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ONSOz

Projede gida endistrisinde emdilgator olarak kullanilan yumurta ve soya lesitininden bir
enkapsilasyon sistemi olan lipozomlarin, mikroakiskanlastirma ve ultrasonik homjenizasyon
tekniklerini kullanarak olusturulmasi amaglanmis ve bu sistemlerin farkh teknikler kullanarak
karakterizasyonu hedeflenmistir. Tasarlanan lipozom sistemleri yesil ¢cay 6zitl ile yiklenmis
ve findik, ceviz gibi yag oksidasyonuna hassas gidalara uygulanabilecek bir sprey Urin
gelistirilmistir. Proje TUBITAK 3501 programi kapsaminda 1130442 Proje no'su ile
desteklenmis, projenin basinda ekipman tedariginde yasanan sikintilardan dolayr 4 ay
uzatma talep edilerek, proje 15.02.2017 tarihinde tamamlanmistir. Ayrica Avrupa Birligi
COST Programi cercevesinde desteklenen FP1405 numarall Active and intelligent fibre-
based packaging - innovation and market introduction bashikli COST Aksiyonuna bu
proje kapsaminda Turkiye'yi temsil eden bir Management committe Uyesi olarak katilim
saglanmistir. Eylul 2015 ve Mart 2016 tarihlerinde Lizbon ve Minih'te gerseklesen
toplantilara katilinmig, Mart 2017'de projede calisan bir bursiyer aksiyon cergevesinde
Onerilen Short Term Scientific Mission programi (STSM) kapsaminda, projede Uretilen sprey
drindn  farkh uygulamalarini denemek Uzere (plastik ambaljlara kaplama maddesi
uygulamas! denemesi amaci ile) isvicre’nin Zirih sehrindeki bir arastirma laboratuvarina

ziyaretci arastirmaci olarak gitmistir.
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OzET

Lipozomlar hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesiklerin kapsile edilmesi amacgh farmasotik,
kisisel bakim, kimya ve gida endustrisinde kullanilan, polar yapilar iceren iki tabakal kiresel
yag kesecikleridir. Bu yapilardan olusan enkapstlasyon sistemlerinin biyo-uyumlu, biyo-
bozunur olmalari, toksik etkilerinin olmamasi ve istenildiginde kapsullenmis maddeyi
salabilmesi 6zellikleri bu sistemleri birgok yoénden avantajli kilmaktadir. Ayrica, polimer bazli
enkapsilasyon sistemleri ile karsilastirildiginda, kullanildigi ortamin viskozite degerini ve
teksturel ozelliklerini fazla degistirmemesi de diger avantajlaridir. Lipozom elde etmek igin
kullanilan polar yaglarin dogadaki baslica kaynaklar; yumurta ve soya lesitinidir. Bu
calismada, bu iki kaynaktan elde edilen lesitinlerden hazirlanan lipozomlar hazirlanmig, soya
lesiti ile hazirlananlarin dayanikhliklari fazla oldugundan bu lipozomlarin icerisine antioksidan
aktivite gosteren fenolik bilesikler kapsule edilerek, yad oksidasyonunu engellemek Uzere
kullanilacak sprey bir triin elde edilmistir. Sprey uygulama icin oksidasyona hassas bir gida
olan findik secilmistir. Elde edilen uriin, tamamen dogal kaynaklar kullanilarak Uretildigi icin
uygulandigi gidaya herhangi bir kimyasal eklenti s6z konusu olmamistir. Sprey Urin
gelistirme calismalari cercevesinde oncelikli olarak lipozom sistemlerinin karakterizasyonu
yapilmis ve Urdndnun dayanikhh@i incelenmistir. Son asamada elde edilen drtnler findik
uzerine uygulanarak, findiklarin duyusal 6zellikleri incelenmistir. Uriiniin karakterizasyonu ve
fiziksel dayanikliligin dlgtlmesi icin tahribatsiz bir 6lgme teknigi olan Manyetik Rezonans
Goruntuleme (MRG) , NMR Relaksometre baslica metotlar olarak kullaniimis ancak NMR
Relaksometre tekniginin fiziksel 6zelliklerle daha iyi bir sekilde iliskilendirildigi gorulmustur.
Ayni zamanda karakterizasyon amacli, parcacilk boyu analizi, zeta potansiyel, 1sik
mikroskopu teknikleri de kullanilmistir. Lipozom sistemlerinin kimyasal dayanikhlik testleri
icin icsel oksidasyonunu o6lcmek amaciyla hidroperoksit 6lcimleri spektrofotometrik
yontemlerle belirlenmis, yesil cay 6zutuli lipozomlar igin antioksidan, fenolik madde miktari
tayinleri de yapimistir. Lipozomlarin dayanikliliklarini  giglendirmek igin biyopolimer
kullanarak kaplama da yapilmis ancak kaplamasiz lipozomlara gére dayanikhlikta ciddi bir

fark gozlenmemigtir.

Anahtar Kelimeler: lipozom, antioksidan, enkapsulasyon, yesil cay oOzutid, NMR

relaksometre
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ABSTRACT

Liposomes are double-layered spherical vesicles made up of polar lipids and could be used
in pharmaceutical, personal care, chemical and food industries to encapsulate both
hydrophobic and hydrophilic compounds. Being biodegradable, biocompatible not having any
toxic effects and having the ability to release the active agents when desired makes these
systems advantageous for many applications. Moreover, when compared with polymer
based encapsulation systems, not causing any significant changes on the medium'’s viscosity
and not affecting the textural properties are other advantages of these systems. The main
natural sources used for liposomes are egg and soy lecithin. In this study, liposomes
prepared from these two sources were prepared and the soy lecithin ones being more stable
were further loaded with green tea extract that is known to have antimicrobial activity. The
loaded liposome system was aimed to be used as a spray product for a high oil containing
food and that is known to bu susceptible to oxidation. Since the spray product is made up
only from natural compounds, the food product exposed to spraying will not have any
chemical exposure. Throughout the product development process, liposomes were
characterized and the stability of the systems were examined. At the last stage, the spray
products were tested on hazelnut samples and some sensory analysis were conducted. For
characterization of the liposome-based system, the nondestructive techniques Magnetic
Resonance Imaging (MRI) and NMR Relaxometry were used and NMR Relaxation results
were found more correlated with physico chemical properties of the liposomes. For
characterization purposes zeta potential, particle size analysis, light microscopy techniques
were also used. For chemical instability to test the internal oxidation of liposomes, hydrogen
peroxide content was measured with spectrophotometric methods. To increase the stability
of liposomes, polymer coating was also used but results showed that stability did not improve

in the presence of polymers.

Keywords: liposome, antioxidant, encapsulation, green tea extract, NMR Relaxometry
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1. GIiRiS

Bu projede dogal fosfolipidler kullanilarak lipozom adi verilen ve kire seklinde olusan
nanoboyutta enkapsulasyon sistemleri tasarlanmistir. Kureciklerin igerisi yesil ¢cay 6zutu ile
doldurulmus, hem bos hem dolu lipozomlarin karakterizasyonu farkh teknikler kullanilarak
yapilmistir.  Farkh kosullarda farkh teknikler ve ve bilesenler kullanarak hazirlanan
lipozomlarin antioksidan 6zelligi bilindiginden gidalarda koruma amach kullanimi zerine

findik numunelerinde sprey urun olarak denemeleri yapilimistir.

Sonug raporunda lipozomlar ve kullanilan teknikler hakkinda detayl bilgiler, proje sirecinde
kullanilan yontemler ve proje sonunda elde edilen sonuclar tim detaylariyla anlatiimis ve

tartisiimistir.



2. LITERATUR OZETi

Lipozomlar hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesiklerin enkapstle edilmesi amach
farmasotik, kisisel bakim, kimya ve gida endistrisinde kullanilan; polar yaglardan olusan iki
tabakall kuresel lipit kesecikleridir. Polar yaglarin polar bir ortamda (su gibi) dagiimalar
(dispers edilmeleri) sonucunda olusur (Taylor vd., 2005; Gibis vd., 2011). Polar lipitlerin
dogadaki baslica kaynaklari; yumurta ve soya lesitinidir. Bu lesitinler, yillardir gidalarda
emdilgatér veya tekstlr dedistirici olarak kullaniimaktadir ve A.B.D Food and Drug
Administration tebliglerine gore ‘Genel olarak giivenilir kabul edilir driin’ (GRAS)
kategorisindedir (Laye vd., 2008). Lesitinlerin ¢ift katmanl kuresel bir yapi olusturacak
sekilde bir araya gelmesiyle olusan lipozomlar iclerine hem su hem de yagda ¢ozinebilen
fonksiyonel bilesenleri enkapsule edilebilmeleri acisindan énemlidir (Taylor vd., 2005; Laye
vd., 2008). Fonksiyonel bilesenlerin lipozomlar icine hapsedilmesinin, kapsillenen maddenin
dayanakliligini artirdigi, ortamla etkilesimini ortadan kaldirdigi, bdylece normalde
bozulmasina neden olacak ortamlarda daha uzun sure aktivitesini koruyabildigi géralmustir
(Chun vd., 2013). Lipozomlar, ¢capi 20 nm’den 20 um'’ye kadar degisen boyutlarda olabilirler
(Taylor ve Morris, 1995). Kesecikler bir veya birden fazla ¢ift tabakali membranlar halinde
bulunabilirler. Bu ¢ift katmanli polar yag yapilariyla membranlarinin yag fraksiyonuna
benzerlik gosterirler. Bu nedenle onceleri, lipozomlarin birincil incelenme nedeni hiicre
membranlari icin model bir sistem 6zelligi tasimalariydi. Hiicre membrani davranisini simile
edebilme 6zelligi, lipozomlarin farmasétik uygulamalarda, (tumorlt hiicreler gibi) hedefe 6zel
ila¢ saliniminda kullanimini saglamistir. Bu amagla yillardir membran dayaniklihgi ve salinim
mekanizmalari incelenmistir. Son vyillarda, biyolojik, biyokimyasal, zirai ve gida ile ilgili
uygulamalarda da lipozomlarin birgok farkli amacl aktif ajanin enkapsuile edilmesi igin ideal
sistemler oldugu goérulmustir. Enzimler, antimikrobiyaller, antioksidanlar bunlardan
bazilandir (Taylor vd., 2005).

Tek bir cift katmanl yapidan olusan lipozomlar boyutlarina goére; kicuk tek lamelli
kesecikler (<30 nm) (KTLK) (Sekil 1) ve buyiik tek lamelli kesecikler (BTLK) (30-100 nm)
olarak ikiye ayrilirlar. Birden fazla ¢ift katman iceren lipozomlar ise; eger tim cift katmanlar
ardarda siralanmissa cok lamelli kesecikler (CLK), ya da farkl boyutlarda birden fazla cift
katman bagka bir ¢ift katman tarafindan kaplanmissa ¢ok kesecikli cok lamelli kesecikler
(CKCLK) olarak adlandirilir (Taylor vd., 2005).



Hidrofobik kuyruklar
(Yag Asitleri) Hidrofilik baslar

(Fosfat Grubu)
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Sekil 1. Kicuk tek lamelli keseciklerin sematik goérunttsu (Taylor vd., 2005).

Lipozomlar temel olarak fosfolipitlerden olusur. Fosfolipitler ya spingolipitler ya da
fosfodigliserit seklinde bulunur. En yaygin bulunan fosfolipit, lesitin olarak da bilinen
fosfatidilkolin’dir (FK) (Taylor vd., 2005).
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Sekil 2. Fosfatidilkolin’in (FK) kimyasal yapisi.

Sekil 2'de de gorilebilecegi gibi, FK yapisinda sn-1 ve sn-2 pozisyonlarinda gliserol
iskeletine ester linkleriyle bagh hidrokarbon zincirleri varken, sn-3 pozisyonunda kolin gruba
bagh bir fosfat grubu bulunmaktadir. iki hidrokarbon zinciri hidrofobik kuyruklari olustururken,
fosfatidilkolin ise polar basi olusturur (Taylor vd., 2005). Bu temel yapi, FK’'den hazirlanan
lipozomlarin hem hidrofobik hem de hidrofilik maddeleri enkapsile edebilmesine olanak
saglar. iki hidrokarbon zincirindeki yag asitleri doymus ve doymamis yag asitlerinden
olusabilir. Doymamis yag asitlerinin varligi bu lesitinlerden hazirlanan lipozomlarda i¢sel bir
oksidasyon olma riskini de artirir. Calismalarda yogun olarak kullanilan dogal fosfolipit

kaynaklari soya veya yumurta lesitini birden fazla farkh fosfolipitin birlesiminden olusur;



ancak bu lesitinlerin buydk bir miktari (yaklasik %75) fosfatidilkolinden olusur (Laye vd.,
2008; Chun vd., 2013).

Lipozomlar 1si ile karmasik faz dénistmleri gosterebilirler. Bu da lipozomlarin depolanma
sicakhgindaki kalite Ozelliklerini etkileyen ©nemli bir faktordur. Sicaklikla lipozomlarin
ylzeyler arasi reolojik 6zellikleri dramatik bir degisim gosterir ve lipozomlar mekanik strese
(basing gibi) cok duyarli olurlar, bu da lipozomlarda dagilmaya ve/veya kapsullenmis igerigin
katmanlardan sizmasina veya tamamen salinimina neden olabilir. Bu nedenle lipozom
tabanl enkapsulasyon sistemleri tasarlarken faz dontdstmleri lipozomlarin stabilitesi i¢in bir
gosterge olarak kullanilabilir (Taylor vd., 2005).

Gida alaninda lipozomlarin kullanimi su an pek yaygin olmamakla birlikte, konudaki
arastirmalar son yillarda artis gostermistir. Lipozomlarin fizikokimyasal , kinetik ve
termodinamik 6zelliklerinin anlasiimasiyla ve kesintisiz yiksek basing homojenizasyonu gibi
gelisen dretim teknolojileriyle beraber; lipozomlarin antimikrobiyal, aroma veya sagliga
olumlu etkileri kanitlanmis aktif ajanlarin salinimi amagl fonksiyonel gida Uretiminde
kullanimi daha fizibil bir hale gelmistir (Taylor vd., 2005).

Lipozomlarin gidalarda enkapsilasyon amacl kullaniminin avantajlari ve dezavantajlari

asagida siralanmistir.

AVANTAJLARI

e Lipozomlarin kapsul ajani olarak tercih edilmelerinin 6én 6nemli nedeni; tamamen biyo-
uyumlu, biyo-bozunur olmalari, toksik etkilerinin olmamasi ve istenildiginde kapsullenmis
maddeyi salabilmeleriyle aciklanabilir (Laye vd., 2008).

e Lipozomlarin en buyuk avantajlarindan biri dogada var olan bilesenlerden yapilabiliyor
olmalaridir. Bu da gidalarda kullaniminda herhangi bir yasal engele takilmasini engeller
(Taylor vd., 2005).

e Ayrica lipozomlar; daha 6nce de bahsedildigi gibi hem hidrofilik hem de hidrofobik
bilesiklerin kapstile edilmesi icin kullanilabilir, hatta ayni anda c¢ift enkapstlasyon sistemi
gorevi gorebilir (Gibis vd., 2011). Antioksidanlarin da bir kisminin suda bir kisminin yagda
cbziinmesi lipozom sistemlerini antioksidan enkapsilasyonu icin ideal bir arag

yapmaktadir.

DEZAVANTAJLARI
e Lipozomlar kirilgan parcaciklardir. Bu fiziksel dayaniksizlik yuziinden iglerinde kapsile

edilmis olan maddeyi sizdirabilir ve kaybedebilirler (Laye vd., 2008).



e Lipozomlar kivrimli olmadiklari zaman en dusuk enerji seviyesindedirler; bu nedenle ufak
lipozomlar bir araya gelip birlesirler ve kivrimlarini azaltirlar. Bu da lipozomlarin pargacik
boyutlarinin zamanla artmasina ve bir slre sonra lipozomlarin cokelti olusturup
dispersiyondan ayrilmasina neden olur. Dusik pH’li ortamlarda lipozomlarin ylzey
yukunun azalmasi ile beraber bu davranisin daha yogun gorildugu gézlenmistir (Chun
vd., 2013).

Siralanan dezavantajlara ragmen lipozomlarin aktif ajanlarin enkapsulasyonu icin ideal bir
ortam saglamasi ve fiziksel dayaniklilik sorununun Uretim metodu (Gibis vd., 2011), ylzey
yukinun kontroli (Sulkowski vd., 2005; Laye vd., 2008; Gibis vd., 2011), polimer ile kaplama
(Cho vd., 2007; Panya vd., 2010; Chun vd., 2013) gibi basit metotlarla ¢6zulebilir olmasi bu
sistemleri bir cok madde i¢in ideal bir enkapsulasyon araci yapmaktadir.
Literatiirde lipozom sistemlerin antioksidan enkapsuilasyonu icin kullaniimasiyla ile ilgili
calismalar bulunmaktadir (Panya vd., 2010; Gibis vd., 2011). Ancak bu calismalardaki
lipozom sistemlerinin gida Uzerine uygulanmasi ile ilgili bir arastirmaya rastlanmamaktadir.
Onerilen bu proje ile bu acigin kapanmasi hedeflenmektedir.
Manyetik Rezonans Gériintileme (MRG), canlilarin igyapisini goriintileme amaciyla daha
cok tipta kullanilan bir yontemdir. Dusuk frekansh ve az c¢ozunurlikll, diasuk maliyetli,
goruntileme sistemlerinin yayginlasmasiyla birlikte bu metot, yiksek nem icerikli biyolojik
materyallerin karakterizasyonunda yaygin olarak kullaniimaya baslanmistir. MRG ile
gidalarin igyapisini inceleyerek Kkalite parametrelerini tahribatsiz bir sekilde belirlemek
mimkindir. Fonksiyonel gidalar icin kullanilan mikrokapsullerin (Wichikut vd., 2013), jel
sistemlerinin tasariminda (Oztop vd., 2010) , kontrolli salinimi gerceklesecek aktif
maddelerin difiizyon katsayisinin belirlenmesinde (Oztop vd., 2012) , mikrokapsillerin
dayanikhliginin tespitinde (Wichikut vd., 2013), jel sistemlerinin olusumunda énemli bir yere
sahip olan ¢apraz baglasim mekanizmasinin incelenmesinde (Williams vd., 2011 ; Oztop vd.,
2012), MRG kullanimi ciddi bir kolaylik saglamistir. Lipozom sistemlerinde lipozom
parcaciklarinin  kimelenmesiyle stabilitenin  bozulmasi MR gdrintllerinde kolaylikla
incelenebilir ve bu slrece dair kinetik veri elde edilebilir. Bu acidan 6nerilen projede
uygulanacak teknik bu tarz sistemlerin tasarlanmasinda blyuk bir avantaj saglayacaktir ve
baska alanlarda oldukga fazla kullanim alani olan bu teknik igin yeni bir uygulama alani
olusturacaktir.

NMR Relaksometre T, ve T, zamanlarinin 6l¢cilimesine dayanan bir tekniktir. T, ve T,

zamanlart NMR icin gerekli RF sinyalinin kisa sureli uygulanmasi sonucunda olugsan sinyalin

farkh dizlemlerdeki azalis (T.) ve artisini (T.) karakterize eden zaman sabitleridir. Ti:



longitudinal salinim T ise transverse salinim zamani olarak bilinir. T, zamani eksponansiyel
olarak artan bir sinyal ile karakterize edilirken T, zamani eksponansiyel olarak azalan bir
sinyal egrisinden elde edilir. NMR Relaksometre deneyinin ¢iktisi olan NMR Relaksasyon
spektrasi bu sinyal egrilerine Ters Laplas yonteminin uygulanmasiyla elde edilir. NMR
Relaksasyon spektrasi numunelerdeki proton havuzlari hakkinda bilgi verir (Hills, 1998 ;
Ersus vd., 2010; Oztop vd, 2010, 2012 ; Wichikut vd., 2013,) Bu teknikle, jel sistemlerinde
capraz baglasim Kkinetiginin takibi, meyve sebze numunelerinde ise hicresel yapinin
butinligu hakkinda (Gonzalez vd., 2010; Ersus vd., 2010) bilgi elde edilebilir. Bu teknik
Ozellikle petrol endistrisinde tas analizlerinde sivinin rezerve igerisinde nasil dagildigini
gozlemlemek icin yogun bir bicimde kullanilir (Hamada vd., 2001). Belirtilen proton havuzlari
lipozom sistemlerindeki dayanakhhgin degisikligini tespit etmek icin kullanilabilir. Bu da
numunenin mikroyapisi ile dogrudan iliskilendirilebilir. Bu teknigin lipozom tabanh
sistemlerinin karakterizasyonu ve dayaniklilik tespiti i¢in kullaniimasi tahribatsiz ve kolay bir

teknik olmasi yonunden biyik avantaj saglayacaktir.

