk olarak, TPF ve kitosanin ¢ozeltisi hazirlanmaktadir. Bu
islem sirasinda TPF c¢oOzeltiye damla damla ilave edilmelidir. Zit yukli iyonlarin
komplekslesmesi sonucunda olusan kiirecikler nanopartikillerin  olusumunu
gostermektedir [68]. Yontemin gerceklestiriimesinin kolay olmasi ve fazla ekipmanlara

ihtiyac olmamasi yontemi avantajli kilmaktadir [69].
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2.8.2.10 Elektropiiskiirtme Metodu

Elektropiskirtme metodu ile nanopartikil Gretimi elektrostatik kuvvetlere dayah bir
metottur. ilk kesfi Rayleigh tarafindan 1897 yilinda gerceklesmistir. 1960’ yillarda
Taylor tarafindan bu konuda gesitli arastirmalar yapilmis ve elektriklenmis sivilara ait
temel teorik prensipleri agiklamistir. Taylor, elektriksel kuvvetin ylizey gerilimine esit
oldugu anda kritik bir noktada bir koni (Sekil 2.4) olustugunu fark etmistir.

Elektroplskirtme metodunu etkileyen dort parametre (dielektrik katsayisi, viskozite,

iletkenlik ve ucuculuk) bulundugunu, belirtmis ve bu yontemin patentini almistir [70].

Sekil 2. 4 Taylor konisi ve jet olusumu [71].

1990 yiina kadar bu konuda c¢ok kapsamli calismalar yapilmamistir. 1990’larin
ortalarina gelindiginde Reneker ve grubu bu metodla ¢ok ince nanopartikiller
Uretebilecegini ve bunun (iretimde seri olarak kullanilabilecegini belirtmistir ve bundan
sonra bu konuda yapilan ¢alismalar ivme kazanmistir [72]. 2000’li yillarin basina kadar

bu konuda 60 tane patent alinmistir [73].

Elektropiskirtme metodunda ¢ temel bilesen bulunmaktadir. Bunlar, polimer
¢Ozeltisi ile temas halinde bulunan bir elektrot, yiksek gerilim saglayan diz akim giic

kaynagi ve topraklanmis toplayici bir plakadir [5-7].

Sistemin isleyisi ise su sekildedir. Polimer uygun bir ¢ozicl icerisinde
¢ozundurildikten sonra bir siringa igine konur. Polimer ¢ozeltisi, sabit bir akis hizinda

besleme pompasindan besleme borusuna pompalanir. Beslenme ¢ozeltisi siringanin
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ucuna geldiginde ise temas halindeki elektrotlar yoluyla elektrik yikleriyle yiklenmis
olurlar [76]. Daha sonra toplayici plaka ve ¢ozelti arasinda uygun bir degerde voltaj
uygulanir. Yiksek voltaj saglayan glic kaynaginin pozitif ucu, siringanin metal ucu ile
baglantihdir. Negatif ucu ise toplayici plakaya baglidir. Kapali devre sistemi gibi calisir.
Uygulanan bu voltaj ile elektriksel gerilim olusur. Besleme (initesinde igne ucunun
ucundaki polimer damlaciklari, ylzey gerilimi kuvveti nedeniyle kritik voltaj degerine
kadar kiresel sekildedir. Polimer ¢ozeltisinin ylizey gerilimi, elektriksel gerilime direng
gosterir. Kritik voltaj degerine ulasildiginda polimer ¢ozeltisinin yizey gerilimi ile
elektrostatik kuvvetler esitlenir ve polimer damlasi koni (Taylor konisi) seklini alr.
Elektriksel gerilim polimer ¢ozeltinin ylizey gerilimini astigl durumda nanopartikuller
olusur. Polimer ¢6zeltisindeki ¢ozlicl ise bu esnada buharlasarak ortamdan uzaklasir

[75].

Elektropiskirtme, nanoenkapstilasyon yontemlerinden bir tanesidir ve elektrostatik
kuvvet kullanilarak dogal, sentetik ve kompozit sollisyonlarin spreylenerek iletken bir
alt tabaka lzerine ¢okelen nano yapili kaplamalarin (partikiil) olusumunu saglayan bir
nanoliretim prosesidir. Elektropliskiirtme yonteminin diger yontemlere kiyasla

avantajlari bulunmaktadir. Bunlar su sekildedir.
e Son Uridnln farkl morfolojik yapilar géstermesi.

Bu morfolojik yapilar islem parametrelerinin degistirilmesi ile istenilen bicimde
diizenlenebilmektedir. Ornek verilecek olursa polimer konsantrasyonun disiiriilmesi
veya toplayicl plakaya olan mesafenin artirilmasi ile daha kiglk boyutta partikiller

elde edilebilmektedir.

e Fonksiyonel veya yenilebilir polimelerin kullanimina olanak saglar.

e Biyoaktif madde disindaki polimerlerin de kapsillenmesine olanak saglar.
e Kullanimi kolaydir.

e Cihazin kurulumu ucuz, hizl ve kolaydir.

e Ticari Gretime uygundur.

e |Isiya duyarh, hassas bilesenlerin enkapsilasyonuna uygundur.
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Son vyillarda o6zellikle probiyotiklerin, antioksidan maddelerin, biyoaktif maddelerin
elektropuskiirtme teknigi ile enkapsiile edilmesi olduk¢a yaygin bir hal almistir.

Elektroplskirtme yontemiyle elde edilen nanoyapilarin kullanim alanlari sunlardir.
e ilaglarin kaplanmasi,

e Kontrollii salim,

e Membran Uretimi,

e izolasyon,

e Elektro-magnetik sistemler,

e Medikal Grtnlerle ilgili alanlarda [77-78].

2.8.2.11 Elektropiiskiirtme Metoduna Etki Eden Parametreler

Elektropiskirtme metoduna etki eden birgok parametre bulunur. Bu parametreler

Cizelge 2.1'de gosterildigi gibi 3 ana grupta toplanir [76].

Cizelge 2. 1 Elektropuskirtme metoduna etki eden parametreler.

Polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonu
Cozlcu ozellikleri

Cozicu iletkenligi

Yiizey gerilimi

Dielektrik sabiti (€)

1.Besleme ¢ozeltisine ait
ozellikler

Uygulanan voltaj

Besleme ucu ve besleme borusuna ait 6zellikler
Besleme ucu ve toplayici plaka arasindaki mesafe
Toplayici plakaya ait 6zellikler

Besleme debisi

2.islem parametreleri

Sicaklik ve nem

3.Cevresel faktorler

e Polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonu ve ¢o6ziicii 6zellikleri

Nonapartikil Gretiminde kullanilan polimerin konsantrasyonu, islemi etkileyen énemli
bir parametredir. Uygun konsantrasyon belirlenemezse nanopartikiil olusumu
gerceklesmez. Yiksek konsantrasyon kullanildiginda elektriksel iletkenlik viskoziteyi
asamayacagindan polimer akisi gerceklesmez. Disik konsantrasyon kullanildiginda ise

19



damlacitk olusumu gozlenir ve nanopartikil olusmasi gozlenmez. Yiksek
konsantrasyonlu polimer ¢ozeltisi ile Uretilen partikillerin ¢api da daha biyik olur [79].
Polimerin 6zellikleri kadar ¢ozuctinin 6zellikleri de islemi etkileyen énemli bir etkendir.
Genellikle ¢ozlclu olarak ugucu maddeler kullanilmaktadir. Uygun ¢6ziiclinin islem
sirasinda toplayici plakaya ulasmadan hizli bir sekilde buharlasmasi gerekmektedir.