MRG, literatirde lipozom kullanarak hazirlanmis ilag sistemlerindeki salinimin takibi
amaciyla canli i¢i cahsmalarda kullaniimistir. Literatirde heniiz, gidalar igin lipozom
sistemleri tasarlamak amaciyla MRG ve NMR relaksometre tekniklerinin kullanildigi bir
calisma bulunmamaktadir. Onerilen proje, bu tekniklerin tip, biyokimya, farmasoétik gibi
alanlarin yani sira gidalar icin de kullanilabilecegini gbstermek agisindan literatiire énemli bir

katki saglayacaktir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bos (Yuklenmemis) Lipozom Sistemlerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bos lipozom hazirlamak icin aslen iki farkh lesitin kaynagi kullanilmistir. Bunlar Lipoid

GmbH'den tedarik edilen %80 safliktaki yumurta lesitini (E80) ve %75 safliktaki soya lesitini

(S75)'dir. Lesitinlerden lipozom elde etmek i¢in uygulanan basamaklar asagida belirtiimistir.

» Agirlikca %21'lik lesitin karisimlarinin hazirlanmasi (bu konsantrasyon literatlirde lipozom
tretmek icin kullanilan ve yeterli oldugu bilinen bir konsantrasyon olmasi sebebiyle
secilmistir) (Laye vd., 2008; Gibis vd., 2011; Chun vd., 2013).

» Lesitinlerin ¢6zulebilmesi icin ilk asamada homojenizator kullanarak karistirma islemi
gerceklestirilecektir. Bu islem icin gerekli hiz ve karistirma silresi deney tasarimi
kapsaminda incelenmistir. Onhomojenizasyon icin silent crusher (Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Germany) ve ultraturrax (IKA T25 dijital Ultra-Turrax, Selangor,
Malezya) olmak Uzere iki farkli ydontemin parcacik boyutuna etkisine bakilmistir.

» Homojenizator ile elde edilecek karisim c¢ok blylk parcacik boyutunda lipozomlar
Ureteceginden dolayr bu karisimin bir homojenizasyon islemi daha goérmesi
gerekmektedir. Aksi takdirde lipozom sistemlerinin raf 6mru bir haftayr gegmeyecektir (6n
denemeler ile tespit edilmigtir).

ikinci homojenizasyon islemi lipozomlarin dayanaklihdi acisindan ©énem tasindiindan

uygulanacak farkh yontemler deney tasariminda etken olarak incelenmistir. Bu ¢alismada

denenmesi hedeflenen homojenizasyon yontemleri asagida siralanmistir. TUm deneyler en

az 3 tekerrir olacak sekilde yapilmistir.
3.1.1 Yiiksek Siddetli Ultrasonikasyon

Yontem, frekansi 16-500 kHz arasinda degisen ses dalgalarinin numuneye uygulanmasi
sonucunda sistemde ufak oyuklar olusturulmasi fikrine dayanir. Ses dalgalarn ile olusup
tekrar dagilan bu kiresel oyuklar, her dagilmada yakin ¢evresinde yiiksek basing ve sicaklik
artislarina ve beraberinde de yuiksek hizda bir tirbulans akisa neden olur. Bu ufak ve gecici
turbulans akisin gevresine uyguladigi kayma sonucunda buyik boyutlu lipozomlar parcalanir
(Taylor vd., 2005). Lipozomlar ultrasonikasyon kullanarak iki sekilde hazirlanabilir:

e Ultrasonik su banyosu

¢ Direk tip sonikasyon dedigimiz problu ultra sonikasyon

Direk tip homojenizasyon igin batin numuneler 20 kHz ucg tipi ultrasonikasyon aleti ile
(Sonoplus Ultrasonic Homogenizer, BANDELIN Electronic GmbH & Co. KG, Berlin,



Almanya), % 100 amplitidde TT13 diz prob kullanilarak 2, 5, ve 8 dakikalarda
ultrasonikasyona maruz birakilmistir.

Su banyosu deneyleri icin ise en ylksek glc¢ seviyesinde 30 dakika boyunca, 53 KHz
frekansta ¢alisan bir ultrasonik su banyosuna, 100 ml'lik beherde 50 ml'lik numuneler tek tek
her seferinde ayni yere denk gelecek sekilde yerlestirilmis ve lipozom Uretimi bu sekilde de

gercgeklestirilmistir.
3.1.2 Yiiksek Basin¢cla Homojenizasyon

On homojenizatérden geciriimis lipozomlar yilksek basing altinda yeniden homojenize
edilecektir. Parcacik boyutunun kigctlmesi icin lipozomlarin arka arkaya bir ka¢ kere (pas)
homojenize edilmesi gerekecektir. Kullanilacak mikroakiskanlastirma tekniginde numunelere
400, 900 ve 1300 barlarda 5 pas basing uygulanmistir.

Bos lipozomlar hazirlandiktan sonra karakterizasyonu ve dayaniklilik tespiti igin asagida

listelenen metotlar uygulanmistir.
3.1.3 Parcacik Boyut Analizi

Lipozomlarin ortalama parcacik boyutlar hem Gretimin hemen sonrasinda hem de depolama
sirasinda periyodik olarak ODTU Merkezi Laboratuvarindaki Malvern Zetasizer (Nano-ZS90,
Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) aleti araciligiyla o6l¢ulmustir. Kumulatif
parcacik boyutu partikillerin Brownian Hareketi'nden, Stokes-Einstein denklemi kullanilarak,
hesaplanmistir. Numuneler 6l¢ciim dncesinde 1/10 oraninda seyreltilmistir. Bu metot, iginde
toplanarak ¢okelti olusturmus parcaciklar bulunduran sistemler i¢in dogru sonug¢ vermez. Bu
nedenle metodun uygulanacagi sistemler hem gozle hem de isik mikroskop yardimi ile

cOkelti kontrolinden gececektir.
3.1.4 Transmisyon Elektron ve Isik Mikroskoplari Deneyleri

Lipozom sistemlerinin termodinamik olarak dayanikli olmamalari sebebiyle zamanla
parcaciklarin birlesip sistemin dayanakliliginin azalmasi beklenen bir surectir. Lipozomlarin
potansiyel toplasikhdini cabukca gorintilemek icin bir 1sik mikroskobu kullaniimistir.
Numuneler lama damlatiip 4, 10, 20 ve 40 kat buydtme altinda incelenmistir. Bu
¢6zlndrlikte capr 500 nm’den blyuk parcaciklari gézlemlemek mimkindir (Gibis vd.,
2011). Dijital goruntuler laboratuvarimizda mevcut olan mikroskoba baglanmis AmScope, 10
MP (U.S.A) kamera ile elde edilmigtir.



Kiiclik boyuttaki parcaciklarin gorsel analizi icin O.D.T.U Merkez Laboratuvarinda 120 kV
Lantanhexaborid (LaBs) elektron tabancasi ile calisan Transmisyon Elektron Mikroskobu

analizleri (Tecnai G? Spirit Biotwin, FEI Company) yapilmistir.
3.1.5 Zeta Potansiyel Olgiimleri

Lipozomlarin zeta potansiyelleri foton korelasyon spektreskopisi yontemi ile O.D.T.U Merkez
Laboratuvarinda bulunan Malvern Zetasizer aleti (Malvern Nano ZS90, Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, UK) kullanilarak o&l¢ctlmuastir. Numuneler 6lgim 6ncesinde 1/10

oraninda seyreltilmistir.
3.1.6 NMR Relaksometre Deneyleri

NMR deneyleri 0.5 T (22.40 MHz) gucundeki dusuk frekansli manyetik ekipman ile (SpinCore
Technologies, Inc., Gainesville, USA) 10 mm r.f. sargisi kullanilarak yuratalmastir. Spin-spin
relaksasyon sureleri (T;) Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) sekansi ile elde edilmigitir.

Uriinler élgiime 1 ml'lik porsiyonlarda alinmistir.
3.1.7 Bos lipozom sistemlerinin kimyasal dayanakliliginin incelenmesi

Hazirlanan lipozom sistemlerinin i¢sel oksidasyonun belirlenebilmesi igin hidroperoksit
dlctimii yapilmistir. izlenen prosediir ayrintilari ile asagida anlatiimistir.

Hidroperoksit 6lcimi igin Alamed ve arkadaslari’nin metodu kullaniimistir. Bu metoda gore,
0.3 ml'lik lipozom numuneleri 5 ml izooktan/2-propanol (3:1 hacimsel oranda) ile karistirilir ve
vortekslenir (10 s, 3 defa). 1000 rpm’de 2 dakika santrifllj edildikten sonra, organik ¢ozlcu
fazinin 200 mikrolitresi alinarak 2.8 ml metanol/1-butanol (2:1 hacimsel oranda) ile karistirilir.
Bu karigsima 15 mikrolitre 3.94 M amonyum tiyosiyanat ve (0.132 M BaCl; ve 0.144 M FeSO.
in esit miktarlarinin karistiriimasi ile olusturulmus) 15 mikrolitre ferrik demir c¢ozeltisi
eklenmesi ile hidroperoksit 6lcimu baslar. 20 dakika oda sicakhgindaki inkiibasyon sonrasi,
absorbans 510 nm de UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 6lcultr. Hidroperoksit
konsantrasyonlari, saf hidroperoksitin kullanimi ile hazirlanan standart egri sayesinde

hesaplanmistir.

3.2 Dolu (Yiiklenmisg) Lipozom Sistemlerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Agirlikca % 0.1'lik kuru yesil cay ekstraktl asetat tampon ¢ozeltisi ve saf suda 400 rpm’de 30
dakika boyunca karistirildiktan sonra seliloz kagidi yardimiyla filtre edilmigstir. Lesitinler
hazirlanan bu c¢ozeltiye agirhkga %1 oraninda eklenerek homojenizatoér yardimiyla

cozduralmustir. On homojenizasyon diye adlandirdigimiz bu asamanin gicii 20000 rpm ve



siiresi 2 dk olarak belirlenmistir. On homojenizator ile elde edilen lipozomlarin pargacik
boyutu cok buylk oldugundan bu karisimlara ek bir homojenizasyon islemi uygulanmistir.
Homojenizasyon teknikleri olarak direk tip sonikasyon dedigimiz problu ultrasonikasyon ve
mikroakigkanlastirici  (ylksek  basingla  homojenizasyon)  kullaniimigtir.  Problu
ultrasonikasyon kullanilarak lipozom olusturma icin %75 gi¢ ve 5 dk parametreleri
kullanilirken, mikroakiskanlastirici tekniginde 1300 bar ve 5 pas parametreleri kullaniimistir.
Yesil cay icinde bulunan ve antioksidan 6zellik gosteren fenolik maddeler isiktan etkilendigi
icin tum hazirlanan lipozomlar aliminyum folyoya sarilmistir. Hazirlanan lipozomlar
karakterize edilmek ve dayaniklilik tespiti yapiimak i¢cin 4 hafta boyunca buzdolabinda
(4°C’de) depo edilmistir. Yesil cay ekstrakti ile dolu lipozomlarin karakterizasyonu icin 3.1
kisminda anlatilan parcacik boyutu, zeta potansiyeli, transmisyon elektron mikroskobu,
manyetik rezonans goruntileme ve NMR relaksometre deneylerine ek olarak toplam fenolik

madde miktari 6lgimi ve antioksidan aktivite 6lgiim deneyleri yapiimistir.
3.2.1 Toplam Fenolik Madde Miktari Olgiimii

Hazirlanan yesil ¢cay 6zutl iceren lipozomlarin toplam fenolik madde miktari Folin-Ciocalteu
metodu (Singleton ve Rossi, 1965) kullanilarak olcilmistiir. izlenen prosediir asagdida
detayl bir sekilde anlatilmistir. Lipozom 6rnekleri 50:42:8 oraninda hazirlanmis ethanol:saf
su:asetik asit karisimi ile 1:4 oraninda seyreltilip 0.45 pum’lik mikrofiltreden gegcirilmistir. 1:9
oraninda saf su ile seyreltilen Folin-Ciocalteu reaktifinden 2.5 ml, 0.5 ml seyreltilmis lipozoma
eklenmistir. Karnisim vortekslenip, 5 dk boyunca karanlikta bekletilmistir. Bekletilen bu
karisima 0.75 gram/litre olarak hazirlanan sodyum karbonattan 2 ml eklenerek vortekslenip 1
saat boyunca karanlkta bekletilmistir. Bir saatin sonunda numunenin absorbansi 760 nm'de
Optizen Bio-Pop UV-VIS spektrofotometre (Mecasys Ltd. Sti, Kore) kullanilarak dlgtlmuagtir.
Lipozomlarin toplam fenolik madde miktari gallik asit es degeri (mg GAE/ L 6rnek) olarak

verilmistir.
3.2.2 Antiokdisan Aktivite Olgiimii

Ozitlerin antioksidan aktivitesi DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve FRAP (demir(lll)
indirgenme antioksidan guict) metodlari kullanilarak olgtlmustir (Yen ve Duh, 1994).

DPPH metoduna gore, lipozomlar 50:42:8 oraninda hazirlanmis ethanol:saf su:asetik asit
karisimi ile 1:4 oraninda seyreltilip, 0.45 pmvlik mikrofiltreden gegirilmigtir. Seyreltilmis
numuneden 0,1 ml alinarak Uzerine 3,9 ml DPPH (0,025 mg DPPH/mI metanolde ¢6zinmdis)
ilave edildikten sonra vortekste karistirilip oda sicakliginda, karanhkta 1 saat bekletilmistir.

Reaksiyon sonucunda olusan rengin absorbansi, spektrofotometrede 517 nm’de metanole
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karsi okunmustur. Lipozomlarin antioksidan aktiviteleri (mg DPPH/ L drnek) olarak verilmistir.
DPPH metoduna ilave olarak kaplanmamis yesil cay 6zutl iceren lipozomlarin antioksidan
aktivitesi FRAP (demir(lll) indirgenme antioksidan glicli) metodu ile de olciimustir. Metod
icin ilk olarak asagidaki karigimlar hazirlanmistir.

Karisim A: Asetat tampon ¢ozeltisi (300mM, pH:3.6): 16 ml asetik asit 3.1 g sodyum asetat
trihidrat ile karistirilip, hacim 1 litreye tamamlanacak sekilde saf su eklenir.

Karisim B: TPTZ karisimi. 0.031 g TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine) 10 ml 40 mM HCl'e
eklenip, 50 °C de ¢ozilmesi igin kanistirilr.

Karisim C: 0.054 g Demir (lll) Klor Hekzahidrat (FeCls;.6H.0) 10 ml saf suda ¢ozuldr.

FRAP karisimi 3.5 ml karisim B, 2.5 ml karisim C ve 25 ml karisim A nin karistirilmasi ile
hazirlanip, 37 °C’deki su banyosunda 10 dk bekletilir.

Lipozom numuneleri 50:42:8 oraninda hazirlanmis ethanol:saf su:asetik asit karisimi ile 1:10
oraninda seyreltilip, 0.45 pm’lik mikrofiltrelerden gecirilir. 0.5 ml seyreltilimis lipozom 6rnegine
2.5 ml FRAP karisimi eklenmistir. Reaksiyon sonucunda olusan rengin absorbansi, UV/VIS

Spektrofotometre ile 593 nm’de okunmustur.

3.2.3 istatistiksel Analiz

Sonuclarin degerlendiriimesinde ve analizinde ¢oklu ve tekli Varyans Analizi kullaniimis ve
gerekli goruldugu durumlarda karsilastirmall test olarak Tukey-Coklu karsilastirma testi

uygulanmistir (o =0.05). Analizler i¢in MINITAB yazilimi kullaniimistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bos (Yiliklenmemis) Lipozom Sistemlerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
4.1.1 Birincil ve ikincil Homojenizasyon Yontemlerinin Belirlenmesi

Projenin bu kisminda yapilan denemeler 3 cesit lesitin Uzerine odaklanmistir.  Yapilan
deneylerde, yagi tamamen alinmis ve Almanya’dan ithal edilen Lipoid Marka S75 soya ile
E80 yumurta lesitinleri ve Turkiye'den alinarak daha ucuz fiyata temin edilebilen ticari lesitin

(www.hammaddeler.com adresinden satin alinan) kullanilarak lipozom uretilmistir.

Lesitinlerin ¢oziulebilmesi icin ilk asamada homojenizator kullanilarak karistirma islemi
gerceklestirilmistir. Bu islem icin gerekli yontem, hiz ve karistirma suresi deney tasariminda
incelenen parametreler arasindadir. Projede ©6n homojenizasyon icin 2 tip ekipman
kullaniimistir. %2’lik lesitin ¢ozeltisi igin farkli rpm’lerde 2 dakika suresince Heidolph marka
Silent Crusher ile karistirllan numunelerin parcacik boyutlari Sekil 3'de gésterilmistir. Burada
lipozom Uretimi icin Lipoid marka E80 yumurta lesitini kullaniimistir. Tablodan da goéruldugu
Uzere karistirma hizinin parcacik boyutu tzerinde etkisi vardir. Diger homojenizatori (Ultra
Turrax) kullanarak da lipozomlar hazirlanmistir. Bu denemelerde 6n homojenizasyon sonrasi
mikroakiskanlastirma islemi yapildiktan sonra dinamik 1s1k sagilimi yontemi ve esdeger kire
teorisi ile parcacik boyutu élcilimustir (Patil & Jadhav, 2014; Rawle, 2012). Farkli kosullarda
Oon homojenizasyona maruz kalan ve daha sonradan mikroakigkanlastirici ile homojenize
edilen lipozomlarin parcacik boyutuna bakildiginda, 6n islemde Ultra Turrax kullanilarak elde
edilen lipozomlarin (S75 ve EB80 igin) pargacik boyutlarinin daha kigik oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4). Silent Crusher ile islem sirasinda siyah parcaciklarin lesitin ¢ozeltisine
gectigi ve ¢ozeltinin dibinde siyah bir ¢cokelti olarak oturdugu gézlemlenmistir. Nitekim Silent
Crusher ile parcacik boyutunun daha yiiksek olmasi bu nedenle de aciklanabilir. Bu
sonuglart dikkate alarak, projenin bundan sonraki asil deneylerinde 6n homojenizasyon

yontemi olarak Ultra Turrax kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 3. Lipoid E8B0 yumurta lesitini kullanarak distile suda hazirlanmis, farkli 6n

homojenizasyon gugleri kullanilarak elde edilen lipozomlarin pargacik boyut dl¢ctimleri*

*06 95 guven aralifinda test edilmis Varyans Analizi ve Tukey's c¢oklu karsilastirma testi
sonugclarina gore
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Sekil 4. Farkh lesitin tipleri kullanarak asetat tampon ¢o6zeltilerinde hazirlanmig lipozomlarin
farkli 6n homojenizasyon teknikleri ile 900 bar + 5 tekrar mikroakiskanlastirma kosulundaki

parcacik boyut dl¢cimleri*

*0% 95 glven araliginda test edilmis Varyans Analizi ve Tukey’s coklu karsilastirma testi

sonugclarina gore
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Ultra Turrax homojenizatériniin calisma kosullarini  belirlemek icin 2 farkli rpm’de
mikroakiskanlastirma islemi sonucunda parcacik boyutu 6lciimustir. Tablo 1'de goéruldugu
Uzere 20,000 ve 24,000 rpm arasinda istatiksel olarak bir fark gorilmemistir (p>0.05). Bu
nedenle bundan sonraki lipozom Uuretiminde 20,000 rpm; 2 dakika 6n homojenizasyon

parametreleri olarak belirlenmigtir.