Ayrica kullanilan ¢oziiclinlin 6zellikleri olusan nanopartikillerin ¢apinida etkiler [73].
e Coziicii iletkenligi

Elektropuskirtme ile nanopartikiil Gretim teknigi elektriksel gerilim prensibine
dayandigi icin elektriksel iletkenlige sahip olmayan cozeltilerden Uretim yapilmasi
mumkiin degildir. Elektriksel iletkenlige sahip polimerler iyonik bilesenler igerir ve
uygun bir ¢ozici icinde ¢oziindurildiginde bu iyonik bilesenler ac¢iga cikacagindan
dolay: elektriksel iletkenlik artar. Konsantrasyon arttigi takdirde iyonik bilesenlere
sahip polimer ¢ozeltisinin elektriksel iletkenligide artar. icerisinde yeteri kadar iyonik
bilesen bulunmayan cozeltilere de inorganik tuzlar eklenerek nanopartikiil Gretimi
saglanmaktadir. Elektriksel iletkenlik 5 mS/cm’a kadar oldugu takdirde nanopartikl
olusum verimi artmaktadir fakat bu iletkenlik degerinden sonra yapilan ¢alismalarda

nanopartikll Gretimi gerceklesmedigi belirtilmistir [75].
o Yiizey gerilimi

Sivinin ylzey tabakasi esnek tabaka ile benzer 6zelliklere sahiptir. Bu benzerliklerin
sonucunda olusan etki ylizey gerilimi olarak ifade edilmektedir [76]. Elektropliskiirtme
isleminde, elektriksel potansiyele karsi uygulanan ilk kuvvet ylzey gerilimidir [74].
Yizey gerilimi partikillerin yapisini, damlacik olusumunu etkiler. Diger degiskenler
sabit tutuldugu zaman ylzey geriliminin disdrilmesi daha plriizsiz, damlaciksiz ve
kiicik partikiiller olusumunu saglar. Yizey gerilimi polimer ve ¢oziclinin
ozelliklerinden ve sicakliktan etkilenir. Polimer konsantrasyonu arttikca ylizey gerilimi
azalir. Tween 80, span 20 gibi strfaktanlarin eklenmesi de ylizey gerilimini
dislireceginden daha stabil partikiillerin olusumunu saglar ve uygulanmasi gereken

minimum voltaj degerini azaltir [80].
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e Dielektrik sabiti:

Dielektrik sabiti bir maddenin yapisinda ne kadar elektriksel yik barindirabilecegini
ifade eder. Birimi F / m (Farad / metre) 'dir. Dielektrik sabiti polimer ve ¢6ziiciiniin
tirine gore degismektedir. Dielektrik sabitinin yliksek olmasi, besleme c¢0zeltisi
icerisindeki elektriksel yiklerin daha diizglin ve homojen dagilimini saglamaktadir. Bu
yuzden dielektrik sabitinin artmasiyla daha kaliteli partikil olusumu saglanmaktadir.
Ayni zamanda birim basina daha fazla partikil toplanacagindan verim artisi da
gerceklesmis olur. Katki maddelerinin veya farkli ¢ézicilerin eklenmesi de dielektrik
sabitini degistirir. Fakat partikil morfolojisinde meydana gelen bu degisim yanlizca
dielektrik sabitinin degismesinden kaynaklanmiyor olabilir. Bu maddelerin eklenmesi
iletkenlik, ylzey gerilimi ve polimerin ¢ozelti icindeki dagilimini da etkilemektedir [76],

[79-80].
¢ Voltaj

Uygulanan gerilim, islem sirasinda besleme c¢o6zeltisinin elektriksel yulklerle
yiklenmesini saglar [76]. Uretilen malzemenin morfolojisi agisindan voltaj degeri
onemli bir etkiye sahiptir. Partikiil Gretimi kritik voltaj degeri asildiktan sonra
gercekleslesmeye baslar. Uygulanan voltaj degeri arttikca olusan partikiil c¢apinin
kiicildugl bazi calismalarda belirtilmistir [74], [81-82]. Genellikle, ¢cozeltiye uygulanan
yuksek voltaj yiksek gerilime (blikiilme) neden olur. Boylece partikillerin capi daralir
ve ¢Ozlcl hizli bir sekilde buharlasir. Damlacik olusumun uygulanan voltaj degeri
arttikca arttig1 rapor edilmistir [74], [80-82]. Uygulanan voltaj degerinin partikil ¢apina
olan etkisi incelenirken, diger islem parametreleri de gz o6nine alinmalidir. Voltaj
degerinin arttirlmasi ayni zamanda daha hizlh partikil olusumunu saglar ve Taylor
konisinin seklini de etkiler. Taylor konisi normalde disa doniik yapida iken, ice doniik
bir yapi kazanir ve bu durum damlacikli ve diizensiz halde nanopartikiller olusmasina

neden olmaktadir [76].
e Besleme ucu ve besleme borusuna ait 6zellikler

Beslenme ucunun fiziksel 6zellikleri olusturulan nanopartikillerin ¢caplarini ve toplayici
plaka Uzerindeki alanin boyutunu etkilemektedir. Kigik beslenme uglu siringa

kullanildiginda daha kigiik capli nanopartikiller Gretilmektedir. Fakat yiksek viskoziteli
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polimer kullanildiginda bu durum siringa ucunda tikanikliga neden olarak akisin
kesilmesini saglar. Ayrica yapilan arastirmalarda beslenme ucu negatif ylike baglandigi
zaman daha blyilk capta nanopartikiiller olustugu gozlemlenmistir. Lif ve partikiil
¢apina beslenme borusunun ¢api da etki etmektedir. Blayuk c¢apli boru kullanilan
islemde daha blyuk capta trin, kiclk caph boru kullanilan islemde ise daha kiigik
capta Urlin elde edildigi kaydedilmistir. Beslenme borusu ¢apinin en uygun oldugu
degerin 4,5 mm oldugu belirtilmistir. Gereginden fazla bliyik capa sahip borularda
damlacikh yapi olusmakta iken, gereginden kiiciik capa sahip borularda ise Taylor

konisinin olusmadigi belirtilmistir [71], [76], [83].
¢ Besleme ucu ve toplayici plaka arasindaki mesafe

Beslenme ucunun toplayici plakaya olan uzaklik mesafesi olusan nanopartikillerin
¢apini ve morfolojisini etkilemektedir. Bu mesafe polimerin maruz kaldig elektriksel
alanin siddetini ve c¢ozeltideki ¢ozliciinliin ne kadar zamanda uzaklasacagini belirler.
Aradaki mesafe artikca ¢Ozeltinin havada kalma sliresi artar, daha uzun siire elektriksel
alana maruz kalir ve ¢6zlici daha cabuk uzaklasir. Boylece olusturulan partikillerin
capida azalir. Yapilan bir calismada 6rnege 15 kV gerilim uygulamis ve toplayici plakaya
olan mesafenin 5 cm’den 20 cm’ye ¢ikmasi ile birlikte nanopartikiil capinin 1 um’den
0,66 um’ya istikrarh bir disis gosterdigi gozlenmistir. Mesafe az oldugu durumlarda
nanopartikiller yas olarak toplanir. Ayni zamanda kararsiz Taylor konisinin olusmasina

ve kusurlu morfolojiye sahip partikillerin olusmasina neden olur [75], [83-84].
e Toplayici plakaya ait 6zellikler

Toplayici plakaya ait iki Ozellik Gretilen nanopartikillerin 6zelliklerini etkilemektedir.
Bunlarda ilki kolektériin hangi materyalden yapildigidir. Bu materyalin dielektrik
ozelligi onemlidir. Nanopartikiiller topraklanmis toplayici plakaya temas edince sahip
oldugu elektriksel yikler sifirlanmaktadir ve disarida kalan nanopartikillerin yik
bosalmasi daha yavas gerceklesmektedir. Bu durum da nanopartikillerin morfolojisini
ve yogunlugunu etkilemektedir. ikinci &nemli parametre ise toplayici plakanin
geometrik seklidir. Genelde sabit levhali toplayicilar kullanilmakla birlikte doner silindir,
doner plaka, tel gergeveler, halka seklinde elektrotlar ve koni seklinde toplayicilar da

kullanilmaktadir. Toplayici geometrileri nanopartikillerin ne sekilde toplanacagini
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belirlemekte  kullanilirken, hareketli toplayicilar ise istenilen yogunlukta
nanopartikiillerin  birikimini saglamaktadir. istenilen yogunlukta nanopartikiil
toplanmasi partikillerin daha homojen ve goézenekli, yapinin daha stabil olugsmasini
saglamaktadir. Bu durum sensor uygulamalarinda avantaj saglamaktadir. Kollektor
plakasi aliminyum folyo gibi malzemelerle sarilir, boylece nanopartikiller kolayca
toplanabilir. Aliminyum folyo yaninda, iletken kagitlar, kumaslar veya teller kullanilir.
Yapilan bir arastirma, tellerin kullaniimasi, aliminyum folyoya oranla kolektor plakasi
ylizeyinden numune almak icin daha iyi bir yol oldugunu goéstermektedir [70], [75],

[79].
e Besleme debisi

Beslenme debisi, birim zamanda ne kadar polimer c¢ozeltisinin nanopartikile
donisecegini belirtmektedir. Beslenme debisi ile polimer ¢ozeltisinin miktari uyumlu
olmalidir. Duslik debilerde Taylor Konisi olusamamakta iken yiiksek debilerde ise blyik

capta damlacikh yapida nanopartikiiller olusmaktadir. [75-76], [83].
e Cevresel Faktorler

Sicaklik ve nem elektropuskiirtme islemini etkileyen cevresel etmenlerdir. Yapilan bir
arastirmada sicaklik arttikca olusan nanopartikiillerin capi da azalmistir. Bunun
nedeninin de polimer ¢ozeltisinin viskozitesinin azalisi oldugu belirlenmistir. 25 — 57 °C
sicakhikta isitilmis havanin sirkiilasyonu ile ¢oziiciinin uzaklagsma hizida artmaktadir
[83]. Ortamin nem degerinin partikil olusma performansini, ¢ap dizglnlGgini ve
ylzey 6zelliklerini 6nemli 6l¢lide etkiledigi belirlenmistir. Bu bakimdan en uygun nem

degerinin % 27 oldugu belirtilmistir [85].