Tablo 1. Distile suda hazirlanan, farkli én homojenizasyon siddetlerine 2 dakika boyunca
maruz kalmig; daha sonrasindan 750 barda 5 tekrarli mikroakiskanlastirma isleminden

gecmis ‘ticari lesitin’ lipozomlarinin parcacik boyutlar

On Homojenizasyon | Ortalama Parcacik Boyutu
Siddeti (nm) (Za)*

20,000 rpm 82,64

24,000 rpm 79.12

*0%p 95 glven araliinda test edilmis Varyans Analizi ve Tukey’s coklu karsilastirma testi

sonuclarina gore

Proje kapsaminda lipozom yapmak igin 3 adet ikincil homojenizasyon metodu kullaniimasi

hedeflenmistir:

1. Direk ug tipi Ultrasonik Homojenizattr
2. Ultrasonik su banyosu

3. Mikroakiskanlastirici

Direk uc tipi homojenizasyon prob tipini g6z 6niine alarak 100 ml'lik numune igin yapiimis ve
bu kosulda aletin calisabildigi maksimum gi¢c %70 olarak belirlenmistir. En yilksek glc
seviyesinde 30 dakika boyunca, 53 KHz frekansta calisan bir ultrasonik su banyosuna, 100
ml'lik beherde 50 ml'lik nhumuneler tek tek her seferinde ayni yere denk gelecek sekilde
yerlestirilmis ve lipozom Uretimi bu sekilde gerceklestirilmistir. Bu islemler sonucu 6lgilen

parcacik boyutu sonuglari Tablo 2'de gdsterilmistir.
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Tablo 2. pH 3.8 asetat tamponunda Lipoid S75, soya lesitini kullanarak hazirlanan 20,000
rom’de 2 dakika boyunca Ultra Turrax ile 6n homojenizasyona maruz kalp farkli ultrasonik

yontemlerle homojenize edilen lipozomlarin parcacik boyutlar

o o Parcacik Boyutu | Standard

Uygulanan Homojenizasyon Tipi

(um) Hata
On Homojenizasyon: 20,000 rpm, 2 dakika 9.82% 0.220
Ultrasonik Su Banyosu: Maksimum Gig, 30 dakika 10.51° 0.298
Ultrasonik Prob Tipi Homojenizator ; % 50 Gug 15 Dakika | 1.26° 0.005
Ultrasonik Prob Tipi Homojenizator ; % 60 Glc 15 Dakika | 1.31° 0.006
Ultrasonik Prob Tipi Homojenizator ; % 70 Gig 15 Dakika | 0.74° 0.004
Ultrasonik Prob Tipi Homojenizator ; % 70 Gug 30 Dakika | 0.68¢ 0.006

*0% 95 guven araliginda test edilmis Varyans Analizi ve Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi

sonuglarina gére

Tablo 2'de de gorildiugu tzere parcacik boyutu ancak 680 nm'ye disurilebilmis, kullanilan
ultrasonik su banyosunun ise Ultra Turrax tzerine ek bir etkisinin olmadigi gorulmustir. Bu
sonuc¢ Uzerine ultrasonik su banyosunun ileriki asamalarda amaclanan parcacik boyutuna
ulasmak icin etkin bir yontem olmadigina karar verilmistir. Ultrasonik ug tipi homojenizasyon
parcacik boyutlarini 6nemli miktarda etkilese dahi yeterli olmadigina kanaat getirilmis ve yeni
alinan, parcacik boyutu tzerinde daha cok etki eden Sonoplus Ultrasonic Homogenizatori ile
denemeler tekrarlanmistir. Projenin devaminda lipozom karakterizasyonu yapilirken
mikroakiskanlastirici ile bu homojenizatdr kullanarak yapilan deneyler karsilastiriimistir. Bu
homojenizator %100 glcte calistiriimis ve kiciuk parcacik elde edebilmek maksadiyla kiguk

hacimlerde calisiimistir.
4.1.2 Farkli Degiskenlerin Lipozom Sistemlerinin Pargacik Boyutu Uzerine Etkileri

Farkh degiskenlerin lipozom stabilitesine etkisi pargacik boyutu, polidispersite indeksi,
enkapsilasyon verimi, zeta potansiyel, diferansiyel taramall kalorimetri ve gaz kromatografisi
ile 6l¢llebilir (Laouini vd., 2012). Buyulk ve ¢ok katmanh lipozom formlari; homojen olmamasi
ve sistemin tanimlanmasi ile kontrol edilmesini zorlastirmasi nedeniyle karakterizasyon
calismalarinda ¢ok tercih edilmemektedir (Hope vd., 1986). Bu ylzden lipidlerin ve biyolojik
membranlarin ¢ift katmanh yapilarinin karakterizasyonu c¢alismalarinda lipozomlarin kiguk
tek katmanli kesecikli halleri kullaniimaktadir (Woodle & Papahadjopoulos, 1989). Bu projede

ise bos lipozomlara homojenizasyon uygulamanin temel amaci parcacik boyutunu en ufak
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haline getirmek olarak tanimlanabilir. Bu boélimde uygulanan ikincil homojenizasyon
yontemlerinin (mikroakiskanlastirici ve ug tipi ultrasonikasyon), depolama sicakligl (4 ve 25
°C) ve stresi (35 gun) ile kullanilan lesitin tipi (E80, yumurta; S75, soya lesitinleri) ve
cOzeltilerin (distile su, asetat ve fosfat tampon c¢ozeltileri) parcacik boyutu Uzerine etkileri

anlatiimistir.

4.1.2.1 Mikroakiskanlastiricinin Lipozomlarin Ortalama Parcacik Biiyiikliigii Uzerine
Etkisi

Mikroakiskanlastirici (MA), bu projede kuguk tek katmanli kesecikler olusturmak icin
kullanilan iki ana yontemden birisidir. Alet basincinda dusuk, orta ve yiksek olmak lUzere 3
farkli basing kademesini temsil etmesi amaciyla 400, 900, 1300 bar kullaniimistir (Torchilin &
Weissig, 2003). Yapilan deneylerle MA basincinin parcacik boyutu (zerinde kayda deger
etkisinin oldugu (p<0.05) ve bu etkinin basingla ters orantili sekilde degistigi dogrulanmistir.
Bu parcacik boyutu farki transparanlik farki sayesinde goérsel analiz ile de kolayca
anlasilabilecek duzeyde olmustur. Cozelti ve lesitin tipine bagh olmaksizin butlin
numunelerin transparanligi MA basinci arttikga artmistir (Sekil 5). Ortalama pargacik boyutu
basincla dusurildiginde 1sik Urinlere daha kolay nufuz edebilmis ve bulanik goérinti

dagiimistir (Duzgunes, 2005).

N 1300 par |
4°C

Sekil 5. Asetat tampon c¢oOzeltisinde hazirlanmis S75 lipozomlarinin mikroakiskanlastirici
(MA) basinci ile artan transparanhd gOsterilmistir. UT kisaltmasi, yalnizca

Onhomojenizasyona maruz birakilmis érnegi temsil etmektedir.
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MA uygulanmis soya ve yumurta lesitinleri karsilastirildiginda, yumurta lesitininden
hazirlanan lipozomlarin parcacik boyutlari ¢ozelti ve basing farketmeksizin tutarl bir sekilde
daha yuksek cikmistir. Ornek vermek gerekirse sadece 6n homojenizasyona tabii tutulmus
asetat tampon c¢ozeltisi icerisindeki S75 (soya) ve E80 (yumurta) lesitinlerinin parcacik
boyutlari sirasiyla 272 ve 1072 nm olarak ol¢ilmustir. Operasyonlarin optimum diizey ve
kosullarinin belirlenmeye calisildigi projenin bu kisminda, parcacik boyutu olarak daha kuguk
ve gorsel analizlerde daha kabul edilebilir 6zellik gésteren S75 numuneleri ile denemeler

yapiimis, E80 numuneleri yalnizca verimin daha yiksek bulundugu MA icin kullaniimistir.

4.1.2.2 Ug Tipi Ultrasonikasyonun Lipozomlarin Ortalama Parcacik Biiyiikliigii Uzerine
Etkisi

Bltin numuneler 20 kHz uc¢ tipi ultrasonikasyon (USK) aleti ile (Sonoplus Ultrasonic
Homogenizer, BANDELIN Electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Almanya) %100 amplitidde
TT13 diz prob kullanilarak 2, 5 ve 8 dakikalarda ultrasonikasyona maruz birakilmistir. 5
dakikadan sonra USK zamaninin ortalama parcacik boyutu Uzerinde kayda deger etkisinin
bulunmadigi goérulmustir (p>0.05) (Sekil 8). Teorik olarak, USK bir emilsiyonu hem olumlu
hem de olumsuz sekilde etkileyebilir. Buyik parcaciklari daha kicuk parcalara bélebilir veya
su ile lipid ara ylzeyi arasinda etkilesime girerek istikrarsizliga neden olabilir (Li & Fogler,
1978). Bizim durumumuzda olumsuz bir etki gdrilmemesine karsin, USK slresinin 5
dakikadan fazla olmasinin ortalama hidrodinamik capi etkilemedigi bulunmustur (p> 0.05).
Emulsiyon sistemlerinde, USK ile elde edilebilen minimum parcacik boyutu dispersiyonun
sirfaktan miktarina baglidir (Kentish & Feng, 2014). Hem hidrofobik varlik hem de emiilgator
etki eden fosfolipidin konsantrasyonu bu egilimin bir nedeni olabilir. Buradan hareketle
ylrutilen deney kosullarinda (20 kHz frekansta tam giuc¢ ve %1 fosfolipid oraninda)
Uretilebilecek minimum parcacik boyutu icin gerekli USK zamani yaklasik 5 dakikadir. 5
dakikadan sonra USK suresinin uzatilmasinin pargacik boyutuna kayda deger miktarda

etkisinin olmadigl sonucuna variimistir (p>0.05).
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Sekil 6. Distile su (DS), asetat tampon c¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon c¢ozeltisi (FTC)
icerisinde 2, 5 ve 8 dakika ultrasonikasyon (USK) uygulanarak hazirlanmis S75

lipozomlarinin ilk giin pargacik boyutlari*.

*0% 95 glven araliginda test edilmis Varyans Analizi ve Tukey’s coklu karsilastirma testi
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Sekil 7. Asetat tampon ¢ozeltisi (ATC) icerisinde farkli islem dizeylerinde hazirlanmis S75

lipozomlarinin ilk gtin parcacik boyutlari*.
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*0p 95 glven araliginda test edilmis Varyans Analizi ve Tukey’s coklu karsilastirma testi

sonuglarina gore

4.1.2.3 Mikroakiskanlastirici ve Ultrasonikasyonun Lipozomlarin Ortalama Parcacik

Boyutuna Etkisinin Karsilastiriimasi

MA ve USK ydntemlerinin ikisi de lipozom emiuilsiyonlarinin parcacik boyutunu azaltmada
etkili olmustur. MA yontemi icin daha 6nce de belirtildigi Gzere parcacik boyutu basing
arttikca azaltilmistir. Bu yéntemle daha genis parcacik boyutu araliginda, basin¢ degisimi ile
ayarlanabilecek bir dizende daha kuguk boyutlu lipozomlar olusturulabilmistir. Diger yandan
USK yontemi kicik tek katmanli lipozom kesecikleri olusturmada basarili olmus fakat zaman
arttinlmasina ragmen belirli  bir dederden sonra parcacik boyutu daha fazla
kicultulememistir.

Bu iki yontemle elde edilen pargacik boyutlari farkh ¢oztculer igin karsilastirildiginda, MA'nin
ortalama parcacik boyutunu azaltmada ¢ok daha etkili oldugu goézlemlenmistir. Sekil 7’de
asetat tampon ¢ozeltisi (ATC) icin drneklenen bu durum, distile su (DS) ve fosfat tampon

cOzeltisi (FTC) ornekleri icin de benzer egilim géstermistir.

4.1.2.4 Saklama siresi ve Sicakligin Lipozomlarin Ortalama Parcacik Biyukliigu

Uzerine Etkisi

Soya ve yumurta lesitinleri kullanilarak hazirlanan lipozom numuneleri iki farkli sicaklikta
depolanmis ve numunelerin stabilitesi ortalama pargacik buyuklugd yontemi ile 1, 7, 14 ve
30. gunlerde ol¢ulmugtir.

USK ile hazirlanan numuneler icin depolama siresi ve sicaklik verilerinin istatistiksel analizi,
bu iki parametrenin numunelerin cogunun parcacik boyutu Uzerinde 6nemli bir etkisinin
olmadigini ortaya koymustur (sonuglar Tablo 3'te 6zetlenmigstir). Literatirde benzer bir
g6zlem, buzdolabi sicakliginda 30 gin boyunca depolanan allisin yukli lipozom 6rnekleri icin
de tespit edilmistir (Lu et al., 2014). Bununla birlikte, 2 dakika USK uygulanarak FTC'de
hazirlanan 6rneklerde dizensiz bir egilim godzlenmistir. Ortalama parcacik boyutlar
depolama siresiyle birlikte artan bir egilim godstermis, bu durum sisteme yetersiz enerji
verilmesi sonucu olusan bir kararsizlik olarak aciklanmistir. FTC'nin neden oldugu bu
kararsizlik, baska bir bolimde daha ayrintili olarak tartisilacaktir (bkz. "4.1.2.5 Kullanilan
Cozelti Tipinin Lipozomlarin Ortalama Pargacik Biyuklugu Uzerine Etkisi").

Diger yandan, MA numunelerinde de tim numuneler ayni egilimi takip etmemistir. Farkli
zaman araliklarinda keskin artiglar sergileyen bazi istisnalar tespit edilmistir. Istatistiksel

analiz sonugclari Tablo 4-7'de Ozetlenmistir. Pargacik boyutu 6lgiim cihazinin teknik kisitlari
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sonucu ayni ekipmanla 6lcimu yapilamayan, sinir degerinden ¢ok daha blyik pargaciklara
sahip yalnizca 6n homojenizasyon uygulanmis numunelerin sonuglari, karsilastirmalari ve
istatistigi yanhs yonlendirmemesi acisindan tabloya eklenmemistir.

Parcacik boyutlarindaki bu degisiklikler, emdilsiyon kinetigi ile aciklanabilir. Lipozomlar,
sirekli olan sulu fazda dagiimis kesecikli parcaciklar tasiyan bir sistem olmasi sebebiyle
emilsiyonlara benzediginden, emiilsiyon sistemi gibi yorumlanabilir. Bu ¢alismada, USK ve
MA uygulamalari sonucunda elde edilen lipozomlarin boyutlari 30-300 nm arasinda
degismistir. Aciklanacak birkag nedenden de anlasildiyi Uzere sistemin dogasi,
mikroemlsiyonlardan ziyade nanoemdlsiyonlar olarak kategorize edilmeye uygundur. Bu
nedenlerden ilki, lipozom pargacik boyutlarinin seyreltme ile degismemesidir (Anton &
Vandamme, 2011). ikinci sebep, karisimda kullanilan fosfolipid konsantrasyonudur. Deney
tasariminda kararlastirildigr tUzere %1 oraninda hazirlan numunelerimizin konsantrasyonu
mikroemilsiyon olusturmak icin ¢ok disuktir (Zhong vd., 2009).

Hazirlanan c¢ozeltinin, nanoemulsiyon veya mikroemulsiyon olarak siniflandirilacagini
belirleyen diger gostergeler, parcaciklarin sekli ve polidispersite indeksidir (PDI) (Anton &
Vandamme, 2011; McClements, 2012). Baska bir bolim altinda daha ayrintili olarak
tartisilacak olan TEM gorantileri de, olusan lipozomlarin nanoemdlsiyona uygun olarak
cogunlukla kuresel sekle sahip oldugunu ortaya koymustur. Birkag istisna disinda 0,2 ile 0,5
arasinda dalgalanan PDI degerleri ise mikroemdulsiyon kistaslari igin ¢ok yuksektir. Projede
olusturulan dispersiyonlarin nanoemdilsiyon olduguna dair en dnemli gdsterge ise sisteme
sirasiyla yuksek basing ve yuksek ultrasonik enerji vererek etki eden MA ve USK mekanik
yontemleridir. Nitekim olusum i¢in yiksek enerji ihtiyaci, yalnizca kinetik olarak kararli
nanoemilsiyon olusumunun en 6nemli belirtilerinden biridir. Bahsedilen faktérlerin de isaret
ettigi Uzere, bu calismada ele alinan sistemin yalnizca kinetik olarak kararl bir yapisi vardir.
Bu acgidan parcaciklarin zamanla kinetik kararliliklarindan vazgecip biyuyerek enerji olarak
daha elverisli bir hale ulasmaya calistiklarini distinmek mantikli olur.

Tablo 4-7'de listelenen istisnai durumlar i¢in, bu durumlarda Ustesinden gelinmesi gereken
enerji bariyerinin yiksek depolama sicakhginin sagladigi enerji ile asildigr sdylenebilir.
Buzdolabi sicakliginda depolanan, zaman ve sicaklik ile degisim gostermeyen esdeger
ornekleri ile karsilastirildiginda, bahsi gegen numunelerin serbest enerjilerini en aza
indirgemek icin gereken enerjiyi toplamis oldugu sdylenebilir. Bunun sonucu ise ani parcacik
boyutu degisimi olarak karsimiza c¢ikmistir. Ayni egilim, DS ile hazirlanan ve 25 °C'de
saklanan 400 bar basin¢clanmis S75 lesitini icin de gecerlidir. Parcacik boyutlarindaki bu

belirgin artisin her ¢ numunede de ilk haftada gbézlemlenmesi, lipozomlarin hazirlanmasini
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takip eden giunlerde bozuldugu anlamina gelmistir. Kararsizlik gostergesi olan bu durum,
sisteme yeterli enerji veriimemesinden kaynaklanmistir.

Ote yandan, buzdolabi sicaklijinda depolanan ve parcacik boyutunda zamanla azalma tespit
edilen bazi 6rneklere de rastlanmigstir. Bu egilim tim 6rneklerde gbézlenmediginden, benzerlik
goOsteren numunelerin ortak yanlari saptanmaya calisiimis ve bu 6zelligin yalnizca disik
basin¢g uygulanan orneklerde goéraldigia farkedilmisti. Normalde MA numuneleri igin,
fosfolipitlerin uygulanan basin¢ arttikca daha kicuk, daha kararli parcaciklar olusturma
kabiliyeti artar. Lesitinler, distk enerjiye maruz birakildiklarinda blytk kesecikler olusturur
ve E80, buyik ¢cok katmanli kesecikler olusturmaya daha yatkindir (Laouini vd., 2012). DS'de
hazirlanarak 4 °C'de saklanan E80 numunelerinin basinglanmamis ve 400 bar basinglanmis
numuneleri de ayni sekilde deforme olmus ve birinci haftadaki dlgtimleri parcacik boyutunda
belirgin bir azalma gdstermistir (p<0.05). Bu durum, coklu kesecikli yani i¢ ice gegmis
keseciklerden olusmus sistemin dis tabakasinin dagiimasi ile iliskilendirilebilir. Dis katmanini
kaybeden bu 6rnekler sonrasinda pargacik boyutlarini ve kararliliklarini korumuslardir.

Diger yandan, yalnizca 6n homojenizasyon ile hazirlanmis ve 25 °C'de saklanmis E80
ornegi, ilkk haftada ani degisim gdsteren buzdolabindaki esdegerine gére daha kademeli bir
dusus gostermistir. Boyle bir durum ise yine dis katmanin kaybolmasi ile aciklanabilir fakat
bu durumda nedeninin enerji dengesi yerine oksidasyon ile iligkili olabilecegi dusunulmustar.
25 °C’de saklanan bu E80 numunelerinin renklerindeki bariz degisim de bu de bu yorumun
yapilmasinda etkili olmustur.