2.9 Elektropiiskiirtme Yontemiyle Elde Edilen Nanoyapilarin Gida Alaninda

Uygulama Alanlari

Elektropiskirtme metodu ile elde edilen nanopartikiiller gida alanlarinda
uygulanmaktadir. Bunlar su sekilde siralanabilir:

e Oksidasyondan koruma,

e Kontrollii salim,

23



e Gida glivenligi,

e Gida kalite sistemleri,

e istenmeyen tat, lezzet ve koku bilesenlerini hapsetme,
e Patojenlerin tespiti,

e Akilli ambalaj sistemlerin gelistirilmesi,

o Aktif paketleme sistemlerinin olusturulmasi,

o Antibakteriyel ambalajlar,

e Nanokatkilar,

e Proses boyunca Uriin durumunu inceleme [9].

2.10 Elektropiiskiirtme Yontemiyle Elde Edilen Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Elektropiskirtme metodu ile Uretilen partikiilleri karakterize etmek icin bircok
teknikten yararlanilir. Fiziksel ve kimyasal karakterizasyon icin kullanilan teknikler
farkhdir. Fiziksel karakterizasyonda Urlnin yapisi ve morfolojisi belirlenmektedir.
Bunun icin taramali elektron mikroskobu (SEM), alan emisyon taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM), atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) kullaniimaktadir. Kimyasal karakterizasyon icin Fourier dontstimli
kizilotesi spektroskopisi (FTIR), niikleer manyetik rezonans (NMR), dairesel dikroizm
(CD), diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), X-isini kirinimi ve X-igini sagilmasi
kullanilmaktadir. Farkli kosullardaki partikiil boyut dagilim ve stabilitelerini belirlemek
icin zeta potansiyel analizleri kullaniimaktadir. Tim bu analizlerin neticesinde Uretilen
materyalin gida teknolojisi alaninda kullanilip kullanilamayacagina karar verilmektedir

[79-80], [86-89].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyaller

Bu ¢alismada kullanilan propolis Arifoglu Gida’dan, poli(vinil alkol), etanol, metanol, 2,2
-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma (Sigma Aldrich, Almanya)'dan dan temin

edilmistir.
3.2 Metot

3.2.1 Propolis Ekstraktinin Temin Edilmesi

Ham propolisten (Sekil 3.1) saf propolisin elde edilmesi sirasinda Busch ve
arkadaslarinin metodundan yararlaniimistir [90]. Bu amagla ilk olarak, %80’lik etil alkol
kullanilarak %8’lik propolis ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozelti, 1 saat homojenizatérde
15.000 rpm’de homojenize edilmistir ve ardindan 24 saat manyetik karistiricida
karistinlmistir. Manyetik karistiricidan alindiktan sonra 0,45 um’lik filtre kagidindan
gecirilmistir. Ardindan safsizliklarin uzaklastirilmasi icin ilk olarak 3 giin boyunca -20
Cde bekletilmis ve -5 C de 4.200 rpm’de 2 kez 5 dakika santrifiij edilmistir.
Supernatant kismi 0,22 um’lik filtrelerden gegirilirek steril hale getirilmistir. Son olarak
50 C’de vakum evaporatorde solvent uzaklastirilarak propolis ekstrakti elde edilmistir.
Elde edilen propolis ekstrakti (Sekil 3.2), kullanilana kadar buzdolabinda muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3. 1 Ham propolis

Sekil 3. 2 Propolis ekstrakti

3.2.2 Kaplama Cozeltisinin Standardizasyonu

Bu galismada, en uygun PVA konsantrasyonunun belirlenmesi ve elektropuskiirtme
sartlarinin  optimizasyonu amaciyla farkli PVA konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler

hazirlanarak, elektropiskirtme cihazinda farkh proses sartlarinda nanopartikiiller elde
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edilmistir. Elde edilen nanopartikillerin boyut ve zetapotansiyelleri 6&lgllerek

optimizasyon gerceklestirilmistir.

3.2.2.1 Kaplama C6zeltisinin Hazirlanmasi

Kaplama materyali olarak PVA kullaniimistir. En uygun konsantrasyonunun belirlenmesi
amaciyla ilk olarak % 10’luk, % 6’lik ve % 5’lik PVA - saf su ¢Ozeltileri hazirlanmistir. Her
bir cozelti 2 saat boyunca 80 C’de 100 rpm’de calkalamali su banyosunda
karistinlmustir. Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te sirasiyla karistirma dncesi ve sonrasindaki PVA

¢Ozeltilerinin gorliinim verilmistir.

Sekil 3. 3 PVA - saf su ¢ozeltisi

Sekil 3. 4 80 °C’'de bekletilmis PVA - saf su ¢dzeltisi
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3.2.2.2 PVA Nanopartikiillerinin Uretilmesi

Nanopartikiiller, Sekil 3.5te gorilen elektroplskirtme cihazi (Nanodev, Tirkiye)
kullanilarak elde edilmistir. Her bir besleme ¢6zeltisi 5 ml hacimli 0.80x38 mm plastik
siringilara konularak cihaz Unitesine (Nanodev, Tirkiye) yerlestirilmistir. Farkli voltaj (
10 — 20 kV ), farkli akis hizi (0,3 = 0,4 — 0,5 ml/sa ), farkh plaka mesafesi (10 — 20 cm ),
parametreleri elektropiskiirtme prosesi boyunca uygulanmistir. Bu parametrelerde
Uretilen nanopartikillerin boyut degerleri ve mikroskop gorintileri alinarak en uygun

besleme ¢ozeltisi konsantrasyonu belirlenmistir.

.. A 4\

b -

Sekil 3. 5 Elektroplskirtme cihazi (Nanodev, Tiirkiye)

3.2.2.3 Bos PVA Nanopartikiillerinin Boyut ve PDI Olgiimleri

%5, %6, %10’luk bos PVA nanopartikiillerinin boyutlarini belirlemek amaciyla
nanopartikil boyut oOlcim cihazi (Nano ZSP, Malvern Instruments Corp.
Worcestershire, ingiltere) kullaniimistir. Nanopartikiiller saf su ile seyreltilmis ve

ardindan sirasiyla 30 dk Ultraturrax cihazinda maruz birakildiktan ve 0,45 pum’lik
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filtrelerden gecirildikten sonra dl¢iimler alinmistir. Olgtimler 173 °lik agiyla yapilmistir.

Dinamik 1sik sacilimi (DLS), ortalama partikil capini belirlemek igin kullaniimistir.

3.2.3 Propolis iceren PVA Nanopartikiillerinin Uretilmesi ve Karakterizasyonu

3.2.3.1 Propolis iceren Bos PVA Nanopartikiillerinin Uretilmesi ve Karakterizasyonu

Bu calismada, 5 farkl konsantrasyonda (% 0, % 0,4, % 0,8, % 1 ve % 1,2) propolis
ekstrakti iceren PVA c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu amagla, ilk olarak 10 ml hacimde %
6’lik PVA c¢oOzeltileri hazirlanmis ve calkalamali su banyosunda (Daihan, WUC-D10H,
Kuzey Kore) 1 saat stireyle 80 °C’de karistirilarak homojen hale getirilmistir. Ardindan
her bir tlipe belirtilen konsantrasyonlarda propolis ekstrakti ilave edilerek tlipler 24 sa
boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirlmaya devam edilmistir. Sire
sonunda homojen hale getirilen ¢ozeltiler (Sekil 3.6), 5 ml hacimli 0.80x38 mm plastik
siringilara konularak elektrosplskirtme Unitesine yerlestirilmistir. (15 kV voltaj, 10 cm

plaka uzakligi ve 0,5 ml/saat) akis hizi parametleri uygulanarak sistem calistiriimis ve

nanopartikiller Gretilmistir.

Sekil 3. 6 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig PVA - propolis ¢ozeltileri

3.2.3.2 Zeta Potansiyel ve Boyut Analiz Olglimleri

Farkli  konsantrasyonlarda hazirlanmis PVA/propolis nanopartikillerinin - boyut
Olciimlerini gergeklestirmek amaciyla zetasizer cihazi (Nano ZSP, Malvern Instruments
Corp. Worcestershire, ingiltere) kullaniimistir. Nanopartikiiller saf su ile seyreltilmis ve
ardindan sirasiyla 30 dk Ultraturrax cihazinda maruz birakildiktan ve 0,45 pm’lik
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filtrelerden gegirildikten sonra 8lgiim alinmistir. Olgimler 173k agiyla yapilmistir.

Dinamik 1sik sacilimi (DLS), ortalama partikil capini belirlemek icin kullanilmistir.

Zetasizer 6l¢lim cihazi (Nano ZSP, Malvern Instruments Corp. Worcestershire, ingiltere)
kullanilarak PVA/propolis nanopartikiillerinin zetapotansiyelleri él¢iilmistiir. Olglimler
25 °C'de, elektrot iceren kapiler hiicre kullanilarak, saf su icerisinde seyreltildikten

sonra gergeklestirilmistir. Sonuglar ilk 10 él¢glimin ortalamasi seklinde kaydedilmistir.

3.2.3.3 Enkapsiilasyon Veriminin Belirlenmesi

Nanopartikillerin enkapstilasyon etkinligi, Brahatheeswaran vd. (2012) tarafindan
uygulanan metoda gore belirlenmistir [91]. ilk asamada, nanopartikiiller 10 ml saf su
icerisinde 1 saat boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. lyice disperse edilen
nanopartikiller 5.000 rpm’de 5’er dakika 2 kere santrifiij cihazinda (Thermo Scientific,
Multifuge X3 FR, Almanya) santrifij edilmistir. Supernatant kismi, kaba filtre
kagidindan gecirildikten sonra, 450 nm’de spektrofotometre’de (Shimadzu, UV 1800,
Japonya) absorbans Olclimi yapilmistir. Enkapsilile olan propolis miktari ve %

enkapstlasyon etkinligi asagidaki belirtilen (3.1) ve (3.2) esitlikleri kullanilarak

belirtilmistir.
PrOpO“S Enkapsule = PrOpO“S Toplam — PrOpOIiS Filtrat (31)
%Enkapstlasyon = (Propolis enkapsile/ Propolis topiam) X100 (3.2)

3.2.3.4 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

FTIR (Bruker Tensor 27, Bremen, Almanya) spektroskopisiyle PVA/propolis
nanopartikillerinin ve propolis ekstraktinin molekiiler karakterizasyonu yapilmistir.
Olcim, 400-4000 cm™ arasindaki dalgaboyunda ve 4 cm™ ¢oziinurlikte

gerceklestirilmistir.

3.2.3.5 Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) Analizi

PVA/propolis nanopartikillerinin termal o6zellikleri DSC cihazi (DSC, Q100, TA

Instruments Inc., New Castle, DE, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
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Aliminyum kaph DSC kaplari igerisine 4-5 mg arasinda nanopartikil o6rnegi
konulmustur. Ornekler 10 °C/dk isitma hizinda ve 40-400 °C sicakhk araliginda N gazi
atmosferinde isitilmistir. Ornege verilen enerji (mW), sicakhk ve zamanin bir

fonksiyonu olarak kaydedilmistir.

3.2.3.6 Antioksidan Aktivite (AA) Analizi

Propolis yliklenmis PVA nanopartikillerinin antioksidan aktivitesi (AA), DPPH (2,2
difenil-1-pikrilhidrazin hidrat) radikali ~ yakalama kapasiteleri Olgulerek
gerceklestirilmistir. Bu amacla, nanopartikillerin etanolik ekstraktlarindan 1,5 ml
alinarak Gzerine 1,5 ml DPPH c¢ozeltisi eklenmis ve karisim vorteksle (Stuart, BioCote,
ingiltere) homojen hale getirildikten sonra 50 dk boyunca karanhk bir odada
bekletilmistir. Sire sonunda UV-vis spektrofotometre cihazinda (Shimadzu, UV 1800,

Japonya) 517 nm ‘de absorbans ol¢limi gerceklestirilmistir [92].
Elde edilen sonuglara gore % AA, asagidaki (3.3) esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

%AA= ((Akontrol - Aérnek)/Akontrol) x 100 (33)

Burada, Agontror Nanopartikil icermeyen saf DPPH c¢ozeltisinin olglilen absorbans
degerini, Agsmek ise nanopartikil iceren DPPH c¢ozeltisinin absorbans degerini ifade

etmektedir.

3.2.3.7 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Propolis yiiklenmis PVA nanopartikillerin antibakteriyel aktiviteleri, Feyzioglu ve
Tornuk (2016) tarafindan aciklanan yontem Uzerinde c¢esitli modifikasyonlar
uygulanarak sivi besiyeri dillisyon yontemi ile gerceklestirilmistir [93]. Test bakterisi
olarak Gram pozitif Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Gram negatif Escherichia coli
0157:H7 ATCC 33150 teste tabi tutulmustur. ilk olarak, stok bakteri suslari, Nutrient
Broth (Merck, Almanya) icerisinde pes pese 2 kez 37 °C'de 24 saat sireyle
aktiflestirilmis ve taze bakteriyel kiltiirler elde edilmistir. Deney tiiplerinde hazirlanan
7 ml’lik steril Nutrient Broth’lar icerisine ~10® kob/mL diizeyinde bakteri inokiile
edilmis ve ardindan her bir nanopartikiil 6rneginden % 2 oraninda ilave edilerek test

tipleri 37 °C'de 5 saat calkalamali inklibatorde 140 rpm’de inkibasyona birakilmistir.
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Kontrol 6rnegine herhangi bir nanopartikiil ilavesi yapilmamistir. inkiibasyon baslangici
ve sonunda bakteri sayilari kiiltiirel mikrobiyolojik yontemler yontemi kullanilarak
tespit edilmistir. Bu amagla Maximum Recovery Diluent (Merck, Almanya) ile
hazirlanan 6rnek diliisyonlari Nutrient Agar (Merck, Almanya) iceren petri plakalari
Uzerine yayma ekim yapilarak 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Stire sonunda gelisen

koloni sayisi tespit edilerek logaritmik degerlere ¢evrilmistir [93].

3.2.3.8 Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Taramali elektron mikroskobu (SEM, FEI, Quanta Feg 250, ABD) kullanilarak
nanopartiklllerin morfolojik yapisi belirlenmistir. Nanopartikiller, dusik vakum

altinda, 7.6 mm mesafede ve 20 kV voltaj kullanilarak analize tabi tutulmustur.

3.2.3.9 istatistiksel Analizler

Veri analizleri JMP 6 programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Veriler arasindaki
aritmetik ortalama ve standart sapmalar bulunmustur. Degiskenler arasinda fark olup
olmadig P<0.05 anlamlilik diizeyinde bagimsiz "t" testi ve tek yonli varyans analizi
kullanilarak belirlenmistir. Arastirma en az iki tekerrirli Ug¢ paralel olacak sekilde

yapilmistir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Kaplama Cozeltisinin Standardizasyonu

Bu ¢alismada, enkapsiilasyon isleminde kaplama materyali olarak PVA kullanilmistir. En
uygun konsantrasyonun belirlenmesi icin farkl oranlarda PVA c¢ozeltisi hazirlanmis ve
elektropliskirtme  teknigi ile dretilen nanopartikiillerin ~ boyut  dlcimleri
gergeklestirilmistir. Bu amagla %5, %6, %10’luk PVA c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Elektroplskirtme uygulamasinda farkl voltaj, plaka uzakhgi ve akis hizi parametleri
denenerek en uygun veriler elde edilmeye calisilmistir. Bu c¢alismanin 6n
denemelerinde, ayrica ultrases dalga siddeti (50 Hz) uygulama siresi ve filtrasyon
uygulamasinin boyut analizi Gzerindeki etkisi de incelenmistir. Nanopartikillerin boyut
analizi dinamik 1s1k sagilimi metoduna goére belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
%10 PVA iceren nanopartikillerin boyutlari 212—255 nm arasinda bulunurken %5 PVA
iceren nanopartikillerin boyut degerleri 144-180 nm arasinda ¢ikmistir. %6 PVA iceren
nanopartikillerin  boyutlari ise 86-106 nm arasinda Olcllmustir. Tim
konsantrasyonlarda ¢ozelti hazirlama sirasinda ultrases uygulama siresinin artmasi
daha homojen partikiiller elde edilmesini saglamistir. Sonuclara bakildiginda, %6
oraninda PVA ile hazirlanan nanopartikillerin daha kiicliik boyut ve daha distik PDI
degerlerine sahip olmasi nedeniyle propolis yikli PVA nanopartikilleri Gretiminde
%6’lik  PVA ¢ozeltisinin  kullanimina karar verilmistir. Test edilen bir ¢ok
elektropliskiirtme parametreleri sonucunda ise optimum parametrelerin 15 kV, 0.5

ml/sa akis hizi, 10 cm plaka uzakligi oldugu belirlenmistir. Bu parametrelerde optimum
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boyutta ve PDI degerinde nanopartikiller Uretilmistir ve bundan sonraki tim

nanopartikil Gretiminde bu parametreler standart olarak kabul edilmistir.