Daha 6nce de bahsedildigi Uzere normal kosullarda MA numuneleri i¢in, sisteme uygulanan
basing arttikca kinetik olarak kararlilik saglayacak enerjiye ulasarak fosfolipid parcaciklarinin
daha kicuk, daha kararli Grin olusturma kabiliyeti artar. Supheli 6zellik gdsteren bu
sistemlere muhtemelen uygulanan enerji yeterli olmamis ve hali hazirda enerji anlaminda
elverigli bir halde bulunmayan pargaciklar uygulanan en ufak mekanik enerjide pargacik
boyutunda bir azalmaya gitme meyilinde olmuslardir. Bu stipheli olanlar da dahil olmak lzere
distk basinch orneklerin gdrsellerinin ¢cogunda bir krem tabakasl veya aglomerasyon
olusumu tespit edilmistir. Boyle bir durumda, deplesyon flokilasyonu kavrami dagilimlarin
parcacik boyutuna etki etmis olabilir. Deplesyon flokllasyonu, ¢dzeltide mevcut olan kiguk
boyutlu nanoparcaciklarin makromolekiller arasindan kalkmasi sonucu emilsiyon veya
kopuk parcaciklarinin tzerinde etki eder. Bu kicik boyutlu nanopartikillere depletant adi
verilir ve bu depletantlar polimer veya misel seklinde olabilirler (Trokhymchuk & Henderson,
2015). Bu etkilesimin baslica nedeni iyonik olan veya olmayan misellerin osmotik
basincindaki  degisimdir (Kralchevsky, Danov, & Anachkov, 2015). Deplesyon
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floklilasyonunun mekanik karistirma ile kolaylkla yok edildigi bilinmektedir (Chang &
McClements, 2015). Olciim icin numune alma éncesinde deplesyon flokiilasyonundan dolay!
olusmus krem tabakasinin vortex veya el ile karistirilmasi sonucu kiriimasiyla dilisyona
ugrayan parcaciklar tekrar olusarak 1sigin krem tabakasindan farkli dagilmasina neden

olurlar, bu da dlcimlerde degisiklik saptanamamasiyla sonuglanmis olabilir.
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Tablo 3. Distile su (DS),

asetat tampon c¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon coézeltisi (FTC) icerisinde

hazirlanmis ve farkli sicakliklarda bekletiimis S75 érneklerinin ortalama parcacik boyutlari.

ultrasonikasyon (USK) uygulanarak

Solvent_USK Siiresi | Sicaklik ORT.A LAMA PARCACIF BOYUTU", Za (nm)" -
1. gun 7. glin 14. glin 30. giin
ATC 2 dk 4°C 124.80% £ 10.61 124.20% £ 5.67 125.60% £ 6.30 123.20% £ 8.58
- 25 °C 128.40% + 3.80 12360% + 5.89 125.20% + 9.17 128.40% + 5.02
ATC 5 dk 4°C 86.70°+£4.11 8500% + 7.47 85.90% £ 3.81 91.60% £ 3.36
- 25 °C 85.00* + 2.32 92.00% £ 6.93 88.50* + 5.98 94.00* £ 3.75
ATC._ 8 dk 4°C 85.40°+4.41 83.20% + 7.90 85.70°+1.12 85.60% + 2.97
- 25 °C 84.70* £ 8.41 90.20% £ 3.91 89.30* £ 3.91 91.40% £ 6.63
DS 2 dk 4°C 83.60% + 8.49 76.00% £ 2.39 80.80* £ 5.40 76.00% £ 1.06
- 25 °C 83.60% + 3.50 81.50% + 6.33 79.80% + 4.66 74.70% + 4,37
DS 5 dk 4°C 45.50° + 3.52 56.60% + 5.07 55.10* + 6.43 55.30% + 2.14
- 25 °C 46.10% + 3.33 58.00% + 6.64 59.60% £ 5.96 55.70% + 4.31
DS 8 dk 4°C 59.30* + 8.19 54.60% + 4.16 57.10°+6.44 55.40*+ 3.71
- 25 °C 59.30% £ 8.20 64.50% £ 8.24 61.80% £ 3.90 57.10°+£1.43
FTC 2 dk 4°C 234.40° + 26.38 292.90% + 27.04 291.60% + 28.04 295.90* £ 5.96
- 25 °C 233.70 + 30.50 299.80% +£ 9.53 303.40%+ 8.69 306.20% £ 10.17
FTC 5 dk 4°C 164.00% + 9.46 173.20% £ 9.48 173.00% + 10.10 175.10% + 2.86
- 25 °C 166.60% + 18.31 179.20% + 13.53 183.60% + 13.10 185.90% £ 9.89
FTC_ 8 dk 4°C 164.40% £ 9.46 158.60% + 9.52 170.60% + 3.95 169.00% £ 7.02
- 25 °C 166.40% + 31.99 166.30% + 12.25 172.50% + 7.32 184.90% + 11.55

*Her bir numuneye kendi icerisinde sicaklija ve zamana bagli olarak %95 glven araliginda Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi

ve varyans analizi uygulanarak olusturulmustur.
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Tablo 4. Distile su (DS),

hazirlanmis ve 4 °C’de bekletilmis S75 drneklerinin ortalama parcacik boyutlari.

asetat tampon c¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon c¢ozeltisi (FTC) icerisinde mikroakiskanlastirici (MA) uygulanarak

Solvent ORTALAMA PARGCACIK BOYUTU*, Z,, (nm)
MA Basinci 1. giin 7. giin 14. giin 30. giin
ATC_1300 bar 38.59% + 3.85 48.86" + 0.39 46.90" + 3.85 65.26% + 10.84
ATC_900 bar 49.82° + 5.74 70.64% + 2.59 53.16" + 4.47 54.09" + 3.30
ATC_400 bar 79.71% + 7.27 86.672 + 2.07 84.51% +5.78 86.70% + 4.68
FTC_1300 bar 76.44% + 6.92 84.09% + 4.17 83.00% + 4.06 80.71%+ 6.77
FTC_900 bar 106.83% + 5.05 111.02% + 3.88 113.19% + 3.17 114.76% + 5.05
FTC_400 bar 169.17% + 9.99 177.36 + 4.57 174.08* +8.07 160.16* + 9.55
DS_1300 bar 31.44*+0.82 31.80%+ 0.98 34.47% + 3.36 31.64%+1.95
DS_400 bar 86.70% + 5.35 76.55% + 8.03 81.55% + 6.43 74.35 + 6.64
DS_0 bar 355.19% + 23.51 340.12% + 13.73 297.66" + 11.99 295.37° + 23.45

*Her bir numuneye kendi icerisinde zamana bagl olarak %95 gliven aralifinda Tukey’s coklu karsilastirma testi ve varyans

analizi uygulanarak olusturulmustur.
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Tablo 5. Distile su (DS),

asetat tampon c¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon c¢ozeltisi (FTC) icerisinde mikroakiskanlastirici (MA) uygulanarak

hazirlanmis ve 25 °C’de bekletilmis S75 drneklerinin ortalama pargacik boyutlari.

Solvent_ MA Basinci

ORTALAMA PARCACIK BOYUTU*, Z., (nm)

1. giin 7. gun 14. guin 30. giin

ATC_1300 bar 38.59% + 3.85 47.96% + 2.28 46.49% + 2.36 47.122 +5.24
ATC_900 bar 49.82°+5.74 51.36° + 1.23 50.18° + 0.65 212.69% + 34.43
ATC_400 bar 79.712 + 7.27 88.26% + 2.27 81.19%+4.73 87.58% + 2.53
FTC_1300 bar 76.44° + 6.92 120.32% £ 13.00 118.5*+ 7.13 119.38% £ 9.33
FTC_900 bar 106.83" + 5.05 136.54° £ 5.77 138.05% + 3.48 137.89° + 3.46
FTC_400 bar 169.17% £ 9.99 162.93* £ 9.72 165.56%* £ 6.99 164.40* £ 7.89
DS_1300 bar 31.44° +0.82 44.97% £ 3.40 45.92% + 1.30 46.13%* + 5.59
DS_400 bar 86.70% + 5.35 85.742 + 551 86.43% £ 6.15 81.33* £ 5.64
DS_0 bar 355.19° + 23.51 343.97° £ 13.50 757.56* + 11.35 564.63" + 38.63

*Her bir numuneye kendi icerisinde zamana bagl olarak %95 gliven aralifinda Tukey’s coklu karsilastirma testi ve varyans

analizi uygulanarak olusturulmustur.
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Tablo 6. Distile su (DS),

asetat tampon c¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon c¢ozeltisi (FTC) icerisinde mikroakiskanlastirici (MA) uygulanarak

hazirlanmis ve 4 °C’de bekletilmis E80 drneklerinin ortalama parcacik boyutlari.

ORTALAMA PARCACIK BOYUTU*, Z., (nm)

Solvent_ MA Basinci

1. giin 7. glin 14. giin 30. giin

ATC_1300 bar 60.06" + 1.66 64.83% + 3.05 67.52% +2.78 66.11%° + 1.30
ATC_900 bar 93.65% £ 1.57 99.94% + 9.98 91.38% + 2.37 94.12% £ 5.45
ATC_400 bar 154.75% £ 3.14 162.82% £ 15.22 159.25% + 1.60 152.17% £ 5.83
FTC_1300 bar 81.75% + 2.63 87.07% + 8.02 78.70°+ 2.84 86.09% + 9.68
FTC_900 bar 112.47 £ 4.61 118.75% £ 6.57 115.22% + 15.66 113.48% + 3.86
FTC_400 bar 185.04% £ 11.07 179.60* £ 10.51 184.87% £ 12.67 178.89* £ 10.49
DS_1300 bar 45,972 +5.23 45.69% + 4.88 36.55%+1.61 42.99% + 6.23
DS_400 bar 103.63* £ 9.50 85.88" + 5.50 86.90%" + 7.48 82.02" + 3.48
DS_0 bar 677.94% £ 26.77 335.41° +4.94 333.55" + 8.97 328.18" +19.13

*Her bir numuneye kendi icerisinde zamana bagl olarak %95 gliven aralifinda Tukey’s coklu karsilastirma testi ve varyans

analizi uygulanarak olusturulmustur.
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Tablo 7. Distile su (DS),

asetat tampon c¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon c¢ozeltisi (FTC) icerisinde mikroakiskanlastirici (MA) uygulanarak

hazirlanmis ve 25 °C’de bekletilmis E80 drneklerinin ortalama pargacik boyutlari.

ORTALAMA PARCACIK BOYUTU*, Z., (nm)

Solvent_ MA Basinci

1. giin 7. glin 14. giin 30. giin
ATC_1300 bar 60.06% + 1.66 64.18% + 4.55 61.81%" + 2.01 55.82° + 1.40
ATC_900 bar 93.65% £ 1.57 103.70* £ 12.71 89.84% + 8.53 89.25* +1.91
ATC_400 bar 154.75% £ 3.14 154.62% £ 7.30 143.92% + 3.14 131.28" + 8.51

FTC_1300 bar

81.75% + 2.63

76.55% + 6.40

79.04% + 11.37

88.99% + 6.13

FTC_900 bar

112.478+4.61

112.89% + 12.96

110.78% + 4.68

110.26% + 8.92

FTC_400 bar

185.04% £ 11.07

185.04% £ 11.07

186.92% £ 11.44

181.44% £ 10.87

DS_1300 bar

45.97% £ 5.23

48.24% + 4.88

48.72% £ 1.61

48.95% £ 6.23

DS 400 bar

103.63% £ 9.50

103.08% £ 5.50

109.96° + 7.48

109.25% + 3.48

DS 0 bar

677.94% + 26.77

642.88% + 4.94

556.61° + 8.97

379.23°+19.13

*Her bir numuneye kendi icerisinde zamana bagli olarak %95 guven araliginda Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi ve varyans

analizi uygulanarak olusturulmustur.
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4.1.2.,5 Kullanilan Cdzelti Tipinin Lipozomlarin Ortalama Parcacik Biiyiikliigii Uzerine
Etkisi

USK yontemi ile ATC, FTC ve DS c¢dzeltilerinde hazirlanan S75 dispersiyonlarinin parcacik
boyutundaki degisimler, Sekil 6'da go6sterilmisti. Cozeltilerin nihai parcacik boyutu, solvent
cesidinden o6nemli olclide etkilenmistir (p<0.05). En biylk parcacik boyutuna FTC
orneklerinde rastlanirken onlari sirasiyla ATC ve DS lipozomlari takip etmistir. MA
numuneleri icin de ayni siralama gecerlidir. Parcacik boyutundaki artisin kararlih@in
bozulmasi oldugu dusuniuldiginde, FTC'nin kararliiginin ATC ve DS'ye yetisemedigi
sdylenebilir. Dahasi, ATC numuneleri parcacik boyutu siralamasinda diger ikisinin arasinda
bulunmasina karsin, FTC'den ziyade parcacik boyutu degerlerinin en kiiclik oldugu DS'ye
daha yakin degerler gostermistir.

Cozicd tiplerine bagli olarak meydana gelen bu fark, elektrostatik ¢ift katmanin hidrodinamik
capa katkisi ile aciklanmistir. Foton Korelasyon Spektroskpisi (FKS) ol¢umleri, tanecik
boyutunu hidrodinamik ¢ap (Za,) olarak rapor eder. Bu deger, partikilin gercek capini
ylzeyine tutunan elektriksel ikinci bir tabaka ile birlikte olger. Yani Z,, her zaman mikroskopik
tekniklerle go6zlemlenebilecek olan gercek parcacik boyutunu vermez. Fakat yuklu bir
parcacigin solisyon icerisindeki kararlihginin géstergesi de normal parcacik boyutu degil, Zay
yani hindrodinamik capidir. Cunkl bu deger, parcacigin stispansiyon igerisindeki serbest
hareketinde etrafinda kendisiyle birlikte sirikledigi iyonlari da g0sterir, yani parcacigin
ortamda nasil davranmay! sectiginin bir gostergesidir. Bu 06zelligi ile de uygulamalarda
kararlihk kistasi olarak kullaniimaktadir. Buradan hareketle farkli ¢ozicuiler icin ortamdaki
iyonlarin varli§i bahsi gecen elektriksel cift tabakanin kalinligini belirgin bir sekilde
etkilediginden, ATC ve FTC'deki iyonlarin negatif yUklu lipozomlari ¢evreleyebilecegi ve
hidrodinamik capi arttirabilecegi sonucuna variimistir. Bu egilim ayni zamanda zeta
potansiyeli dlcimleri ile de iligkilendirilebilir. YUkIU bilesiklerin varhdinda zeta potansiyel
degerleri sifira yaklasan lipozomlar kararhliklarini kaybederler. Daha sonra aciklanip
gOsterilecedi gibi, FTC ile hazirlanan lipozomlarin toplam yika sifira ulasmis ve dogrudan
instabiliteye yol agmistir. Benzer bir girisim ATC ile hazirlanan ornekler icin de gegerlidir,
ancak zeta potansiyellerindeki azalma FTC d&rneklerinden ¢ok daha az olmustur ve bu
sayede ATC icindeki lipozomlar kimyasal olarak daha direngli kalabilmiglerdir. En dusik
ortalama parcacik boyutu sonuclarinin DS numunelerinde gorilmesi de iyonik katkinin
parcacik boyutunu arttirdigi hipotezi ile tutarhdir. Bu fark detayli olarak ileri mikroskopik

teknikleri ile saptanabilir, ancak lipozomlari g6zlemlemek icin en uygun ydntem olan
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Transmisyon Elektron Mikroskopisi (TEM) yiksek iyonik kuvvetlerde tercih edilmediginden
bu calismada uygulanmamistir.

Genel sonuclar gézden gecirildiginde FTC drneklerinin hem zeta potansiyeli hem de partikil
boyutu bakimindan her daim ug¢ sonuglar verdigi saptanmistir. Bu aykirihgin daha kapsaml
aciklamasi FTC'nin yiksek iyonik glict yoluyla yapilabilir. Salting out olarak bilinen tuzla
cikartma yontemi yaygin olarak proteinler igin kullaniliyor olsa da sulu ortamin iyonik
kuvvetinin, fosfolipid yapisindaki hidrofilik baslar ve su arasindaki etkilesimi azaltarak

ayrilmalarina neden oldugu dusunulmektedir.
4.1.3 Lipozomlarin Zeta Potansiyel Olgiimleri

Zeta potansiyel, kolloidal suspansiyonlarin stabilitesini incelemek icin 6nemli bir
parametredir. Bu ¢alismada FTC (pH: 7.2), DS (pH: 6.5) ve ATC (pH: 3.8) ¢b6zuculerinde
hazirlanarak mikroakigkanlastirici ve ultrasonikasyona maruz birakilmis soya lesitini
numunelerinin zeta potansiyelleri élgulmustir. iyon katkisi olmaksizin orijinal hallerinde,
kullanilan fosfolipidler negatif yuklidur. MA basincina ve solvent tiriine gore zeta potansiyel
degisimleri Sekil 8 ve 9'da verilmistir. Iyonlarin varligi, ¢ozeltideki pargaciklarin kararhligini
etkileyen zeta potansiyeli degistirir. FTC numuneleri icin dnceki bolimlerde de belirtildigi
uzere kararhlik yani stabilite ile aglomerasyon veya herhangi bir fiziksel dedisim kast
edilmektedir.

Parcacik yukunun kararlihgi nasil etkiledigi, parcaciklarin ¢ozelti icerisindeki rastgele
hareketine baglidir. Bir ¢ozeltideki pargaciklar birbirlerine karsi yuksek itici kuvvete sahip ise
bu parcaciklar rastgele Brownian hareketinden dolay! yakinlastiklarinda aglomere olma ve
cbkme egilimi gdstermezler. Fakat bu varsayimdaki parcaciklar birbirlerini itecek yeterli net
yuke sahip olmadiklarinda durum tersine déner. Bu itis kuvveti 61 mV ve Uzeri igin ¢ok iyi,
31-40 mV arasi i¢in orta ve 10-30 mV arasi icin kararsizligl temsil etmektedir (Duplessis vd.,
1996). Sonuclar, pH 7.2'ye ayarlandiginda partikillerin ylzey yukinin azaldigini
gOstermistir. -30 ile +30 mV arasindaki zeta potansiyel degeri bir emdilsiyon icin dengesizligi
belirtir ve deger sifira yaklastikca instabilitenin derecesi artar. Sekil 8-9'da de acikca
gorulebilecegi Uzere FTC'de hazirlanan 6rneklerin zeta potansiyeli sifir civarindadir ve son
derece dengesiz olduklar sdylenebilir. Bu sonuglar ayrica parcacik boyutu bulgularini da
dogrulamaktadir.

Teorik olarak bir sistemin zeta potansiyelinin parcacik boyutu ile degismesi beklenmez. Bu
durum, basingla ters orantili olarak bulunan pargacik boyutu ve zeta potansiyel sonuglarinin

karsilastiriimasiyla da teyit edilmistir. Zeta potansiyel, degisen basing ile kayda deger bir fark
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gostermemistir (p=0.05). Ultrasonikasyon numunelerinin ¢dzlcl tipine gore zeta potansiyel
degisimi Sekil 8'de gdsterilmektedir. Ultrasonikasyon slresindeki artis ile degisen parcacik
boyutunun da zeta potansiyel Uzerinde 6nemli bir etkisinin olmadi§l sonuclarda acikca
gorulmektedir (p=0.05). Ultrasonikasyon islemi ile farkli solventlerde hazirlanan S75
numunelerinin  parcacik blyukligl ve zeta potansiyel degerleri arasindaki Pearson
korelasyonu 0.812 bulunmustur. Ote yandan, MA ornekleri icin bu tir bir korelasyon tespit
edilmemistir. Bunun nedeninin 5 tekrarli MA uygulmasi sirasinda sisteme ISk ve havanin
daha c¢ok dahil olmasiyla tetiklenebilecek olan lipit oksidasyonu vb. kimyasal degisiklikler
oldugu tahmin edilmektedir. Bu tarz bir etki parcacik boyutu ile Olcllemezken zeta

potansiyelin lipit oksidasyonu ile iliskilendirilebilecegi bir 6nceki raporda tartisiimisti.

ATC FTC DS

E8 dk
85 dk
a 82 dk

Zeta Potansiyel (mV)
)
o
|

Solvent Cesidi

Sekil 8. Ultrasonikasyon (USK) ile hazirlanan S75 lipozomlarinin farkli asetat tampon
¢cOzeltisi (ATC), fosfat tampon cozeltisi (FTC) ve distile su (DS)'deki zeta potansiyel
degerleri*.

*0p 95 glven araliginda test edilmis Varyans Analizi ve Tukey’s coklu karsilastirma testi

sonuglarina gore
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Sekil 9. Mikroakiskanlastirici (MA) ile hazirlanan S75 lipozomlarinin asetat tampon c¢ozeltisi

(ATC), fosfat tampon ¢ozeltisi (FTC) ve distile su (DS)'deki zeta potansiyel degerleri*.

*0% 95 glven araliginda test edilmis Varyans Analizi ve Tukey’s coklu karsilastirma testi

sonuclarina gore
4.1.4 Mikroskop ile Goruntiileme
4.1.4.1 Transmisyon Elektron Mikroskopisi (TEM)

TEM analizi, FKS ile dl¢llen tanecik boyutunun dogrulugunu kontrol etmek ve depolama
suresince lipozomlarin olasi morfolojik degisiklikleri hakkinda bilgi edinmek amaciyla
calismaya dahil edilmistir. TEM ile goéruntileme tim 6rnekler icin yapiimamistir. iyonlarin
gorsele midahalesini 6nlemek icin sadece DS ile hazirlanan ve islem goérdigl kosulda
optimum parcacik boyutuna sahip oldugu bulunan numuneler (1300 bar MA ve 5 dakika USK
uygulanmis S75 ve E80 numuneleri) goéruntilenmistir. 30 gin suresince 1, 15 ve 30.
gunlerde yapilan gozlemlerde lipozom keseciklerinin kiresel bicimleri, her iki fosfolipid igin de
teyit edilmistir.