Ayni zamanda Uretilen nanopartikillerin mikroskopik goriintileri incelenmis, %10
oraninda hazirlanan PVA ¢o6zeltisinin nanopartikilden ziyade nanolif olusturdugu ve bu
olusumun konsantrasyon %7’ye diisene kadar devam ettigi gdzlemlenmistir. Diger
taraftan, %5 oraninda hazirlanan PVA ¢oOzeltisinden ise elektropliskiirtme metodu
asamasinda nanopartikiller ile birlikte siyah damlaciklarin olustugu, bu ylzden
standardizasyon asamasinda % 6’lik PVA konsantrasyonunun en uygun olduguna karar

verilmistir.

4.2 Propolis igeren PVA Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.2.1 Zeta potansiyel ve Boyut Degerleri

Bu calismada, %0,4 , %0,8 , %1, %1,2 oraninda propolis ekstrakti yliklenmis ve ylikleme
yapilmamis (kontrol) PVA nanopartikillerinin boyut o6lcimleri gerceklestirilmis ve
Cizelge 4.1’ de verilmistir. Cizelgede gorildugl gibi, nanopartikillerin boyutlari 104 nm
ve 258 nm araliginda degisim gostermisitir. Nanopartikiller arasinda en disik (P<0.05)
boyut, bos PVA partikillerinde belirlenmistir. Yiikleme yapilan propolis miktari arttik¢a
nanoboyutta artis (P<0.05) oldugu gorilmektedir. Ayni ornek filtre edilmis ve
edilmemis sekilde analiz edilmis ve filtre edilen tim 6rneklerde edilmeyene gore daha
kiicik PDI degerleri saptanmistir. Literatire bakildiginda Nascimento ve arkadaslarinin
[94] yaptigi calismada propolis nanopartikillerinin boyut sonuglarinin 200 nm - 280 nm
arasinda degisim gosterdigi belirtilmistir. Rassu ve arkadaslarinin yaptigi propolisin
nanotastyici olarak kullanildigi calismada partikil boyutu 600 nm, PDI degeri ise 0.4
olarak bulunmustur. Ayni calismada homojenizasyon siresinin partikil boyutu ve PDI
Uzerine etkisi de arastirilmis ve homojenizasyon siresinin 7 dakikadan 10 dakikaya
cikarilmasi durumunda partikil boyutunun 1331 nm’den 734 nm’ye distigi, PDI
degerinin ise 0.884’ten 0.529’a dustlgl belirtilmistir [95]. Endonezya propolisinin
casein miselleri kullanilarak enkapstle edildigi calismada propolis nanopartikillerinin
boyutu 254 nm — 500 nm araliginda bulunmustur [113]. Jamakumar ve arkadaslari

tarafindan yapilan propolis nanopartikillerinin  antimikrobiyal ve antikanser
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aktivitesinin arastirildigi ¢alismada propolis nanopartikillerinin boyutu 80 — 150 nm
araliginda bulunmustur [115]. Elektroplskirtme metoduyla Uretilen insilin
nanopartiklllerin boyutu yapilan bir ¢alismayla 98 - 117 nm araliginda bulunmustur
[96]. Zeta potansiyel, yuklu partikiller arasindaki elektrostatik itmeden dolayi
nanopartikillerin  stabilitelerinin  belirlenmesinde  kullanilan  bir  kavramdir.
Nanopartikiiller aralarinda olusan elektriksel itmeden dolayl +30 mV ve -30 mV araligi
disinda zetapotansiyel degerlerinde stabil oOzellik gosterirler [97]. Cizelge 4.1'de
propolis yikli PVA nanopartikillerinin zetapotansiyel degerleri gérilmektedir. PVA;
yapisinda, ana zincirinde ve fonksiyonel gruplarinda, arti veya eksi herhangi bir yik
icermedigi icin iyonik olmayan polimerler sinifi icerisinde yer almaktadir [98]. Bu
yluzden aktif madde icermeyen PVA nanopartikillerinin (kontrol) zeta potansiyel
degerleri sifira olduk¢a vyakin bir degerde g¢ikmistir. Propolis yuklenmis
nanopartikillerin zeta potansiyel degerleri -5 mV ve +5 mV arasinda degisim
gostermistir. Zetapotansiyel degeri propolis yliklemesinden sonra pozitiften negatife
dogru kaymistir. Bunun nedeni, propolis yiklendikge negatif iyonlarin artmasi ve bu
yukler arttikca negatif katmanin kalinlasmasidir. Propolis iceren kitosan esasl nano —
mikropartikil tasiyici sistemlerinin olusturuldugu calismada, propolis yiiklemesinin zeta
potansiyel degerini 18.4 mV'den -3.17 mV’ye dlsirdigli belirtilmistir. Bu degisimin
propolisin icerdigi negatif iyonlardan kaynaklandigi disiniilmektedir [112]. Propolis
konsantrasyonundaki artisin nanopartikiillerin zeta potansiyeli degerleri lzerinde

istatistiksel olarak 6nemli bir etkisinin olmadigi (P<0.05) goridlmdistar.

Cizelge 4.1 Propolis Yiikli Nanopartikillerin Boyut, PDI ve Zetapotansiyel degerleri

Ornek PDI Boyut (nm) Zeta Potansiyel
(mv)

PPO 0,23 + 0,16 106,37 + 14,84° 3.09 +0.50°

PP0.4 0,32 +0,16% 137,17 + 61,82° 2.77 +0.29°

PPO.8 0,22 +0,03¢ 186,75 + 8,27° -0.24 + 0,06"

PP1 0,42 +0,12° 258,51 + 90,51° 2.44+1.27°

PP1.2 0,48 + 0,08° 249,33 + 41,40° -0.11+0,10°
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* Kolondaki farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (P <0,05).

** PPO: Kontrol PVA nanopartikdlleri, PP0.4: % 0.4 oraninda propolis iceren PVA nanopartikilleri, PP0.8 :
% 0.8 oraninda propolis iceren PVA nanopartikllleri, PP1: %1 oraninda propolis iceren PVA
nanopartikiilleri, PP1.2: % 1.2 oraninda propolis iceren PVA nanopartikdlleri.

4.2.2 Enkapsiilasyon Veriminin Belirlenmesi

Propolis yikli PVA nanopartikiillerine ait enkapsilasyon verimi Cizelge 4.2’de
gosterilmistir. Cizelgede gorildiga gibi, nanopartikillerin enkapstilasyon verimi % 5 ile
% 23 arasinda degismektedir. Konsantrasyon artisina bagh olarak enkapsiilasyon
verimliligi % 1‘lik konsantrasyona kadar artmis, daha sonra verim duslsi gozlenmistir.
Bu durumda maksimum enkapstilasyon veriminin % 1 oraninda propolis iceren PVA
nanopartikillerine ait oldugu goérilmektedir. Bu sonug, N.Duran ve arkadaslarinin [99]
yaptigl mikroenkapstilasyon calismasi ile benzer sonuclar gostermektedir. Yapilan bu
calismada propolis, poly(e-kaprolakton) (PCL) duvar materyali kullanilarak
emilsifikasyon teknigiyle enkapsile edilmistir. Belirlenen enkapsilasyon etkinligi
yaklasik % 25 civarlarindadir. Bu sonuglar ¢alismamizin literatiire uyumlulugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.2 Propolis yuklli PVA nanopartikiillerine ait enkapstlasyon verimi

Ornek Enkapsiilasyon Verimi (%)
PPO.4 5,09 +0,37°
PPO.8 19,43 +1,16°
PP1 25,32 +0,32°
PP1.2 18,15 + 0,26°

* Kolondaki farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak o6nemli oldugunu
gostermektedir (P <0,05).