DS'de hazirlanarak 5 dakika USK islemine tabi tutulan S75 lipozomlari i¢in zamanla olusan
morfolojik bozukluk Sekil 10°da gOsterilmistir. Bu birlesme, 25 °C'de 14 gin depolama
sonrasi gorilen parcacik boyutu artisinin nedeni olarak goésterilebilir (Tablo 3). TEM &lcimi
teknik olarak ¢ok kicik numune kapasitesi ile ¢alistigindan, bu ufak drneklerde alinan

goruntiler numunenin genel halini yansitmayabilir, ancak morfoloji hakkinda bilgi verecegi
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muhakkaktir. Buradan hareketle 4 °C’de saklanan numunede saptanan bu birlesme
seklindeki bozuklugun, ayni numunenin 25 °C’deki replikesinde artis gosterecegi ve parcacik

boyutunu etkileyecegdi 6ngorilebilir.

~ ———100nm

Sekil 10. 5 dk ultrasonikasyon (USK) ile distile su (DS) igerisinde hazirlanarak 4 °C’'de
bekletiimis S75 lipozomlarinin birinci (a) ve onbesinci (b) gin transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) goruntdleri.

E8O0 lesitininin hassaslgl ve dis etmenlerden etkilenme egilimi, 6lcim sirasinda elektron
Isinlarina maruz birakildiginda gosterdigi kabarciklanma hasari seklinde TEM gorintulerine
yansimistir (Kuntsche, Horst, & Bunjes, 2011) (Sekil 11).

Diger yandan S75 lesitininin 15. gin TEM o6l¢ciminde parmak izi benzeri ilging bulgulara
rastlanmistir (Sekil 12(a)). Bu davranis, numunenin genelinde gérilmemekle beraber dizenli
bir model sergilemesi dikkat ¢cekmistir. Literatlr arastirmasi sonucu fosfatidiletanolamin (FE)
maddesinin Donduruculu TEM goérintilemesinde benzer sonuclar elde edildigi bilgisine
ulasilimistir (Siegel & Epand, 1997).
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Sekil 11. Soldan saga i1sin hasari sonucu olusan kabarciklanma (a) ve genislemesi (b)
gosterilmistir.  Goruntuler distile su (DS)de 1300 bar basingla hazirlanmis E80
lipozomlarindan ilk giin, pespese alinmistir.

FE, denge faz degisim sicakliginda (T+) L. fazindan H, fazina gegebilen, yiksiz bir
fosfolipittir. Bu denge faz degisim sicakhgi Siegel ve Epand (1997) tarafindan ayni makalede
43 °C olarak bulunmustur. Burada L. ve H, fazlari sirasiyla lamellar ve ters altigen fazlan
belirtmektedir. Ty sicakliginda, FE'ler lamellar yapidan ters altigen faza dénisme 6zelligi
gosterebilirler. Bu 6n bilgilere ek olarak s6zii gegcen makaledeki gorsellerin de bu ¢alismanin
depolama sicakhdina cok yakin olan 5 °C'de saklanan drneklerden alinmis oldugunu

belirtmekte fayda vardir.
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Sekil 12. Distile su (DS) icerisinde 1300 bar basinglanarak 4 °C'de 15 gun saklanmis S75
lipozomlarinda gorulen hegzagonal katlanmalar (a) ve acgisal goruntiler (b). Beyaz oklar

dalgamsi hegzagonal katlanmalari isaret etmektedir.

S75, soya lesitini icin Greticinin Grin bilgilendirme féylne bakildiginda, %7 ile %14 FE ihtiva
ettigi gorulmastir. Bu bilgiyle gorseller birlikte dusuntldigunde FE'nin kendisini altigen
fazdaki parcaciklarin baglanti noktalarinda gésterdigi disindlebilir. Bu durumda akillara bu
davranisa neden olmasi i¢in sicaklik seviyesinin buzdolabi sicakligindan 43 °C'ye nasil
yikselmis olabilecedi sorusu gelmektedir. Bunun nedeni, goruntileme ©6ncesi numuneye
uygulanan o0niglemlerle aciklanabilir; zira lipid morfolojilerinin uygulanan farkli islemler
nedeniyle degisebilecegi bilinmektedir (Siegel & Epand, 1997). TEM, vakum altinda ¢alisir ve
bu amacla numuneler gorintileme 6ncesi kurutulmaktadir. FE morfolojisini etkileyebilecek
nedenlerden ilki 1sik odaklanarak hizlandirilan bu kurutma iglemi olarak gosterilebilir. Bir
diger durumda yani 6rnegin tam kurutulmadan ekipmana alindigi durumda ise ani vakuma
maruz kalmasi da faz donisimine neden olabilecek etkenlerden biridir. Kontrolli kosullarda
olusan faz degisimlerinin normalde lipozom cgevresinde durgun suya dusen damla etkisi
benzeri dairesel bir patern olusturmasi beklenir. Bu dalga benzeri desenin goruntilerimizde
duzensiz olusu da faz gegisinin Ty'den farkh sicakhkta, bir zorlama sonucu gergeklestiginin
gostergesidir (Siegel & Epand, 1997).

S75 orneklerinin goruntilerinde acili ve tekrarlanan baska bir model daha dikkatleri cekmistir

(Sekil 12(b)). Bu davranis literatirdeki kati c¢ift kath lipidlerin boyutu ile aciklanmistir.
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Parcaciklar kicuk boyutlu olduklarinda mikroskopta acili sekiller halinde goérulebilmektedir
(Chiu ve digerleri, 2005; Kuntsche ve digerleri, 2011).

Ozetlenecek olursa, TEM goriintileri FKS yontemiyle gerceklestirilen parcacik buiyukligii
sonugclarinin guvenilir oldugunu dogrulamis ve beklendigi Gzere lipozomlarin hazirlandiklar
gin kiresel yapida oldugunu gostermistir. Ozellikle E80 olmak (izere iki fosfolipid de
goruntileme sirasinda elektron isinlarindan etkilenmis bu yizden takip eden goruntilemeler
olabilecek en kisa siirede tamamlanmaya calisiimistir. Instabilitenin kesin gostergesi
olmamakla beraber TEM goruntilerinde saptanan birlesme gibi egilimler lipozomlarin

zamana bagli ugrayabilecekleri degisimler hakkinda fikir vermigtir.
4.1.4.2 Isik Mikroskobu Deneyleri

Depolama suresince fiziksel 6zelliklerde meydana gelen degisiklikleri saptayabilmek icin MA
orneklerinin 1sik mikroskobu gorantuleri alinmigtir. Yalniz 1300 ve 900 bar basingla
homojenize edilen numunelerin pargacik boyutlari mikroskop altinda gozlemlenebilmek icin
cok kuguk kalmistir. Sadece birincil homojenizasyon uygulanmis E80 ve S75 lipozomlarinin
cok odakli goruntileri sirasiyla Sekil 13 ve 14'te gosterilmistir. Bu gorintilerde ¢oklu
keseciklerin i¢c ice gecmis yapisi artan buyldtme ile kolayca tespit edilebilmektedir. Genel
olarak lipozomlar kuresel sekillerini korumus fakat yer yer keseciklerin ¢ekirdeginde veya
bulaniklasan c¢evre ortamda deformasyonlar gbézlemlenmistir. ATC ile hazirlanan 6rneklerin
stabilitesi 6nceki bolumlerde FTC 6rneklerine nazaran daha ustiin bulunmustu. Bu kiyaslama
ayni zamanda optik gorintulerle de yapilabilmistir. Lipozomlarin yapisal butunlugiunin yine
muhtemel olarak iyonlar tarafindan engellendigi agik¢a gorulmustir. Kesecikli yapi agiimaya
zorlanarak kuresel morfoloji kaybedilmistir. En dusik basingta homojenlestiriimis FTC

numunelerinde ise gozle tespit edilebilecek diizeylerde faz ayrimi olmustur.
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Sekil 13. Asetat tampon ¢oOzeltisi (ATC)'de hazirlanarak 2 ay boyunca 4 °C’de bekletilen E80
lipozomlarinin ¢gok odakh goruntisu.

Sekil 14. Asetat tampon ¢oOzeltisi (ATC)’de hazirlanarak 2 ay boyunca 4 °C’de bekletilen S75
lipozomlarinin cok odakli gérintisu.

4.1.5 Lipozomlarin Hidroperoksit Olciimleri

Oksidasyon gida bozulmasinin en ©6nemli nedenlerinden biridir ve gidalarin dogal
bilesenlerinin bir parcasi olmasiyla lipid oksidasyonuna bagh kalite degisikliklerinden diyet
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lipidleri sorumludur. Lipid oksidasyonu, ortamdaki oksijen, su aktivitesi, antioksidan
maddelerin varli§i, i1sinlama, lipid kompozisyonu, sicaklik ve pH'dan etkilenir (Decker &
McClements, 2000; Wang & Wang, 2008). Farkli fosfolipid tlrlerinin hidroperoksit olusumu

Uzerine etkisi ve bunlarin ¢oziculer icindeki duyarhhiklar bu bélimde ayri ayri ele alinacaktir.
4.1.5.1 Fosfolipit Kaynaginin Hidroperoksit Olusumu Uzerindeki Etkisi

MA ile hazirlanan E80 ve S75 lipozomlarinin oksidasyon seviyeleri birbirinden dnemli
derecede farkh bulunmustur (p<0.05). Fosfolipidin yad asidi zincirlerinde bulunan toplam cift
baglarin sayisi, oksidasyon seviyesinin en temel gostergelerinden biridir. Bu acgidan
degerlendirildiginde, Urtn bilgilendirme foylinde rapor edilen iyodin degeri 65-69 araliginda
olan E80 fosfolipidinin iyodin degeri 85-95 olan S75’e nazaran daha az okside olmasi;
dolayisiyla genel hidroperoksit olusumunun soya lesitini numunelerinde daha ytiksek olmasi
beklenmigtir.

3 farkli ¢dzici icin yapilan analizler, beklendigi gibi 25 °C'de oksidasyon oraninin daha
yuksek oldugu fakat sicakliktaki degisimin S75 lipozomlarini E80 lipozomlarindan daha fazla
etkiledigi sonucuna variimasini saglamistir. DS ve ATC ornekleri icin, oksidasyon oranlari
farkli olmasina ragmen degiskenler istatistiksel farklilik acisindan ayni egilimi gostermigtir.
Depolama sirasinda hidroperoksit olusumunun 6nemli dlgtide arttigr bu iki ¢bzucu igin 3-
yonli varyans analizi (ANOVA) sonuglari, oksidasyon derecesinin buytkten kiguge S75 (25
°C); E80 (25 °C); E80 (4 °C); S75 (4 °C) olarak siralanabilmesine olanak saglamistir.

Bu sonucgtan hareketle S75’e oranla oda sicakliginda daha az ancak buzdolabi sicakhginda
daha fazla oksitlenen E80 lipozomlarinin sicaklik degisimiyle oksidasyona karsi daha direncli
oldugu soylenebilmektedir. Fakat disik sicaklikta depolama calismalari icin (=4 °C) S75
lesitininin oksidasyon agisindan daha uygun oldugu goérilmektedir (Sekil 15 ve 16).

Diger yandan, her iki fosfolipid icin de FTC'de hazirlanan lipozomlarin oksidasyona karsi
guclu bicimde direng gosterdigi ve hidroperoksit dlgiimlerinin dusuk seviyelerde kaldigi tespit
edilmigstir. Diger cozeltiler icin kayda deger oksidasyon seviyesine 10 gin sonra ulasilirken
bu degisim FTC numunelerinde ancak 20 gin sonra gortlebilmistir. Bu farklidin da yine iyon
konsantrasyonu ve Ozellikle FTC'de bulunan dihidrojen fosfat ile iligkili oldugu
dustnulmektedir. Literatlirde benzer durumda dihidrojen fosfat iyonlarinin morina fosfolipidi
lipozomlarinda oksidasyonu azalttiginin belirtimesi de bu disunceyi dogrulamaktadir
(Mozuraityte, Rustad, & Storrg, 2006). Ayrica zeta potansiyel dlgciim raporlarinda éntanimli
olarak verilen iletkenlik degerlerinin FTC Ornekleri icin ¢ok daha yuksek degerler vermesi

(=30 mS/cm) de durumu destekleyici niteliktedir.
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Sekil 15. Asetat tampon c¢ozeltisi (ATC) icerisinde hazirlanarak 4 °C’de saklanmis farkh
lipozomlarin  zamana bagh hidroperoksit olusumlari. UTO gdsterimi, yalnizca

6nhomojenizasyon uygulanmis numuneler icin kullaniimistir.
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Sekil 16. Asetat tampon c¢oOzeltisi (ATC) icerisinde hazirlanarak 25 °C'de saklanmis farkli
lipozomlarin  zamana bagli  hidroperoksit olusumlari. UTO go6sterimi, yalnizca

6nhomojenizasyon uygulanmis numuneler i¢in kullaniimistir.

Bu farklik dikkate alinarak FTC ile hazirlanan érneklerin hidroperoksit dlcimleri detaylica
incelenmis ve EB0 drneklerinde 4 °C'de 25 °C'ye gore daha fazla oksitlenme goérilmesi gibi
sasirtici bir durum ile karsilasiimistir. Bu tuhafigin S75 6rneklerinde goérilmemesi, E8O0 tipi
fosfolipid, FTC ve sicaklik arasinda o©ngorilemeyen bir etkilesim olmasi gerektiginin
gostergesidir. Daha 6nce de belirtildigi izere E80 lipozomlarinin buzdolabi sicakliginda oda
sicakligina nazaran oksidasyona bir sekilde daha duyarli oldugu goérulmusti. Bu durum,
oksijenin bahsi gecen solventte ¢ozunuarligu ile iliskilendirilebilir. Cézeltideki tuzluluk oraninin
artisi sulu c¢ozeltideki oksijen ¢ozunurliguni azaltir (Battino vd., 1983) bu durum FTC
orneklerindeki oksidasyon gecikmesinin en buylk nedeni olarak gosterilebilir. 4 °C’de daha
fazla hidroperoksit olusumu gérilmesi durumu ise daha 6nce de bahsi gecen, sicaklikla hem
artts hem de azalma goOsterebilen tuzla c¢oOkeltme (salting out) mekanizmasi ile
iliskilendirilmistir. Bizim durumumuzda tuzla c¢okeltme etkisinin E80 varliginda sicaklikla
azalmasi, yani oksijen ¢dzunurligund arttirmasi s6z konusudur.

Genel olarak S75 ve E80 lipozomlarinin hidroperoksit bulgulari degerlendirildiinde soya

lesitini olan S75'in dusuk sicakliklarda saklama kosullarinda depolama calismalarina
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uygunken daha yuksek sicaklikta depolama sicakliklarinda yumurta lesitini E80'in daha

uygun oldugu sonucuna variimistir.
4.1.5.2 Parcacik Boyutunun Hidroperoksit Olusumu Uzerindeki Etkisi

Genel olarak en buyuk parcacik boyutlart FTC 6rneklerinde gortlmistir. Bu durum direkt
olarak pH ile degil, yik ve iyon konsantrasyonu ile baglantilidir. pH ile direkt korelasyon
beklememekle birlikte kiigtilen parcacik boyutu ile artan ylzey alaninin oksidasyona etkisinin
arastirmaya deger oldugu dasuntlmustir. Ancak genellenebilecek bir bulgu elde
edilememistir.  Bunun nedeninin parcacik boyutu o&lcim teknigi ile alakall oldugu
dusunulmektedir. Olgilen hidrodinamik parcacik boyutunun gercek parcacik boyutu
olmamasinin oksidasyon ile baglanti kurabilecek dogru ANOVA analizini bozmus olmasi
muhtemeldir. Saklama sonunda oksidasyonun en az gorildigu numunelerin yalnizca
6nhomojenizasyon uygulanmis olanlar oldugu tespitine dikkat edilmelidir.

Bizim sistemimizde, pargacik boyutu ile oksidasyonun bir korelasyonu olmasi halinde bu
durumun daha kuguk parcacik boyutlu ve daha fazla yizey alanina sahip olan yiksek
basinc¢lilarda daha fazla olmasi beklenir. 1300 bar basin¢lanmis numunelerde bu beklenti
cogunlukla karsilanmistir. Fakat ¢ift katmanh yapilar s6z konusu oldugunda, oksidasyonun
cogunlukla yagd asidi zincirlerine bagh oldugu bilinmektedir (Schnitzer, Pinchuk, &
Lichtenberg, 2007). Buradan hareketle, lipozomlarin biittnlikleri bozuldugunda ve hidrofobik
kuyruklar ortama maruz Kkaldiginda oksidasyonun tetiklenmesi beklenir. Sekil 17
incelendiginde, 20 gin depolama sonrasinda DS'de hazirlanan 400 bar basinclanmis S75
numunelerinin sasirtici derecede yuksek hidroperoksit olusumu gosterdigi fark edilmektedir.
Bu durumun, 14-30 giinleri arasinda azaldigi gorilen parcacik boyutu ile muhtemel bir iliskisi
oldugu sdylenebilir.

Diger yandan, 400 bar basin¢la DS'de hazirlanan E80 numunelerinde 10 giin depolama
sonrasinda bu hipotezin tersini dogrular bir davranis farkedilmistir (Sekil 18). Fakat 10. guni
izleyen zamanlarda hidroperoksit egiminin azalarak devam ettigi bu érnekler icin ilk glinlerde
hizli oksitlenme go6rilmesinin nedeninin MA uygulamasi sirasinda 400 bar 6rneklerinin
digerlerine nazaran daha fazla oksijene maruz kalmalari oldugu dusunilmektedir. Cinkid MA
ekipmaninda uygulanan basin¢ arttikgca UrlUnlerin islem gdrme hizi artmakta ve bu da

dogrudan oksijen ile temas suresini etkilemektedir (azaltmaktadir).
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Sekil 17. Distile su (DS)'de hazirlanmis S75 lipozomlarinin zamana bagh hidroperoksit
olusumlari. UTO gosterimi, yalnizca ©Onhomojenizasyon uygulanmis numuneler igin

kullaniimistir.
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Sekil 18. Distile su (DS)'de hazirlanmis E80 lipozomlarinin zamana bagh hidroperoksit
olugsumlari. UTO gosterimi, yalnizca ©Onhomojenizasyon uygulanmis numuneler igin
kullantimistir.

4.1.5.3 Cozelti Tipinin ve Hazirlama Yénteminin Hidroperoksit Olusumu Uzerindeki
Etkisi

Cozlucunun pH'si ve lipozomlarin oksidasyonu arasinda stiphesiz bir baglanti vardir. Cozucu
turine gore karsilastirmay! daha kolay tespit edebilmek amaciyla zaman degiskeni bu
bolimdeki istatistiksel analize dahil edilmemis ve farkin en bariz olmasi beklenen 30 gin
bekletiimis 25 °C numuneleri ANOVA ile incelenmistir. Sonuclara gore farkli solventlerde
hazirlanan lipozomlarin farkli homojenizasyon teknigi ve dizeylerinden farkl etkilendikleri
gOralmastdr.

Ozellikle belirtmek gerekirse ATC icin, 5 ve 8 dakika USK uygulanan numuneler en fazla
oksidasyona ugrarken onlari sirasiyla 2 dakika ve 1300 bar islemleri ve son olarak da 400
bar numuneleri takip etmistir. ATC gibi asidik bir ortamda MA’ya kiyasla daha fazla bulunan
USK etkisi, USK uygulamasi sirasinda gecis metali olan titanyum probdan numuneye metal
gecisinden kaynakli olabilir. Cift katmanl sistemlerde oksidasyon c¢ogunlukla yag asidi
zincirlerine bagh olmasina ragmen hidrofilik gruplarin da gecis metalleri veya pro-

oksidantlarin mevcudiyetinde oksidasyona katkida bulunabilecedi bilinmektedir (Schnitzer
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vd., 2007). Bu durumda, dusuk pH ile tetiklenerek gecgis metalinin numuneyle dogrudan
temas halindeki probdan numuneye gecisi oksidasyona katkida bulunmus olabilir.

Hazirlama teknikleri karsilastirildiinda, MA prosesinin dodasi geregi numuneyle havanin
daha cok temasini gerektirmesi, MA icin daha yuksek oksidasyon beklentisi yaratmaktadir.
Hazirlama teknigi nedeniyle meydana gelen degisiklikleri gozlemleyebilmek icin veriler,
depolamanin yalnizca ilk guni i¢in tim homojenizasyon seviyeleri dikkate alinarak 1-yonlu
ANOVA ile analiz edilmistir. Oksidasyon derecesi, her iki homojenizasyon teknidi icin de
sadece onhomojenizasyon uygulanmis olan kontrollerden énemli 6lglide yiksek ¢ikmistir (p
<0.05). Fosfat ve asetat tampon c¢ozeltileri icinde hazirlanan lipozomlar icin MA, USK'dan
daha yuksek oksidasyon degerleri verirken, DS 6rneklerinin ikincil homojenizasyondan esit
derecede etkilendigi goralmustur. Yani tampon ¢ozeltiler icinde hazirlanan analoglari MA'da
USK'ya oranla istatistiksel olarak farkedilecek kadar daha fazla oksitlenmistir (p <0.05). Bu
da DS'de hazirlanan lipozomlarin USK islemine karsi daha hassas oldugunu gdsterir. USK
sirasinda olusan kaviteler bu hassasiyetin nedeni olabilir. Yiuksek sonikasyon ile agiga ¢ikan
yogun enerji, suyu hidroksil radikallerine ayristinir ve bu radikaller oksidasyonu tetikler
(Pingret vd., 2012). Tampon c¢Oziciler ile DS arasinda olusan bdyle bir fark, tampondaki
iyonik bilesenlerin su molekullerini baglamasiyla kavite olacak daha az serbest su ve aktif
bilesik kalmasi ile ilgilidir.