** PP0.4: % 0.4 oraninda propolis iceren PVA nanopartikilleri, PP0.8 : % 0.8 oraninda propolis iceren
PVA nanopartikdlleri, PP1: % 1 oraninda propolis iceren PVA nanopartikilleri, PP1.2: % 1.2 oraninda
propolis iceren PVA nanopartiklleri.
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4.2.3 ATR- FTIR Spektroskopisi ile Molekiiler Karakterizasyon

FTIR, Fourier donlisimi yontemi ile 1s18in kizilétesi yogunluguna karsi dalga sayisini
Olcen kimyasal analitik bir yontemdir. Kizilétesi spektroskopisi sayesinde, yapidaki
kimyasal bilesimler ve bag diizenlemelerinin karakterizasyonu yapilmaktadir. Baglar
arasindaki titresimler olcllerek fonksiyonel gruplar belirlenebilmektedir [98]. Bu
calismada, propolis yukli PVA nanopartikillerinin molekiler karakteristigini belirlemek
amaciyla FTIR analizi yapilmistir (Sekil 4.4). 2500 — 4000 cm™ frekans araligi, C-H, O-H,
N-H baglarindan kaynaklanan gerilmeleri karakterize etmektedir. Propolis ekstrakti
ornegimiz icin bu bolgelerde pik olusumun gézlenmesi H baginin ve C, O ve N atomlari
arasindaki etkilesimi gosterir. 3552 — 4000 cm™ dalgaboylari arasinda siddetli titresim
olmasi fenolik madde igerisindeki hidroksil gruplarindan kaynaklanmistir. O-H baglari
daha kisa dalga boyunda piklerin olusumunu arttirir. 2970 cm™ frekansinda doymus C-
H baglari piki olusmustur. 2162 cmVde olusan pik C ve N atomlari arasinda gergeklesen
tcli bag geriliminden kaynaklanmistir. 1500 - 1800 cm™ arasinda cok fazla titresim
olusmasi, karbonil gruplarinin yogun olmasi ve C atomlarinin C, N elementleri ile
arasinda olusturdugu ¢ift baglarin gostergesidir. 1043 cm™de aromatik eter piki, 877
cm*de ise alken gruplarinin piki olusmustur [100]. Bu calismadaki elde edilen verilerin
Nascimento ve arkadaslari [94] tarafindan yapilan c¢alisma ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Aromatik eter ve alken gruplarinin olusturdugu pik bu calisma ile
tamamen aynidir. 3336 cm™de fenolik hidroksil gruplarinin olusturdugu pik ve
1725cm ™ de karbonil gruplarinin olusturdugu pik bu ¢alisma ile benzerdir [94]. Saf PVA
nanopartikillerinin ~ spektrumunda  olusturdugu  bantlar,  propolis iceren
nanopartikillere ait spektrumda olusan bantlarla benzerdir. Propolise ait spektrumda
1043 cm™de olusan pik nanopartikillerin spektrumunda gdzlemlenememistir. Bu
pikler bilyik olasilikla PVA’dan gelen bantlar ile baskilanmistir. 1045 cm™ frekansinda
olusan pik nanopartikil olusumu sirasinda 1083 cm™e kaymistir. Bunun haricinde
propolis ekstraktina ait diger tim pikler nanopartikillere ait spektrumlarda da

olusmustur.
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Sekil 4. 1 Propolis ekstarkti ve nanopartikillere ait FTIR grafigi

* Kolondaki farkhh harfler istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (P <0,05).

** PPO: Kontrol PVA nanopartikiilleri, PP0.4: % 0.4 oraninda propolis igeren PVA nanopartiklleri, PP0.8 :
% 0.8 oraninda propolis iceren PVA nanopartikllleri, PP1: %1 oraninda propolis iceren PVA
nanopartikilleri, PP1.2: % 1.2 oraninda propolis iceren PVA nanopartikilleri, PEX: Propolis ekstrakti.

4.2.4 Nanopartikillerin DSC ile Termal Karakterizasyonu

Etken madde/polimer etkilesimini incelemek tizere saf PVA ve farkh oranlarda propolis
yuklenmis PVA nanopartikillerinin DSC diyagramlari incelenmistir (Sekil 4.5). DSC
diyagraminda ilk pik kristalizasyon sicakhgini gosterirken, ikinci pik ise bozulmanin
basladigi sicakhgl gostermektedir. DSC diyagraminda ordinat ekseninin (st bolgesinde
kalan pikler ekzotermik pikleri altta kalan pikler ise endotermik pikleri gbstermektedir.

Bu pik olusumlari meydana gelen fiziksel ve kimyasal olaylarin sonucudur [101].

38



,4 i
g —PP0.4
= ——PP0.8
5 6
X ——PP1
[gv]
z —PP1.2
8 ——PPO

-10

-12
sicaklik

Sekil 4. 2 Nanopartikullerin DSC diyagramlari

* Kolondaki farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (P <0,05).

** PPO: Kontrol PVA nanopartikdlleri, PP0.4: % 0.4 oraninda propolis igeren PVA nanopartikdlleri, PP0.8 :
% 0.8 oraninda propolis iceren PVA nanopartikilleri, PP1: %1 oraninda propolis iceren PVA
nanopartikilleri, PP1.2: % 1.2 oraninda propolis iceren PVA nanopartikiilleri.

Sekil 4.2’de gériilen DSC profillerine bakildiginda, saf PVA nanopartikiillerin 50 °C de
camsi gecis sicakhgl oldugu ve farkh oranlarda propolis ylklemesi yapildiginda bu
gecisin kayboldugu ve bu sicaklikta kristal yapinin olustugu goérilmektedir. Saf PVA
nanopartikilleri icin 105 °C'de erime sicakhgini gésteren pik olusmustur. Bu sicaklik
dereceleri propolis yiklenmis nanopartikiller icin farkliik géstermis ve PP0.4 icin 126
°C, PP0.8 icin 128 °C, PP1 icin 137 °C, PP1.2 icin 127 °C olarak bulunmustur. Bu durum,
propolis ylklenmis nanopartikiillerde erime sicakhiginin kontrole gbére daha yliksek
oldugunu gostermektedir. Bu da enkapsilasyonun gerceklestigini gostermektedir. En
yliksek erime sicakhginin yilizde 1'lik konsantrasyonda gerceklesmis olmasinin
nedeninin enkapsilasyon verimin bu konsantrasyonda da en yiiksek olmasi oldugu
dislinilmektedir [102]. Tim nanopartikillerin bozulma sicakhgini gésteren pik ise 220

- 230 °C arasinda gorilmistir. Yapilan calisma sonucu propolis yiklenmis PVA
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nanopartikillerinin bos PVA nanopartikillere gore daha iyi termal stabilite gosterdigi

belirlenmistir.

4.2.5 Nanopartikiillerin Antioksidan Aktivitesi

Antioksidan maddeler gidalarda oksidatif bozulmaya engelleyen veya geciktiren
maddeler olarak tanimlanmaktadir. Antioksidan maddeler gidalarda oksijenle
reaksiyona girerek gidalarin raf omrini azaltan, ransidite olusumunu saglayan ve
gidalarda kalite kaybina neden olan bilesenlerin olusumunu engeller. Antioksidan
maddelerce zengin olan veya sonradan bu maddelerle zenginlestirilmis gidalarin daha
ylksek oksidatif stabiliteye sahip olduklari bilinmektedir [103]. Propolisin antioksidan
maddelerce zengin oldugu ve bdylece yaslanmayi ve bircok hastaliga neden olan
serbest radikal olusumunu engelledigi belirtilmistir [104]. Bu nedenle propolis, 6zellikle
ari sutd ve E vitamini ile karistirilarak gesitli kremlerin ve temizleyici kozmetik trinlerin
Uretiminde kullaniilmaktadir [104]. DPPH radikali yakalama yeteneginin belirlenmesi
metoduna [92] gore vyapilan calismada farkli oranlarda propolis iceren PVA
nanopartikillerinin antioksidan o©zellikleri belirlenmis olup sonuglar Cizelge 4.3’te

belirtilmistir.

Cizelge 4.3 Propolis yukli PVA nanopartikillerinin antioksidan aktivitesi

Ornek Antioksidan aktivite (%)
PPO 0,00+ 0,00°
PPO.4 78,13 +0,43°
PP0.8 85,09 + 2,82°

PP1 87,32+0,21°
PP1.2 89,25 +1,22°

* Kolondaki farkhh harfler istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (P <0,05).