4.1.6 NMR Relaksometre Olgiimleri

Nukleer Manyetik Rezonans, molekiler dizeyde hem vyapisal hem de dinamik bilgi
kazanmak icin kolloidal bilimde giderek daha fazla kullanilan, invaziv olmayan, tahribatsiz bir
analiz yontemidir (Leal, Rognvaldsson, Fossheim, Nilssen & Topgaard, 2008). Yo&ntem;
numune baska bir harici manyetik alan etkisi altindayken bir anlik sinisoidal manyetik
titresim ile rahatsiz edilmesi sonucu numuneden gelen manyetik sinyalin geri kazanimi (veya
bozulmasi) 6lcimine dayanir (Hashemi, Bradley, & Lisanti, 2010). Dusik ¢ozunurlukla,
zaman-bazli NMR Relaksometri cihazlarinin oérneklerdeki yag/su icerigi, daginik faz orani,
parcacik boyutu dagilimi, W/O/W emdilsiyonlarinda hapsedilmis su hacmi ve diger kolloidal
sistemlerde polimer jellesmesi ve agregasyonu tayinlerinde etkili oldugu kanitlanmistir
(Mariette, 2009; Vermeir, Sabatino, Balcaen, Van Ranst, & Van der Meeren, 2014). Tipik
olarak 25 MHz'den daha dusuk frekanslarda calisan bu tezgah ustit NMR cihazlari,
boylamsal (geri kazanim egrisi zaman sabiti, T,) ve transversal (azalim egrisi zaman sabiti,
T,) relaksasyon surelerini dlgmek igin kullanilirlar (Kirtil vd., 2014; Mariette, 2009; Marigheto

vd., 2007). Olgiilen bu relaksasyon zamanlari, karmasik gida sistemlerindeki her farkli gida
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bileseni igin ve hatta farkl proton ortamlarina sahip ayni bilesenler i¢in dahi farklilik gosterir.
Ozellikle, kolloidal sistem analizinde T, relaksasyon zamanlari ve spektrumlari, su ve yagin
durumu ve hareketliligi hakkinda detayli bilgi vermek icin sayisiz sekilde kullaniimistir.
Yontemin invaziv olmayan dogas! sayesinde ayni Ornek Uzerinde tekrarlanabilir sonuclar
elde edilebilen bu yontem, zamana bagl emdlsiyon sistemi dinamiklerinin izlenmesi icin
Ozellikle uygundur (Bernewitz, Dalitz, Kéhler, Schuchmann, & Guthausen, 2013; Hashemi
vd., 2010).

Bu calismada, degisik ¢ozlcilerde (ATC ve FTC) farkl fosfolipid tiplerinden (E80 & S75)
hazirlanan lipozomlarin zamana gére (1, 4, 7, 10, 14, 28 ve 35. gunlerde) farkli depolama
sicakliklarindaki (4 & 25 °C) dedisimlerini izlemek icin kullaniimistir. NMR relaksometri
deneylerinden kasit T, relaksasyon siresi dlgtimleridir. Sicaklik, T, élciimlerini etkileyecek bir
faktor oldugu icin her bir dlgimden ©Once analizi yapilacak numune yeterli sure oda
sicakliginda bekletilerek dengeye gelmesi saglanmistir. Projeye NMR relaksometri dahil
edilmesinin amaci, bu yontemi lipozomlarin karakterizasyonu icin kullanmanin mumkun olup
olmadigini arastirmakti. Bu yuzden detayli karakterizasyon amach NMR deneyleri yalnizca
USK'ya gore ¢ok daha gelecek vaad ettigi bulunan MA numuneleri igin yapilmistir. NMR T»
relaksasyon sureleri, transversal NMR sinyalinin tek veya ikili issel modele uydurulmasi ile
elde edilmistir. Transversal relaksasyonun uygulandigi tek Usli model Denklem 1'de
verilmistir.

M :Mo e—TE/TZ(l)

Xy

Burada M,,, xy eksenindeki manyetik sinyalin buyuklugu; M,, ilk net manyetizasyon ve TE,

Xy
eko zamani (anlik manyetik titresim gonderildikten sonra sinyalin kaydedilmesine kadar
gecen sure)'dir (Hashemi vd., 2010). Zamana bagl transversal relaksasyonu olcilen tim
lipozom 6rneklerinin hazirlandiktan hemen sonraki (1. giindeki) élcimleri, tek Gssel davranis
sergilediklerini gostermisitir (Tablo 9-11). Bu durum, uygulanan homojenizasyonun yeterli
oldugu anlamina gelmektedir. Yani lipozomlar, ilkin tampon c¢ozeltiler icerisinde esit sekilde
dagilimistir. Fakat numunelerin bir kismi icin takip eden gunlerdeki ol¢cumler, tiplerde faz
ayrimi veya kati partiktl olusumunu belirginlestirmis; bu da ikinci derece T, relaksasyon
bilesenleri olusumu olarak sonuclara yansimistir. Bu yaklasim, emdlsiyonlari konu alan
onceki calismalarin yorumlanmasinda basarili bir sekilde kullaniimigtir. Onuki vd. (2016),
NMR T, verileri ile etkili bir sekilde krema olusumu silrecini izlemistir. Arastirmacilar,

instabilite belirtisi (flokilasyon, kremlesme ve agregasyon gibi) gérilmeyen ve kinetik olarak
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stabil olan emdlsiyonlardan gelen sinyalin tek Ussel relaksasyon davranisina uygunlugunu
goOstermislerdir. Diger yandan santriflljlenen drneklerin T. relaksasyonu, ikili issel davranisla
daha uygun bir sekilde aciklanabilmistir (Onuki, Kida, Funatani, Hayashi ve Takayama,
2016). Bu bulgu, T relaksasyon sinyallerini etkileyen farkli kompartmanlar arasindaki suyun
diftizyonuyla ilgilidir. Suyun relaksasyon davranisinin T»; ve T, ile tanimlandigi iki farkli A ve
B proton ortami icin diflizyon katsayisi (Das (m?/s)) relaksasyon hizindaki farka (AR:2; R.=
1/T,) kiyasla daha hizliysa; su relaksasyonundan tekli Ussel sinyal elde edilecektir. Belirli su
gruplarinin relaksasyon hizlari arasindaki fark arttikca ¢ok sayida pik ortaya c¢ikar (Mariette,
2009). Bu mekanizma, NMR Relaxometri kullanilarak emdlsiyon ve kolloidal sistem stabilitesi
hakkinda bilgi elde etmek igin kullaniimistir.

'H NMR, numunenin protonlarindan gelen tim manyetik relaksasyon sinyali 6lger. Bununla
birlikte, degistirilebilir olmayan protonlarin (6rnegin katilarda degistirlemez CH baglar gibi)
manyetik relaksasyonu, disuk alanh NMR sistemlerinin dlgiim gecikmesinin sinirlandirh
olmasi nedeniyle toplam sinyale katkida bulunmaz. Bizim olgumuz igin sivilardan ve
degistirilebilir katilardan (6rnedin ~OH gruplari) gelen sinyallerde lipid ve su baskindir.
Dolayisiyla, bu calisma icin hemen hemen tim aciklamalar ¢ozeltideki lipid ve suyun durumu
ile ilgilidir (Kirtil & Oztop, 2015; Mariette, 2009; Marigheto vd., 2007).

Basing, cozici tipi ve fosfolipid kaynaklari arasinda herhangi bir fark tespit edilip
edilemedigini gorebilmek amaciyla yapilan ANOVA analizi Tablo 8'de verilmistir. Farkli
basinclar ve depolama sicakliklari icin ayri ayri yapilan zamana bagl istatistiksel analiz
sonuclari da tablo 9-11'de ayrica gOsterilmistir. Depolama suresinin 4. faktor olarak
getiriimesi ANOVA sonuclarini  zorlastirdigindan ve yorumlamayr daha zor hale
getireceginden, analiz her lesitin tipi-solvent kombinasyonu igin belirli bir sicaklik ve MA
basincinda yapilmistir.

E80 ve S75 lesitinleri igin ilk guin 6l¢llen pargacik boyutu ve T, sireleri arasindaki korelasyon
sirasilyla ATC icin -0.985 ve -0.958; FTC icin -0.861 ve -0.955 bulunmustur. Negatif
korelasyon, partikil boyutu azaldik¢a artacak olan serbest su miktari ile agiklanmistir.

Taze hazirlanmis lipozomlarin T, degerlerinde yapilan 3-Y6nli ANOVA sonuglari; ¢ozicd,
lesitin tipi ve MA basinci degiskenlerinin hepsinin birbirinden énemli derecede farkli oldugunu
aciga cikarmistir (p<0.05). T, degerleri artan basin¢ dolayisiyla azalan parcacik boyutu ile
artmistir. Lipozomlarin parcacik buyuklugu yuksek basingla kicultildiginde kapsullenmis
hacim azalmig, bu sekilde kiguk kesecikler olusturan lipozomlar igindeki su miktari azalarak

daha c¢ok su ortamda serbest halde kalmistir. Suyun lipozom merkezlerinden digari
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atilmasiyla ortamda kapsullenmemis, yigin halindeki su miktari artmis ve bu da T:
zamaninda artisa neden olmustur.

Daha 6nce de bahsedildigi lizere solvent ve lesitin tiplerinin de T, analizleri birbirinden kayda
deger derecede farkh bulunmustur (p <0.05). ATC lipozomlarinin T, sireleri FTC'ye gore
daha kucuk parcacikli olmalari ile de uyumlu sekilde—ortamdaki serbest suyun varliginin T,
suresini uzatmasi beklenir— daha uzun bulunmustur.

Ote yandan, hemen hemen tim tampon c¢ozelti homojenizasyon tipi ve basing
kombinasyonlari igin; E80 o©rneklerinin relaksasyon sureleri daha yuksek c¢ikmistir. T,
relaksasyonu, 'H iceren molekillerin molekuler hareketliliginden oldukca etkilenir. Bos
lipozomlar % 90'dan fazla su igerdiginden, sinyal degisiklikleri biyik oranda suyun hali ve
hareketliligindeki degismelerden etkilenecektir. Daha buyuk bir bélmenin icinde hapsedilen
su, daha az sinirlandiriimis olur. Bu durum, 'H protonlarinin serbestge hareket etmek ve
rotasyonu icin yeterli alani saglar ve daha yavas bir relaksasyon hizi ile sonuglanir.
Dolayisiyla daha serbest olan 'H protonlari daha yiiksek T, relaksasyon sirelerine sahip
oldugu soylenebilir. Daha sinirli ortamdaki su, araylzini ¢evreleyen kati yluzeyleri tarafindan
kisitlanmis olacagindan T, sireleri ¢ok daha kisa olacaktir (Kirtil & Oztop, 2016; Liu vd.,
2016; Miklos vd., 2014a). E80 orneklerinde daha dusik relaksasyon hizinin elde edilmesi,
suyun yilksek hareket kabiliyetine isaret etmektedir. Bu, dogrudan hapsedilen suyun hacmi
ile iligkilidir. S75 daha kucguk lipozomlara sahip oldugundan, bu o6rneklerde lipozom
merkezine hapsedilen su miktarinin daha az olmasi beklenir, yani E80 lipozomlari genel
olarak daha fazla suyu hapsetmistir. E80 numunelerindeki serbest suyun daha fazla
sinirlandiriimis olmasi, S75 lipozomlarina kiyasla su molekiilleri icin daha serbestce hareket
etmek ve rotasyon icin yeterli alan temin ettigini gostermistir.

Bununla birlikte, T, slrelerinin parcacik boyutu ile mikemmel korelasyon géstermemesinin
bir diger nedeni ise parcacik boyutlarindaki yiksek farkin zaman zaman T, relaksasyon
zamanina benzer sekilde yansiyamamasidir. Bunun nedeni, E80'in bilesimi ile
aciklanabilmistir. Uriin bilgilendirme féyiinde gosterildigi izere E80 lesitini % 80 (a/a)
fosfatidilkolin igerirken, S75 lesitini %70 (a/a) fosfatidilkolin icermektedir. Fosfatidilkolin,
amfifilik bir moleklldir ve bu haliyle emilsiyon yapici 6zellige sahiptir. Emilgatérlerin bir
dispersiyona eklenmesi T, relaksasyon suresini azaltir (Kirtil & Oztop, 2016; Onuki vd., 2016;
Zhang vd., 2016). Bu, lipozomlarin hem i¢ hem dis kisimlarinda emulgatér ile temas ederek
hareketi kisitlanan suyla iligkilidir. Yogun nufuslu arayiiz, su protonlarinin c¢evresindeki
molekiillerle yakin etkilesime girerek daha hizli manyetik enerji alisverisine yol acacak uygun

bir ortam yaratir. Bu olay bircok ¢alismada gozlenmistir (Kirtil & Oztop, 2016; Mariette, 2009;
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Onuki vd., 2016; Zhang vd., 2016). E80 orneklerindeki emulgatér oraninin c¢oklugu, T»
zamanini azaltmada buyuk olasilikla etkili olmustur ancak yine de E80 6rnekleri icin parcacik
boyutunun daha ylksek olmasi toplam T, siresinin daha uzun olmasini agiklamada daha
baskindir.

Bos lipozomlarda ve 6zellikle ATC numuneleri icin daha belirgin olmak Uzere, basing ve T,
zamani arasinda pozitif bir korelasyon oldugu go6rilmektedir. Daha ylksek
mikroakiskanlastirma basinclarinin daha dusik ortalama parcacik boyutlari ile sonuclandigi
bilindiginden bu beklenen bir durumdur. Yalnizca birincil homojenizasyon ile muamele edilen
numunelerle karsilastirildiginda mikroakiskanlastirma ile pargacik boyutlarini % 85'lere kadar
(6rnegin S75 numuneleri igcin 272 nm'den 35 nm'ye kadar) dusurmek mimkin olmustur.
Parcacik boyutlarindaki bu azalma ile ortalama T, relaksasyon sirelerinde artis oldugu
gozlenmistir. Azalan parcacik boyutlariyla birlikte lipozomlar kiigik ama fazla sayida kesecik
olusturarak daha yogun bir sekilde dagilmistir ve lipozomlar suda daha iyi dagildiginda
hapsedilen su hacmi azalir. Ufak kesecikler icindeki su lipozomun merkezinden
kurtuldugunda harici su miktari artar ve bu da su molekillerinin hareketliligini arttirir.
Hareketlilik artisi yasayan su molekilleri daha yiksek intermolekiler bosluklara sahiptir ve
bu da manyetik relaksasyon hizini sénimler ve T, relaksasyon zamaninin artmasina neden
olur (Kirtil vd., 2014). Bu egilim ATC numunelerinde FTC’lere gore daha belirgindir. FTC
numunelerinin T, relaksasyon zamanlari asetatlara gére daha yavas bir azalma gdstermistir.
Bu, farkh ¢oziculer tarafindan tanitilan araylzey etkilesimindeki degisikliklerle iligkili olabilir.
Zeta potansiyeli sonuclarinda belirtildigi izere ATC numuneleri yaklasik -20 mV'lik bir zeta
potansiyele sahipken; FTC numunelerinin zeta potansiyeli sifir civari tutum sergilemekteydi
(bu durum, solventin instabilitesinin gugcli bir gostergesi idi). Yizey yuki ne kadar yuksek
olursa araylzey tabakasl da o kadar yogun ve kompakt bir sekilde iyonla dolar. Ortalama
sifir mV'lik yizey yukd ile lipozomlar parcacik boyutu artmasina neden olabilecek
floktlasyona oldukca duyarli olacaktir. Ek olarak, FTC lipozomlarini ¢evreleyen belirsiz ve
daha diizensiz iyon bulutu ile karsilastiriidiginda, ATC sollsyonlarindaki daha siki istiflenmis
iyonlarin su molekdillerinin hareketi Uzerinde daha kisitlayici olmasi beklenebilir. Bu da iki

¢Ozucunun T, sirelerinin daha da farkli olmasina neden olmustur.

T, sireleri ayrica zamana bagh da 6lcilmis ve parcacik boyutu ile relaksasyon arasinda bir
iliski aranmigtir. FKS ile parcacik boyutu dlgumleri karakterizasyon amagli olarak yaygin

sekilde kullaniimaktadir. Bu ¢alismanin en Onemli bulgularindan birisi FKS ile olgulen
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parcacik boyutlarinin NMR relaksometre degerleri ile dogrulanmis olmasidir. istatistiksel
analiz sonuclari MA basinci ile olusan herhangi bir parcacik boyutu degisimini aciga ¢ikan su
miktari sayesinde tespit edebilmistir. FTC'de hazirlanarak 25 °C'de saklanmis S75
numuneleri i¢cin hem parcacik hem T, Olgumleri ilk hafta civarinda benzer bir yikselis
goOstermistir (Sekil 19). Parcacik boyutundaki degisim parcaciklarin zamanla serbest
enerjilerini azaltmak igin birlesme yoniindeki kinetik stabilite dengeleri ile agiklanmistir. T,
degisimleri de benzer bir sekilde yorumlanabilir ¢iinkli NMR relaksometri kisim kisim bdlmeli
yapilardaki proton dagilimi degisimlerini molekiler diizeyde algilayabilmektedir.

Lipozomlarin birlesmesi parcacik boyutunda artisa neden olurken ayni zamanda da ortama
salinan suyun miktarini arttirir. Nanokapsullerin bozulmasi hapsedilmis suyu serbest birakir
ve bu da toplam T, siresini yukseltir. Su ile karsilastinldiginda, lipidlerin T, degerleri gok
daha dusuktir, bu nedenle lipidlerin sulu bir sisteme eklenmesinin toplam T. zamanini

azaltmasi beklenen bir sonugctur.
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Tablo 8. Asetat tampon ¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon ¢dzeltisi (FTC) ile hazirlanan E80 ve S75 lipozomlarinin 3 yonlit ANOVA ile analizi.

ATC

FTC

400 BAR

900 BAR

1300 BAR

400 BAR

900 BAR

1300 BAR

E80

1227.05°+1.78

1593.28" + 27.99

1741.83% + 56.73

1318.67"+ 16.96

1572.94° + 39.05

1523.95" + 15.32

S75

960.37" + 11.55

1399.67° + 3.85

1694.40% + 19.86

1165.17°+17.95

1416.79% + 19.52

1479.94% + 21.39
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a00 BAR | 222" Tz (ms)
(giin) S75 ATC S75 FTC E80_ATC E80_FTC
1 960,37° + 11,55 |1165,17° + 17,95 1227,05° +1,78 | 1318,67° + 16,96
4 1019,8° + 16,01 |1210,10% +17,70  |1251,65°+ 30,82 | 1365,72% + 35,75
7 1046,27° + 15,64 | 1292,12% + 8,46 1260,50°+ 5,06 1499,27% + 15,11

4oc 10 1038,23°+ 9,14 | 1338,28° + 47,34 1253,14°+ 3,80 1471,72% + 27,78
14 1089,93° + 13,9 | 1715,06% + 64,61 1372,13°+ 2355 | 1662,59° + 157,19
21 1111,2°+7,68 | 1468,65° + 11,68 1193,31%+ 23,09 | 1541,52% + 45,47
28 1109,55° + 2,72 |1384,74* + 13,16 | 1156,11%+10,59 | 1436,81"™ + 23,48
35 1173,56° + 13,1 | 1359,38° + 38,54 1134,67°+ 17,96 | 1429,42" + 3,83
1 1133,39°+ 6,76 | 1234,39" + 15,40 930,15% + 3,80 122583 + 17,40
4 1234,93% + 7,31 |1443,41%° + 2292 | 953,85°+ 14,77 | 1446,93" + 28,16
7 1244,02% + 6,71 | 1535,55° + 69,65 950,52° + 28,24 | 1694,41% + 72,05

sgoc |10 1260,62° + 7,93 | 142625 + 26,21  |878,57°+11,41  |1610,21%® + 161,75
14 1269,67°+9,67 |1520,08®+26,12 | 876,91° + 4,86 1763,66° + 146,56
21 1220,56" + 3,85 | 1377,92° + 32,14 775,83 + 6,95 1598,57% + 124,59
28 1221,49° + 15,36 | 1379,01° + 25,68 771,39° + 3,89 1432,87™ + 20,53
35 1156,71°+ 27,77 | 1478,83® + 25,96 | 784,62° + 14,61 1447,87™ + 18,23

Tablo 9. Asetat tampon c¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon ¢ozeltisi (FTC) icerisinde 400 bar basinclanarak farkli sicakliklarda bekletilen E80 ve

S75 lipozomlarinin ortalama T, degerleri. istatistiksel analiz her bir fosfolipid-¢6ziicii kombinasyonu ve sicaklik icin ayri ayri yapilmistir.
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900 BAR | 0" Tz (ms)
(giin) S75 ATC S75 FTC E80_ATC E80_FTC
1 1399,67°+3,85  |1416,79°+ 19,52 | 1593,28"+ 27,99 | 1572,94° + 39,05
4 1408,15° + 21,97 | 1405339+ 12,62 |1743,21°+8,06 | 1560,41° + 11,04
7 142252® + 7,04 | 1454,62% + 1422 |1695,37% + 23,70 | 1616,63“ + 14,46

4oc 10 1426,41%+7,76  |1507,88%+ 9,30  |1719,5°+50,96 | 1620,44% + 15,69
14 1401,39°+ 27,32 | 1523,57°+ 33,68 | 1678,71®+ 30,07 |1713,58" + 59,37
21 1441,05®+ 7,78 | 1684,41°+29,43 |1747,93*+73,19 |1773,68% + 47,88
28 1460,24° + 18,46 | 1666,57°+7,32 | 1758,09°+ 35,02 | 1852,64° + 53,91
35 1404,41° + 10,10 | 1522,56°+ 5,83 | 1663,35 + 45,16 | 1632,84“ + 10,11
1 1412,69°+ 10,16 | 1544,02°+ 26,24 | 1601,56% + 27,76 | 1562,71° + 27,91
4 1519,09% + 31,23 | 1539,42°+ 48,88 | 1699,53% + 17,33 | 1824,68° + 56,97
7 1573,56" + 18,81 | 1642,37+ 74,02 |1712,11%+ 11,05 |1863,96°+ 15,86

sgoc |10 1622,31% + 25,80 | 1699,39° + 26,87 | 1740,36°+ 54,82 | 1832,95° + 26,56
14 1607,92°+ 9,95 | 1658,08% + 52,70 | 1676,05" + 20,08 |1808,11°+ 41,75
21 1629,98% + 19,37 |1709,91°+ 15,91 | 1656,14™ + 20,58 | 1877,47°+ 7,28
28 1671,39°+ 10,48 | 1745,69° + 8455 |1637,22% + 15,97 | 1773,01° + 152,71
35 1507,98°+ 25,98 | 1611,69%°+ 48,96 |1540,36°+ 11,39 | 1781,71° + 36,58

Tablo 10. Asetat tampon ¢ozeltisi (ATC) ve fosfat tampon ¢ozeltisi (FTC) icerisinde 900 bar basinglanarak farkl sicakliklarda bekletilen E80 ve

S75 lipozomlarinin ortalama T, degerleri. istatistiksel analiz her bir fosfolipid-¢6ziicii kombinasyonu ve sicaklik icin ayri ayri yapilmistir.
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Tablo 11. Asetat tampon ¢b6zeltisi (ATC) ve fosfat tampon ¢ozeltisi (FTC) icerisinde 1300 bar basinclanarak farkl sicakliklarda bekletilen ES0 ve

S75 lipozomlarinin ortalama T, degerleri. istatistiksel analiz her bir fosfolipid-¢6ziicii kombinasyonu ve sicaklik icin ayri ayri yapilmistir.

1300 BAR |22 Tz (ms)
(giin) S75 ATC S75 FTC E80_ATC E80_FTC
1 1694,4°+ 19,86 | 1479,04°+21,39 |1741,83°+56,73 | 1523,95° + 15,32
4 1720,55° + 48,25 |1499,23% + 19,12 |1798,63°+ 27,13 | 1607,87™ + 28,65
7 1651,832+ 12,91 | 1504,61 + 24,14 | 1734,04" + 9,31 1543,06™ + 32,34

4oc 10 1684,41° + 38,21 | 1563,37°+ 17,08 |1796,42° +5521 | 1651,99° + 20,12
14 1709,81° + 28,37 | 1658,40° + 84,55 |1802,84° + 12,27 | 1874,59° + 27,05
21 1680,20° + 14,52 | 1808,58° + 70,49 | 2051,67°+ 67,31 | 1843,19° + 95,78
28 1711,37°+ 36,05 |1823,79° + 41,47 | 1989,06° + 52,95 | 1870,53" + 42,57
35 1723,37°+ 10,94 |1626,93" +53,17 |1821,96° + 56,73 | 1799,01° + 38,64
1 1698,67°+9,21 | 1466,50°+ 17,53 | 1728,249+ 39,24 | 1506,14° + 24,57
4 1708,42° + 136,35 | 1685,58" + 45,01 | 1939,88%* + 51,87 | 1873,78" + 41,00
7 1721,34°+ 21,10 | 1655,47° + 28,40 | 1960,44% + 63,38 | 1812,23" + 38,49

25 oC 10 1769,48° + 21,37 |1678,11"+ 35,06 | 1991,25° + 78,44 | 1864,61° + 62,25
14 1727,44°+ 29,02 | 1709,06% + 49,35 | 1853,65" + 12,61 |1797,93%+ 9,05
21 1830,36° + 20,83 | 1711,03" + 31,05 |1931,03* + 37,69 | 1834,23" + 124,33
28 1761,60°+ 1,13 | 1777,18°+ 63,73 | 1830,27°°+537 | 1870,87° + 40,88
35 1794,93°+ 35,80 |1657,24°+32,31 | 1955,08% + 1548 | 1806,45" + 60,01
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Sekil 19. Fosfat tampon c¢ozeltisi (FTC) icerisinde 1300 bar basinglanarak 25 °C'de

saklanmis S75 lipozomlarinin parcacik boyutu ( ) ve T, degerleri (==— ) degisimi.

Sonuglarimiza gére NMR relaksometri 6lgiimlerinin bir diger énemli bulgusu, lipozomlardaki
ufak degisikliklerin T, degerleriyle izlenebilecek olmasidir. Daha 6nce de bahsi gecen Sekil
19, FTC'de hazirlanan S75 lipozomlarinin zamanla parcacik buyiklugu ve T, degdisimini
gostermektedir. T, degerleri, karakteristik degisimin en belirgin oldugu depolamanin ilk
gunlerindeki parcacik boyutu degisimini benzer bir sekilde izlemistir. Daha sonrasinda egilim
cogunlukla benzer bir yonde ilerlemis, ancak parcacik boyutu sonuglari depolamanin
ilerleyen gunlerinde parcaciklarda bir degisim tespit edememistir. T, sonugclar ise—ilk
haftadaki dizeyde olmamakla birlikte— sabit kalan parcacik boyutuna kiyasla zamanla yavas
yavas artisa neden olan bir degisim gostermis ve bu degisim bir ay sonrasinda belirgin
sekilde farkhhga ulasmistir (p<0.05). Bu degisimin, lipozomlarin zamanla bozulmasinin
ve/veya lipid oksidasyonu gibi yavaslatilabilecek fakat dnlenemeyecek kimyasal degisimlerin
bir gdstergesi olabilecegi diisinilmektedir. Bu acidan disinildiginde numunelerde degisim
gorulmesi daha beklendik bir sonu¢ olmakta ve NMR analizini parcacik boyutuna gére daha
tercih edilir kilmaktadir. MA basincinin sistemde olusturdugu ve FKS ile bulunabilen tim
degisikliklerde NMR relaksometrinin de ayni tespitleri yapabilmis oldugunu séylemek bu
baglamda 6nemli bir destekleyicidir.

FTC'de hazirlanan lipozomlarin zamanla bozuldugu belirtiimisti ve bu durum 6rneklerin
gorsellerinden de tespit edilebilmisti. Bununla birlikte, parcacik boyutlari herhangi bir

degisiklik tespit edememisti. Bu noktada NMR’'In sistemin tam temsili karakterini

53



aciklayabileceg@i onerilebilir. Sekil 20, 400 bar basinclanmis E80 6rneklerinin 4 °C ve 25
°C'de depolama sirasindaki T, zamani degisimlerini gdstermektedir. T, verilerindeki strekli
artis, daha once de tarif edildigi tizere lipozomlarin kirllmasindan kaynaklanmaktadir. ilging
olan, depolama sicakliginin bozulma egilimini etkilememis olmasidir. Her ikisi de ayni
aralikta 10 giin boyunca artmis ve daha sonra bir sekilde azalmistir.

Diger bir muhtemel instabilite yine FTC'de hazirlanan 900 bar basingli EB0 numunelerinde
go6zlenmistir. Sicakligin etkisi bu verilerde kayda deger farkhlik gostermistir (p<0.05) (Sekil
21). 4 °C numuneleri zamanla yavas yavas bozulurken, 25 °C numunelerindeki bozulma ilk
Uc gunde ve keskin bir sekilde T, artisi géstermistir. Bu degisiklikler, kendini parcacik boyutu
degisimi ile gdsteremeyen kimyasal degisiklikler i¢in bir isaret olabilir. Béyle bir degisiklige
neden olabilecek en muhtemel kimyasal reaksiyonlardan biri, 25 °C'de daha hizli olmasi
beklenen lipid oksidasyonudur. Sekil 22, 1300 bar basinglandiriimis E80 numunelerinin T,
degisimi icin benzer egilimi godstermektedir. 4 °C'deki T, artisinin, 900 bar basinglanan
numunenin  maksimum hidroperoksit duzeyine ulasma siresi, 0Ornegin 1300 bar
basinglanarak ayni kosullarda saklanan esdegerine gére daha uzun strmesi dikkat cekmistir.
Bu durum, 1300 bar basin¢h numunede daha hizli olan kimyasal degisimin bir gostergesidir.
Muhtemel bir sebep, artan basing ile azalan pargacik boyutunun yiizey alanini arttirmasi ve
oksidasyonda artisa neden olmasi olabilir. Benzer sekilde 400 bar numunelerindeki
degisimin daha kisa suruyor gibi gérinmesine ragmen daha dusuk seviyelerde kalmasi da

bu hipotez ile gelismemektedir.
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Sekil 20. Fosfat tampon ¢ozeltisi (FTC) icerisinde 400 bar basinglanmis E80 lipozomlarinin 4
°C( ) ve 25 °C (—*— ) T. degisimleri.
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Sekil 21. Fosfat tampon ¢ozeltisi (FTC) icerisinde 900 bar basinglanmis E80 lipozomlarinin 4
°CC(— )ve25°C( ) T> degisimleri.
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Sekil 22. Fosfat tampon ¢ozeltisi (FTC) icerisinde 1300 bar basin¢lanmis E80 lipozomlarinin
4°C(—*)ve25°C( ) T> degisimleri.

4.2 Dolu (Yuklenmis) Lipozom Sistemlerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu kisimda lipozomlar projenin 1. kisminda belirlenen lipozom hazirlama parametreleri
dogrultusunda, antioksidan icerigi yiuksek olan yesil cay 6zuti ile doldurulmustur. Lipozomlar
hem asetat tampon ¢ozeltisi hem de saf suda mikroakiskanlastirici teknigi (1300 bar, 5 pass)
ve ultrasonikasyon teknigi (%75 amplitud, 5 dk) ile hazirlanmistir. Yesil cay 0zutl iceren
lipozomlara ek olarak kontrol amagl yesil ¢cay 0zutl icermeyen lipozomlar da hazirlanip, 4
hafta boyunca karakterizasyonlari yapiimistir. Lipozomlarin karakterizasyonu igin parcacik
boyutu ve zeta potansiyeli analizi, toplam fenolik madde analizi, antioksidan aktivitenin tayini
ve NMR relaksometre deneyleri ve transmisyon elektron mikroskobu ile gorinti alma

deneyleri yapiimistir.

4.2.1 Yesil Gay Oziitiiniin Toplam Fenolik Miktar1 ve Antioksidan Aktivitesi

Yesil cay 6zutl hazir olarak alinmistir. Ozitlerin toplam fenolik madde miktari ve antioksidan
kapasitesi belirlenmistir. Ozdtlerin toplam fenolik miktari icin Folin-Ciocalteau metodu
antioksidan aktivitesi igcin DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) metodu kullaniimistir. Yapilan
deneyler sonucunda yesil cay 6zutinun toplam fenolik miktari 82.357 £ 1.15 mg gallik asit
denkligi / g yesil cay 6zutl bulunurken antioksidan aktivitesi 25.365 + 0.50 mg DPPH / g yesil
cay Ozutu olarak bulunmustur. Proje kapsaminda %0.1 yesil cay iceren lipozomlar

hazirlanacag: icin, %0.1 yesil cay iceren asetat tampon ¢ozeltisi ve saf su ile hazirlanmig
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yesil cay c¢oOzeltilerinin de 0, 7 ve 14. gunlerinde toplam fenolik madde miktari ve antioksidan

aktivitelerine bakilmistir (Sekil 23 ve Sekil 24). % 0.1 yesil cay iceren cotzeltilerin toplam

fenolik madde miktari ve antioksidan aktivitelerinde 14. giin sonunda azalma gorilmustr.

Zamana karsi toplam fenolik madde miktari ve antioksidan aktivitesinde azalma gérilen yesil

cay Ozltindeki bu duslisu ertelemek ve stabilitesini arttirmak amaciyla lipozom igine

enkapsile edilmesi ¢ozim olarak gorulmastir.
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Sekil 23. %0.1 yesil cay iceren asetat tampon cozeltisi ve saf su ¢ozeltilerinin 0, 7 ve 14.
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E % 0.1 yesil cay 0ziitii iceren asetat tampon ¢6zeltisinde hazirlanmig ¢ozelti
B% 0.1 yesil cay 6zitl iceren saf suda hazirlanmig ¢ozelti
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4.2.2 Lipozomlarin Yesil Cay Oziitii ile Doldurulmasi

Agirhkca % 0.1'lik kuru vyesil cay ekstrakti asetat tampon c¢oOzeltisi ve saf suda
mikroakigkanlastirici (1300 bar ve 5 pas) ve direk tip sonikasyon dedigimiz problu
ultrasonikasyon (75 % gug¢ ve 5 dk) ile hazirlanmistir. Hazirlanan lipozomlar karakterize
edilmek ve dayaniklilik tespiti yapilmak icin 4 hafta boyunca buzdolabinda (4°C’de) depo

edilmistir.

4.2.3 Parcacik Boyutu ve Zeta Potansiyeli Analizi

Mikroakiskanlastirici ve ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanmis yesil cay ©6zU yuUkIu
lipozomlarin pargacik boyutu, sistemlerin bir ay depolama sirecinde dayanakhhgini
gozlemlemek icin olculmuastiur. Daha 0Onceki literatir calismalari lipozomlarin bilesiminin
parcacik boyutunu dnemli bir sekilde etkiledigini gostermektedir. Gibis vd. (2012) tarafindan
yapilan galismada, lipozomlarin parcacik boyutunun lipozomlarin igine enkapsule edilmis
malzemeye bagh oldugu sonucuna varilmistir. Calismada Uzim cekirdegi 6zutl iceren
lipozomlarin bos lipozomlara g6re daha buyldk parcacik boyutuna sahip oldugu
gOzlemlenmistir. Benzer bir sekilde, bu projede yesil cay 6zutu yukli lipozomlarin parcacik
boyutunun bos lipozomlarin parcacik boyutundan daha yiksek oldugu goériimustir. Bu
sonug, yesil cayda bulunan fenolik bilesiklerin lipozomlarin i¢ kismina enkapstle edilmesinin
yaninda lipit ¢ift katmanina dahil olabilecegi ve/veya lipozomlarin ylzeyine tutanabilecegini

gOstermektedir.

Sekil 25'te de goruldugu Uzere parcacik boyutu sonuglarinda ¢ogunlukla monomodal bir
dagihm gorilmastir. Ultasonikasyon yontemi ile saf suda hazirlanmis lipozomlarin pargacik
boyutu 70 nm iken (Sekil 26) ultrasonikasyon ile asetat tampon c¢dzeltisinde hazirlanmis
lipozomlarin parcacik boyutu 130 nm civarlarinda gorulmistir (Sekil 27). Ote yandan,
mikroakiskanlastirici yontemi ile saf suda hazirlanmis lipozomlarin parcacik boyutu 40 nm
iken (Sekil 28) mikroakiskanlastirici ile asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmig lipozomlarin
parcacik boyutu 46 nm civarlarinda goérulmustir (Sekil 29). Genel olarak, ultrasonikasyon
yontemi ile hazirlanan lipozomlarin parcacik boyutunun mikroakiskanlastirici ile hazirlanan
lipozomlara gbre daha ylksek oldugu go6rdlmistar. Literatirdeki calismalar,
mikroakiskanlastirici teknigi ile daha kicuk parcacik boyutunda lipozom elde edilirken,
ultrasonikasyon teknigi ile daha buyuk parcacik boyutuna sahip lipozomlarin elde
edilebilecegini dogrulamaktadir (Jafari vd., 2007; Gibis vd., 2012).

58



20

18

16

14

12

10

Kapladigi Hacim Yiuzdesi (%)

8

6

4

2

(0] 0000000000

0,1 1 10 100 1000 10000

Parcacik Boyutu (d.nm)

Sekil 25. Asetat tampon cotzeltisinde mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanmis lipozomlarin
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Sekil 26. Saf suda ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28.

gunlerdeki pargacik boyutlari; I yesil ¢cay 6zitd ile dolu lipozomlar, 21 bos lipozomlar
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Sekil 27. Asetat tampon ¢ozeltisinde ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanmis lipozomlarin 0, 7,
14, 21 ve 28. gunlerdeki pargacik boyutlari; O yesil ¢cay 0zitd ile dolu lipozomlar, N bos

lipozomlar
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Sekil 28. Saf suda mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve

28. gunlerdeki parcacik boyutlari; @ yesil cay 6zitu ile dolu lipozomlar, & bos lipozomlar
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Sekil 29. Asetat tampon cotzeltisinde mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanmis lipozomlarin
0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki parcacik boyutlari; B yesil cay 6ziti ile dolu lipozomlar, [ bos

lipozomlar

Asetat tampon cozeltisinde ultrasonikasyon metodu ile hazirlanan lipozomlarin parcacik
boyutunda bir ay depolama sirecinin 7. guninde bir artis go6zlemlenmistir. Bu artis,
ultrasonikasyon ile olusan kigctk vezikillerin cogunlukla metastabil olmasi ve sahip olduklari
enerjiyi azaltmak icin sire¢ icinde buylyebilecegi ile agiklanabilir. Mikroakiskanlastirici ve
ultrasonikasyon yoéntemi ile hazirlanan lipozomlarin parcacik boyutundaki fark,
ultrasonikasyon sirasinda c¢o6zelti icindeki enerji dagiliminin  homojen olmamasi ile
aciklanabilmektedir (Taylor vd., 2005). Bu vyizden, ultrasonikasyon ile hazirlanan
lipozomlarin parcacik dagilminda homojen bir dagihm gortlmemistir. ANOVA sonuclari,
mikroakiskanlastirici ve ultrasonikasyon ile saf suda hazirlanmis yesil cay 6zitd yukli
lipozomlarin bir aylhk depolama slreci sonunda parcacik boyutunda onemli bir fark
olmadigini géstermistir (p> 0.05). Ote yandan, mikroakiskanlastirici ve ultrasonikasyon ile
asetat tampon ¢oOzeltisinde hazirlanmis yesil cay 6zutu yuklu lipozomlarin bir aylik depolama
sireci sonunda pargacik boyutunda belirgin fark (p<0.05) gdézlemlenmistir. Bu sonug,
lipozomlarin degisik pH’lardaki ortamlarda degisik ©zellikler gdstermesi ile agiklanabilir.
Enkapsule edilmis maddenin asitik kosullarda bazik ortamlara oranla daha hizli bir sekilde
serbest birakildigi bilinmektedir (Janeiro ve Oliveira Brett, 2004). Bu agiklama, lipozomlarin
asidik kosullarda kisa surede dayanikliligini yitirmesi anlamina gelmektedir. Lipozomlarin
genel dayaniklihgi ve fizikokimyasal 6zelliklerinin bir gdstergesi olan zeta potansiyel
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Olcumleri, 1. ve 14. gin mikroakiskanlastirici ile hazirlanan lipozomlar igin yapiimistir (Sekil
30).