** PPO: Kontrol PVA nanopartikdlleri, PP0.4: % 0.4 oraninda propolis iceren PVA nanopartikilleri, PP0.8 :
% 0.8 oraninda propolis iceren PVA nanopartikllleri, PP1: %1 oraninda propolis igeren PVA
nanopartikilleri, PP1.2: % 1.2 oraninda propolis iceren PVA nanopartikulleri.
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Yapilan analiz sonucunda propolis icermeyen PVA nanopartikiillerinin (kontrol) higbir
antioksidan madde icermedigi tespit edilmistir. Farkli oranlarda propolis iceren PVA
nanopartiklllerinin ise %80 - %90 araliginda antioksidan aktivite gosterdigi,
konsantrasyon artisina bagl olarak antioksidan aktivitede bir degisim olmadigi (P<0.05)

gozlenmistir.

Nascimento ve arkadaslari [100] tarafindan yapilan ¢alismada, farkli oranlarda propolis
iceren PKL nanopartikillerinin  %76-80 arasinda antioksidan ozellik gosterdigi
belirlenmistir. Silva ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger calismada ise propolis
farkl oranlarda arap gami ve nisasta ile enkapsiile edilmis ve olusturulan partikillerin
DPPH metoduyla yapilan antioksidan analizi sonucunda % 89’a kadar antioksidan
ozellik gosterdigi tespit edilmistir [105]. Nascimento ve arkadaslarinin yaptigi bir diger
calismada, enkapsile edilmemis propolis ekstraktinin DPPH metodu kullanarak
antioksidan aktivitesi incelenmis ve % 98 antioksidan aktivite oldugu belirlenmistir
[94]. Propolisin antioksidan aktivitesini nano boyutta korudugu gozlemlenmistir.
Literatlr goz onlinde alindiginda, bu c¢alismada elde edilen sonuglarin literatiir ile

uyumlu oldugu goriilmektedir.

4.2.6 Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Propolisin glicli bir antimikrobiyal madde oldugu belirtilmis ve bugline kadar bu
konuda birgok arastirma yapilmistir. Propolisin antimikrobiyal aktivitesinin aromatik
asitler, esterler ve flavonoidlerden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Propolisin icerdigi
pinosembrin, galangin ve kafeik asit fenil ester karisimlarinin bakterinin RNA

polimerazini inhibe ettigi belirtilmistir [106-107].

Cizelge 4.4'de propolis yukli PVA nanopartikillerinin E. coli O157:H7 ve S. aureus’a
karsi antibakteriyel aktiviteleri goriilmektedir. inkiibasyon éncesi bakteri sayilari E. coli
0157:H7 ve S. aureus icin sirasiyla 7,99 ve 8,18 log kob/mL olarak tespit edilmistir.
Gram negatif patojen olan E. coli 0157:H7 lzerinde herhangi bir antibakteriyel etki
gozlemlenmemistir. Bununla birlikte, propolis yikli PVA nanopartikillerinin S. aureus
Gzerinde etkili oldugu ve enkapsiile edilen propolis diizeyi arttikca S. aureus lizerindeki

antibakteriyel aktivitenin nispi olarak artig gosterdigi belirlenmistir. S. aureus sayisi 5
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saatlik inklibasyon sliresi sonunda % 0,8, % 1 ve % 1,2 propolis enkapsile edilmis PVA

nanopartikuillerinin etkisiyle sayilabilir sinirlarin altina inmistir.

Cizelge 4.4 Propolis yukli PVA nanopartikillerinin antimikrobiyal aktivitesi

Antibakteriyel Aktivite (log kob/mL)

Kontrol PPO PP0.4 PP0.8 PP1 PP1.2
Ecoli o ,010.10° 8.52+0.09° 8.15:0.17° 8.25:0.11° 8.03£0.19° 8.12+0.09°
1oty 82050, 52+0. 1540, 25+0. .03+0. 1240,
S- 8.24+0.08° 8.06+0.07° 4.37+0.33° 0.00+0.00° 0.00+0.00° 0.00+0.00°
aureus

* Kolondaki farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (P <0,05).

** PPO: Kontrol PVA nanopartikiilleri, PP0.4: % 0.4 oraninda propolis igeren PVA nanopartiklleri, PP0.8 :
% 0.8 oraninda propolis iceren PVA nanopartikllleri, PP1: %1 oraninda propolis iceren PVA
nanopartikiilleri, PP1.2: % 1.2 oraninda propolis iceren PVA nanopartiklleri.

Propolisin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan c¢alismalarda
propolisin sadece gram pozitif bakteriler ile funguslara karsi etkili oldugu, gram negatif
bakterilere karsi etkisinin zayif oldugu belirtilmistir [108]. Yine bir baska ¢alismada
gram pozitiflerin gram negatif bakterilere kiyasla propolise karsi daha hassas oldugu
belirtilmistir [108-110]. Calismada, gram pozitif bakteri olan S.aqureus’un disuk
konsantrasyon oranlarinda propolis iceren nanoyapilara karsi bile yliksek dizeyde
inhibisyona ugradigi belirlenmistir. Propolisin antimikrobiyal etkisinin arastirildigi
calismada propolisin 1:20 oraninda hazirlanan dilisyonunun S.aureus’un gelisimini
tamamen engelledigi belirtilmistir [111]. Yapilan bir diger ¢calismada propolisin etanolik
ekstraktinin 11 farkh S.aureus susunun koagillaz aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir
[114]. Enkapsile edilmis nanoboyutta propolisin antimikrobiyal aktivitesini korudugu
belirlenmistir. Dogal bir Uriin olan propolisin icerdigi bilesenlerin patojenlere karsi
inhibe edici 6zelligi bu Urinin gida endistrisi ve tip alaninda kullanilabilecegini
gostermektedir. Propolis nanokapsiillerinin gida alaninda kullaniimasi halinde daha
saglikh ve fonksiyonel Giriinler elde edilmesi ve gidalarin raf 6mriiniin uzatilabilmesi gibi

avantajlar saglayabilecegi distinilmektedir.
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4.2.7 Nanopartikiillerin SEM analizi

Nanoodlgekli yapilarin boyut analizi ve morfolojisi SEM analizi ile belirlenebilmektedir
[71]. Sekil 4.3’de, sirasiyla propolis icermeyen ve doért farkli konsantrasyonda propolis
iceren PVA nanopartikillerine ait SEM gorintisi verilmektedir. Her goriintliniin 40 K x

objektif degerinde SEM goriintlsi verilmektedir.

Sekil 4.3 Nanopartikdllere ait ait SEM gorintisi

* A: Bos pva nanopartikilleri, B: %0.4 oraninda propolis iceren PVA nanopartikulleri, C : %0.8 oraninda
propolis igceren PVA nanopartikilleri, D: %1 oraninda propolis igeren PVA nanopartikilleri, E: %1.2
oraninda propolis iceren PVA nanopartikilleri.
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Sekillere bakildiginda nanopartikdllerle birlikte nanolif morfolojisindeki yapilarin da
olustugu gozlenmektedir. Bu durum kaplama materyali olarak kullanilan PVA
konsantrasyonun ve elektroplskiirtme {nitesinde uygulanan voltajin yuksek
olmasindan kaynaklanabilmektedir. Yizey geriliminin ve iletkenligin ylksek olmasi
toplayici plaka ve igne ucu arasinda ilerleyen jet boyunca boncuksu yapilarin
olusmasina neden olabilmektedir [75]. Farkli konsantrasyonlarda propolis yiklenmis
PVA nanopartikillerin dizglin bir ylzey meydana getirdigi goriilmektedir. Tim
orneklerde 100-250 nm arasinda partikil olusumu gozlenmektedir. Bu boyut sonuglari,
zeta sizer’da yapilan boyut analizi ile uyumludur. SEM goriintiilerinde partikiil homojen
bir dagihm géstermemektedirler. Fakat Zetasizer'da yapilan analiz sonucunda oldukca
homojen ve disik PDI'da nanopartikiiller elde edilmistir. Bunun nedeni partikillerin
oldukca hassas bir yapida olmasi, hizli bir seklide nem kapmasi ve kiimelesmeye
ugrayarak daha  biylk boyutlarda  partikillermis  gibi  gorliinmesinden

kaynaklanmaktadir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez galismasinda, zengin bir besin bilesimi ve ylksek biyoaktiviteye sahip propolis

ekstraktinin farkh konsantrasyonlarda (%0,4, %0,8, %1, %1,2) elektroplskirtme

yontemiyle PVA kapsil malzemesi icerisine nano olcekte enkapstilasyonu ve enkapsiile

edilen nanopartikillerin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda elde

edilen sonuclar asagida maddeler halinde verilmistir.

Kovandan toplanan propolis hamdir ve icerisinde bircok safsizlik icermektedir.
Propolisin yiiksek verimde ve kalitede enkapsiile edilebilmesi icin mutlaka bu
safsizliklarin giderilmesi gerekir. Propolisin en iyi ¢ozliclsi etil alkoldlr. Bu tez
¢alismasinda %80'lik etil alkol ¢ozeltisi kullanilarak % 8°lik propolis ekstraksiyonu

gerceklestirilmistir.

Propolisin suda ¢ozlinlir olmamasi ve etil alkolde ¢dziinmesi, gida endistrisinde
kullanimi agisindan énilindeki en biylik engel olarak gérilmektedir. Bu ¢alisma ile
propolis nano oOlgekte enkapsiile edilerek suda ¢oziinir bir gida katki maddesi

olarak kullanilabilir hale getirilmistir.

Kaplama materyali olarak sentetik bir biyobozunur polimer olan PVA kullaniimistir.
Uygun PVA konsantrasyonunun ve nanopartikil tretim kosullarinin belirlenmesi
amaciyla optimizasyon islemi gerceklestirilmistir. %8 ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda partikiilden ziyade lif olusumu goézlenmistir. Bununla birlikte,
%5 ve altindaki konsantrasyonlarda ise damlacik olusumu gozlenmistir. Bu amagla

en uygun konsantrasyonun % 6 PVA-saf su ¢ozeltisi olduguna karar verilmistir.
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Propolis icermeyen PVA nanopartikilleri elektropliskiirtme metodu ile Uretilmis ve
optimum elektropiskirtme parametreleri belirlenmistir. Optimizasyonda duslik
boyut ve polidisperslik indeksi (PDI) degerleri elde edilmesi amaglanmistir.
Calismalar sonucunda optimum elektropliskiirtme parametrelerinin 15 kV voltaj,
0.5 ml/sa akis hizi ve 10 cm plaka uzakligi oldugu belirlenmistir. Ayrica, hazirlanan
¢Ozeltiye elektropliskiirtme 6ncesinde uygulanan filtrasyon islemi ve 5.000 rpm 50
Hz siddette ultrases elektroplskirtme islemi sonucunda elde edilen
nanopartikillerin daha kiguk boyutta ve homojen boyut dagiliminda olmasini

saglamistir.

Bu calismada, farkli konsantrasyonlarda (%0,4, % 0,8, % 1, %1,2) propolis iceren
PVA nanopartikiillerinin Zeta Sizer'da boyut analizi gerceklestirilmistir. Uretilen
partikillerin 106 ve 258 nm araliginda ortalama boyuta sahip olduklar

belirlenmistir.

PVA ve propolis nanopartikillerinin Zeta Sizer'da zetapotansiyel degerlerine
bakilmistir. Bos PVA nanopartikiillerinin zeta potansiyeli 0’a yakin bir degerdeyken,
propolis yluklendikten sonra -5/+5 mVaraliginda zetapotansiyeli dlciimi alinmustir.
Propolis konsantrasyonundaki artisin nanopartikillerin zeta potansiyeline anlamli

bir etkisi belirlenmemistir.

Spektroskopik yontemle nanopartikillerin enkapsiilasyon verimi (etkinligi)
Olclilmustlir. Farkli konsantrasyonlarda propolis iceren PVA nanopartikilleri
icerisinde en yuksek verim %23 ile % 1 oraninda propolis iceren 6rnekte elde

edilmistir.

Uretilen nanopartikiillerin ATR-FTIR spektroskopisi ile molekiiler karakterizasyonu
yapilmis, kontrol PVA nanopartikilleri ile propolis yikli PVA nanopartikillerinin
benzer spektrum olusturdugu gorilmiustlr. Bu duruma propolisin PVA icerisinde
etkili bir sekilde enkapstile olmasi veya propolisten gelen piklerin PVA bantlarinin

baskilamasinin neden oldugu dustinGimastdr.

Uretilen nanopartikiillerin DSC ile termal karakterizasyonu yapilmistir. Saf PVA
nanopartikillerinde polimerden kaynakl karakteristik bir camsi gegis sicakhgi
gozlenirken, propolis yiklendikten sonra bu partikiillerin camsi gecis o6zelligi
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gostermedigi ve kristal bir yapinin olustugu goérulmustlr. Ayni zamanda propolis
yuklenmis nanopartikillerin daha ylksek derecede endotermik pik olusturdugu ve

daha yiiksek sicaklikta erimeye basladigi belirlenmistir.

Propolis yikli PVA nanopartikillerinin  antioksidan aktivitesi, DPPH radikal
yakalama yeteneklerinin  belirlenmesi ile  gergeklestirilmistir.  Sonugta,

nanopartikillerin DPPH yakalama aktiviteleri %80 - %89 araliginda bulunmustur.

Propolisin gram pozitif ve gram negatif bakterilere (E .coli 0157:H7 ve S.aureus)
karsi antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Gram negatif olan E. coli 0157:H7’ye
karsi antimikrobiyal etki saptanmamis, bununla birlikte propolis yukli PVA
nanopartkillerinin konsantrasyona baglh olarak Gram pozitif olan S. aureus

uzerinde bakteriyostatik ve bakterisidal etkisi gdzlemlenmistir.

Nanopartikillerin boyut ve morfolojilerini belirlemek amaciyla SEM gorintileri
alinmistir. Boyut ol¢climleri Zeta sizer’da alinan olgiimler ile uyumlu bulunmustur.
Fakat bazi partikiller arasinda olusan kiimelesmeden dolayl daha biyik boyutta
sonuglar gézlenmistir. Bunun nedeninin, SEM analizi uygulamadan énce 6rneklerde
kiimelesme ve agregasyon sonucu homojen yapinin bozulmasinin oldugu
dustnilmastir. Ayrica, SEM analizinde partikiillerle beraber ara ara lifli yapilar
gozlenmistir. Bu duruma elektropliskiirtme asamasinda uygulanan parametrelerin

ve kullanilan PVA konsantrasyonun neden oldugu diisiiniilmektedir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda su hususlar gozden gecirilmeli ve dikkat edilmelidir:

Ham propolis icerisinde cok fazla safsizlik bulunmaktadir. Bu ylizden ekstraksiyon
asamasl cok dikkatli yapilmalidir. Bu maddeler tam olarak uzaklastirilamadigi

takdirde enkapsiilasyon islemi basarisiz olacak ve verim disecektir.

Kaplama materyali olarak kullanilan PVA konsantrasyonu c¢ok iyi standardize
edilmelidir. Konsantrasyonun duisliik olmasi partikiil olusmamasina, yiksek olmasi

ise lifli yapilarin olusmasina neden olabilecektir.

Elektropiskiirtme isleminde voltaj, akis hizi, polimer konsantrasyonu ve toplama

plakasinin uzakhgr gibi bircok parametre s6z konusu olup daha vyiksek
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enkapstlasyon verimliliginin elde edilmesi icin bu parametrelerin optimizasyonu

blyik 6nem arz etmektedir.

Propolis sahip oldugu zengin bilesim bilesimler sayesinde gli¢li antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte propolisin suda ¢ézinmemesi ve
etil alkol gibi organik solventlere ihtiyac duyulmasi, gilnliik hayatta ve gida
endistrisinde kullanimi 6nindeki en blylik engel olarak goriilmektedir. Diger
taraftan sahip oldugu bilesenler, isi, 1sik ve oksijen gibi etkenler ile bozulmakta ve
propolisin disuk stabiliteye sahip olmasina neden olmaktadir. Propolisin PVA gibi
hem suda c¢ozinir hem de biyobozunur 6zellik tasiyan bir polimer icerisinde
enkapsiile edilmesi ile gida endustrisinde kullanim potansiyeli yiksek bir Griin
eldesi mimkin olmustur. Farkli polimerler ya da enkapstiilasyon yontemleri ile

daha ylksek enkapsilasyon etkinligi yakalanabilir.

Propolisin gida kaynakli patojenlere karsi gosterdigi yiiksek antimikrobiyal aktivite
sayesinde propolis iceren PVA nanopartikillerini gida kaynakli zehirlenmelerin

azaltilmasinda, gidalarin raf émriinin uzatilmasinda kullanilabilir.

Ulkemiz aricilik yéniinden oldukca gelismistir. Bu yiizden propolis eldesi oldukca
kolay ve ucuzdur. Fakat bir ari Griini olan propolis hakkinda yeterince arastirma
mevcut degildir. Sahip olunan bu dogal kaynaktan gida ve biyomedikal alanlarinda

daha gok kazanim elde etmek igin daha fazla arastirma yapilmasi énerilebilir.
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