Zeta Potential (mV)
N
o

EDay 1 EDay 14

Sekil 30. Mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanmis lipozomlarin 0 ve 14. glnlerdeki zeta
potansiyeli degerleri; A; asetat tampon co6zeltisinde hazirlanan yesil ¢ay 6zitl ile dolu
lipozomlar, B; saf suda hazirlanan yesil cay 6zutu ile dolu lipozomlar, C; asetat tampon

¢cOzeltisinde hazirlanan bos lipozomlar, D; saf suda hazirlanan bos lipozomlar

Yesil cay 6zutu ile yiklenmis ve bos lipozomlarin negatif zeta potansiyel degerine sahip
olduklari gorulmustir. Ayrica, yesil cay 6zutinin eklenmesinin lipozomlarin zeta
potansiyelinde belirgin bir degisiklige neden olmadi§i gorilmuistir. Bu sonug literatiirdeki
bazi calismalar ile paralellik gdstermektedir. Yapilan calismalarda enkapsile edilen
maddenin lipozomlarin zeta potansiyelinde 6énemli bir degisiklige neden olmadigl sonucuna
varilmistir (Gibis vd., 2012; Rashidinejad vd., 2014). Zeta potansiyelinin mutlak degeri,
lipozom stabilitesinin bir dlgusu olarak kullanilabilmektedir. Sonuglar incelendiginde, saf suda
hazirlanmis lipozomlarin asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis lipozomlara gére daha
dayanikh bir yapiya sahip olduklari goérilmustir. Ayrica sonucglarda, sadece saf suda
hazirlanmis yesil cay yukli lipozom drneklerinde 14 giin sonunda zeta potansiyelinde disme
oldugu gozlenmistir (p<0.05). 14 giin sonunda ytizeydeki yikte gdzlemlenen degisikliklerin,
lipozomlarin yapisinda bazi degisikliklere sebep oldugu ileri surtlmustir. Lipozomlarin 14.
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gunundeki bu degisiklik ilerleyen bolumlerdeki toplam fenolik madde miktari, antioksidan

aktivite ve transmisyon elektron mikroskobu gérintileri ile desteklenmistir.

4.2.4 Toplam Fenolik Madde Miktari

Saf su ve asetat tampon c¢ozeltisinde hazirlanmis % 0.1 yesil cay 6zutl ¢ozeltisinin toplam
fenolik madde miktari sirasiyla 86.195 ve 80.481 mg GAE/L numune olarak hesaplanmistir.
Asetat tampon c¢ozeltisinde ultrasonikasyon ve mikroakiskanlastirici teknikleri ile hazirlanan
kontrol numunelerinin toplam fenolik madde miktari sirasiyla 78.795 ve 62.340 mg GAE/L
numune olarak hesaplanirken; saf suda sirasiyla 87.163 ve 56.687 mg GAE/L numune
olarak hesaplanmistir.  Ayrica, asetat tampon c¢o6zeltisinde ultrasonikasyon ve
mikroakiskanlastirici ile hazirlanmis yesil cay 6zitl ile dolu lipozomlarin toplam fenolik
madde miktarl sirasiyla 139.612 ve 117.306 mg GAE/L numune iken; saf suda sirasiyla
165.837 ve 111.864 mg GAE/L numune olarak belirlenmistir. Bu sonuglar % 0.1 yesil cay
ekstrakti iceren cozeltiler ile karsilastirildiginda her iki homojenizasyon tekniginin de toplam
fenolik madde miktarini arttirdigi  gorilmektedir. Daha o©nceki calismalarda da
ultrasonikasyon ve mikroakiskanlastirici tekniginin toplam fenolik madde miktarini arttirdigi
gozlemlenmistir. Bhat vd. (2011) tarafindan yurutilen galismada ultrasonikasyon teknigi ile
kalomondin suyunun fenolik igeriginin arttirildigi gorulurken Karacam vd. (2015) tarafindan
ylrtilen calismada ise uygulanan yiksek basing ile fenolik bilesenlerin aktivitelerinin
arttinldigi goralmastir. Ek olarak, sekil 31 ve 32'de gorildigu tzere, hem asetat tampon
¢cOzeltisi hem de saf suda hazirlanmis yesil cay 6ztl yukllu lipozomlarda ultrasonikasyon
teknigi ile hazirlanan lipozomlar mikroakiskanlastirici ile hazirlanan lipozom numunelerine

gore daha yuksek fenolik madde miktarina sahip olmustur.

ANOVA sonuclarina gore, ultrasonikasyon ile hazirlanan lipozomlarin toplam fenolik madde
miktarinda depolama slresinin birinci ve son guni arasinda 6nemli bir fark (p<0.05)
g6zlemlenmistir. Ote yandan, mikroakiskanlastirma ile hazirlanan lipozomlarin toplam fenolik
madde miktarinda bir aylik depolamanin ilk ve son gini arasinda onemli bir farklilik
olmamistir (p> 0.05). Mikroakiskanlastirici teknigi ile ultrasonikasyon teknigine gore daha
dayanikli lipozomlar olusturulmasina ragmen, toplam fenolik madde miktarinin artmasinda
mikroakiskanlastirici tekniginin daha az etkili oldugu sonucuna varilmistir. Benzer bir sekilde
Thompson ve Singh (2006) tarafindan yuritulen ¢alismada mikroakiskanlastirici teknigi ile

olusturulmus lipozomlarin daha dayanikh oldugu sonucuna variimigstir.
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Saf suda ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanmis lipozomlar disindaki tim lipozom
numunelerinde bir aylik depolama siresinin 14. glintiinde toplam fenolik madde miktarinda
bir dists gorilmistir. Bu sonu¢ depolama slresinin 14. glnlinde lipozomlarin yapisal
blatinlugunt kaybetmeye basladiginin gostergesi olarak disundlebilir. Lipozomlarin zamanla
yapisal bitinlugunu kaybederek enkapstle edilmis maddeyi disarlya salma egiliminde olusu
Gibis vd. (2012) tarafindan yuritilen calismada bahsedilmistir. Lipozomlarin 14. ginde
kaybettigi yapisal butunlik daha sonraki kisimlarda detayli olarak aciklanacak olan TEM
goruntileri ile de desteklenmistir. Toplam fenolik madde miktarinin 14. gindeki artisi
lipozomlara enkapsule edilmis yesil ¢ayin ortama salinip toplam fenolik madde miktarini
arttirmasi ile aciklanmistir. Ote yandan, saf suda ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanmis
lipozomlarin toplam fenolik madde miktarinda kademeli bir diisiis gdzlemlenmistir. Bu sonug,
kullanilan ultrasonikasyon parametrelerinin dayanikh lipozom hazirlamak icin yeterli
olmadigini gostermektedir. TEM goruntulerinde de ayni lipozom sisteminin sekillerinde ve
boyutlarinda duzensizlik gérilmesi ultrasonikasyon ile stabil lipozomlar olusturulamadigini
desteklemektedir.

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Toplam Fenolik Madde Miktari
mg GAE / L érnek

14

Zaman (glin)

Sekil 31. Asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki
toplam fenolik madde miktarlari; & ultrasonikasyon teknigi ile [ mikroakiskanlastirici teknigi
ile
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Sekil 32. Saf suda hazirlanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki toplam fenolik

madde miktarlari; 1 ultrasonikasyon teknigi ile & mikroakiskanlastirici teknigi ile

4.2.5 Antioksidan Aktivitesi

Yesil cay 6zt yukli lipozomlarin antioksidan aktivitesi iki farkl yontem (DPPH ve FRAP) ile
hesaplanmistir. Yesil cay o6zutinin antioksidan aktivitesi DPPH metodu ile 25.969 mg
DPPH/g yesil cay 6zitu iken, saf su ve asetat tampon c¢dzeltisinde hazirlanmis %0.1 yesil
cay 0zUtl iceren c¢ozeltilerin antioksidan aktivitesi sirasiyla 24.664 ve 24.447 mg DPPH/L
numune olarak hesaplanmistir. Asetat tampon c¢oOzeltisinde ultrasonikasyon ve
mikroakiskanlastirici ile hazirlanmis kontrol numunelerinin antioksidan aktivitesi sirasiyla
1.149 ve 0.167 mg DPPH/L numune iken saf suda hazirlanan lipozom d&rneklerinin
antioksidan aktivitesi sirasiyla 1.521 ve 0.105 mg DPPH/L numune olarak hesaplanmistir.
Ote yandan, ultrasonikasyon ve mikroakiskanlastirici ile hazirlanmis yesil cay 6zutl yuklu
lipozomlarin antioksidan aktivitesi asetat tampon ¢ozeltisinde sirasiyla 21.753 ve 14.989 mg
DPPH/L numune (Sekil 33) iken saf suda 20.451 ve 15.051 mg DPPH/L numune (Sekil 34)
olarak hesaplanmistir. Ek olarak, asetat tampon c¢o6zeltisinde ultrasonikasyon ve
mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanan kontrol numunelerinin  FRAP metodu ile
hesaplanan antioksidan aktiviteleri sirasiyla 4.689 ve 1.037 mM demir sulfat/L numune iken
saf suda 4.827 ve 1.547 mM demir silfat/L numune olarak bulunmustur. Ultrasonikasyon ve
mikroakiskanlastirici ile hazirlanmis yesil cay 6ziti ydkli lipozomlarin FRAP metodu
kullanilarak hesaplanan antioksidan aktivitesi asetat tampon c¢o6zeltisinde sirasiyla 18.923
and 13.491 mM demir sulfat/L numune (Sekil 35) iken saf suda 16.688 and 13.909 mM demir
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sulfat/L numune (Sekil 36) olarak hesaplanmistir. Bu sonuclardan, ultrasonikasyon ve
mikroakiskanlastirici ile hazirlanan yesil ¢cay yuklu lipozomlarin antioksidan aktivitesinin %0.1
yesil cay 6zutl ¢ozeltisine gbre daha diustk oldugu gozlemlenmektedir. Benzer bir sekilde
Sun vd. (2015) tarafindan ydritilen calismada elma suyunun antioksidan aktivitesinin
ultrasonikasyon islemiyle azaldigi gorilmustiir. Ote yandan, mikroakiskanlastirici teknigi ile
antioksidan aktivitesinin azalmasinin sebebi islem esnasinda oOrneklerin asiri 1Isinmasi ile
aciklanabilir. Réblova (2012) tarafindan ydratilen calisma sicaklik yukseldikge antioksidan
aktivitenin dastiginu belirtmektedir. Toplam fenolik madde miktari sonuclara benzer bir
sekilde; ultrasonikasyon ile hazirlanmis vyesil cay yukli lipozomlarin antioksidan
aktivitelerinde o6nemli bir fark (p<0.05) gorulurken, mikroakiskanlastirici ile hazirlanan
lipozomlarin bir aylik depolama surecinin ilk ve son ginlerdeki antioksidan aktiviteleri

arasinda onemli bir fark (p>0.05) gorulmemistir.

25

Antioksidan Aktivitesi
(mg DPPH / L 6rnek)

14

Zaman (giin)

Sekil 33. Asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki
DPPH metodu ile hesaplanan antioksidan aktiviteleri; ultrasonikasyon teknigi ile [

mikroakiskanlastirici teknigi ile
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Sekil 34. Saf suda hazirlanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki DPPH metodu ile

hesaplanan antioksidan aktivitesi; 21 ultrasonikasyon teknigi ile & mikroakiskanlastirici teknigi

ile
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Sekil 35. Asetat tampon cozeltisinde hazirlanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. glnlerdeki
FRAP metodu ile hesaplanan antioksidan aktiviteleri; (@) ultrasonikasyon teknigi ile (@)

mikroakiskanlastirici teknigi ile
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Sekil 36. Saf suda hazirlanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki FRAP metodu ile
hesaplanan antioksidan aktiviteleri; (m) ultrasonikasyon teknigi ile (A) mikroakiskanlastirici

teknigi ile
4.2.6 Transmisyon Elektron Mikroskobu

Yesil cay 6zu yuklu lipozomlarin morfolojisi hakkinda bilgi edinmek ve parcacik boyutu
dagilim sonuclarini teyit etmek amaciyla lipozomlarin transmisyon elektron mikroskobu
goruntdleri alinmistir. Lipozomlarin Thompson ve Singh (2006) calismasina benzer bir
sekilde kuresel bir sekle sahip olduklari gozlemlenmigstir. Ayrica, ultrasonikasyon teknigi ile
hazirlanan yesil cay yuklu lipozomlarin (Sekil 37) mikroakigkanlastirici ile hazirlanan
lipozomlarla (Sekil 38) karsilastinldiginda daha buyuk pargacik boyutuna sahip oldugu
gorulmastir. Bu sonug¢ daha onceden bahsedilen pargacik boyutu sonuclariyla paralellik
gostermektedir. Mikroakigkanlastirict ile hazirlanmis lipozomlarin yapisi daha dizgin
gorulurken ultrasonikasyon ile hazirlanan lipozomlarin sekilleri ve pargacik boyutlari
degiskenlik gostermistir. 14. giinde gorilen bu yapisal bozulmanin bir sebebi kirllgan bir

yaplya sahip olan lipozomlarin enkapsule edilmis maddeyi sizdirma egilimi olabilir.
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(a) (b)

Sekil 37. Saf suda ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanan lipozomlarin transmisyon elektron
mikroskobu ile elde edilen gorintileri. (a) Depolama sirecinin ilk gininde (b) Depolama
sirecinin son gininde

[ — T ; ——1100 nm

(a) (b)

Sekil 38. Saf suda mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanan lipozomlarin transmisyon
elektron mikroskobu ile elde edilen goruntileri. (2) Depolama sirecinin ilk ginunde (b)

Depolama sirecinin son giiniinde
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4.2.7. NMR Relaksometre Olc¢iimleri

Yesil cay ekstraktinin transvers relaksasyon suresi Uzerindeki etkisini gézlemlemek icin
asetat tampon c¢o6zeltisinde hazirlanmis yesil cay ekstrakti iceren numunelerin zamana gore
(1, 4, 7, 10, 14, 28 ve 35. gunlerde) NMR Relaksometre élcimleri yapiimistir. Tablo 12 ve
Sekil 39-40, ATC ya da DS ile hazirlanmis ve mikroakiskanlastirma (Sekil 39) ya da
ultrasonikasyon ($ekil 40) ile homojenlestirilen yesil ¢ay 6zutu yukli lipozomlarin T,
relaksasyon sirelerini gostermektedir. Parcacik boyutlarindaki buyik farkhiia ragmen hem
ultrasonikasyon hem de mikroakiskanlastirma uygulanmis numunelerin T, degerleri birbirine
yakin cikmistir. Ultrasonikasyon ve mikroakiskanlastirma ile muamele edilen 6rneklerin
ortalama T- suresi ilk guin icin sirasiyla; 1,200 ve 1,000 ms idi. Diger yandan ultrasonikasyon
ve mikroakigkanlastirma ile hazirlanan ATC’'deki yukli lipozom numunelerinin ilk gun
parcacik boyutlari sirasiyla 130 nm ve 35 nm ol¢ilmastir. Pargacik boyutunun T, tzerindeki
etkisinin numunelerin ultrasonikasyonu ile ortaya c¢ikan baska bir mekanizma ile baskilandigi
dusiunulmektedir. TEM incelemelerindeki ultrasonikasyon goéruntileri, mikroakiskanlastirma
sonucu elde edilen kusursuz kuresellikteki numuneler ile karsilastirildiginda ¢ok daha
dizensiz ve daginik sekilli lipozomlara isaret etmistir. Yapidaki bu dizensizlik,
ultrasonikasyon ile sisteme verilen asiri enerjinin lipozom bUtunlugind bozmasi ile
aciklanmistir (Vermeir, Sabatino vd., 2014). Ultrasonikasyon ile pargacik boyutunun
kiacultulmesi, lesitin konsantrasyonu ile sinirhdir ve belirli bir esige ulasildiktan sonra
fazladan uygulanan ultrasonikasyon drneklerin morfolojisini bozabilir (Kentish & Feng, 2014).
Yesil ¢cay 6zutinun bir kismi lipozomlarin disina sizmis ve suyla dogrudan etkilesime giren
bu serbestlesmis molekiller kitle halindeki sirekli fazin T.'sini azaltmis olabilir. Bu gozlemin
diger bir nedeni ise diuzensizlesen parcacik sekilleri olabilir. Bernewitz vd., (2013)’'nin yaptigi
bir calismada, NMR relaksasyon verilerinin parcacigin boyutunda oldugu kadar
geometrisindeki degisikliklere de duyarl oldugu vurgulanmistir (Bernewitz vd., 2013).
Ultrasonikasyon ile hazirlanan yuklu lipozomlarda bir baska ilging etki gozlemlenmistir. ATC
ile hazirlanan numuneler, DS 6rneklerinden daha blytk parcacik boyutuna sahip olmasina
ragmen (ATC icin 130 nm ve DS i¢in 65 nm) T deg@erlerinde bu etki gézlenmemistir. Bu etki,
manyetik enerji transferini kolaylastiracak olan c¢evredeki yiksek H* ve CH3COO-
konsantrasyonu ile proton degisim hizinin artmasina atfedilmistir.

Bos lipozomlarin ortalama T, stresi 1711 ms iken, yesil ¢cay ekstrakti ile dolu lipozomlarin
ortalama T, slresi 976 ms bulunmustur. Sekil 39'da mikroakiskanlastirict ile hazirlanan

lipozomlarin T, degerleri verilirken; Sekil 40’da ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanan
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lipozomlarin T, degerleri verilmistir. Daha 6nceki bolumlerde bahsedildigi gibi bos ve dolu
lipozomlarin ortalama parcacik boyutu sirasiyla 38 ve 47 nm olup, parcacik boyutunun T,
siresi Uzerine etkisi daha 6nceki bolumlerde bahsedilmistir. Parcacik boyutunun yani sira
bazi baska etmenlerin de T suresini etkileyebilecegi dustunulmektedir. Yesil ¢cay ekstraktinin
ylUksek miktarda katesin ve diger polifenol maddelerini icerdigi bilinmektedir. Bu bioaktif
maddeler polar molekdl olan su ile etkilesime girmektedir (Ananingsih vd., 2013; Chacko vd.,
2010; Hosseini vd., 2015). Yapilan NMR Relaksometre o6lcumlerinin sonuclari yesil cay
Ozutunin %100 verim ile lipozomlara enkapsule edilemedigini gdstermektedir. Ortamda
lipozomlara enkapsile edilmemis yesil ¢cay 6zutinin su ile baglanip ortalama T. degerini
disirdigl 6n gordlmistir. Bu sonug, NMR relaksometrenin lipozomlarin enkapsulasyon
verimliligini tahmin etmede ya da 6lgmede kullanilabilece@ini gdstermesi agisindan umut
verici bir sonugtur. Bir ¢ok calismada, daginik faz oraninin hesaplanmasi i¢cin NMR
kullaniimistir (Di Bari vd., 2016; Fridjonsson vd., 2014; Ling vd., 2016). NMR Relaksometre
Olcimlerinde kullanilan eko ve gecikme zamani gibi parametrelerin dedistiriimesi ile, T
sinyalinin yalnizca gevreye salinan aktif madde miktarindan etkilenmek tzere izole edilmesi

gelecek calismalar icin mimkan olabilir.
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suresi sonuglari ayni
trende sahip degildir. Beklenildigi gibi T, degerlerinde ani bir artis ya da azalis
gorulmemektedir. Yesil cay 6zitinin lipozomlardan sizmasi sonucunda, ortama yayilan yesil
cay 6zutunun ortamdaki su fazinda ¢dzulmesinden dolayi T, degerinde kiicik dalgalanmalar

gorulmastur. Benzer bir sekilde, toplam fenolik madde miktari deneylerinde 1 aylik depolama
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surecinin 14. gunidnde lipozomlarda dagiimalardan dolayr ani bir fenolik madde artisi
gorualmastdr.

Sekil 39. Mikroakiskanlastirici ile hazirlanan lipozomlarin T, degerleri A: Asetat tampon
cOzeltisinde hazirlanmis yesil cay ekstrakti iceren lipozomlar; B: Saf suda hazirlanmis yesil
cay ekstrakti iceren lipozomlar; C: Asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis bos lipozomlar; D:

Saf suda hazirlanmig bos lipozomlar
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Sekil 40.
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an (gun) lipozomlar; C: Asetat
tampon  ¢Ozeltisinde

hazirlanmis bos lipozomlar; D: Saf suda hazirlanmig bos lipozomlar

NMR Relaksometre deneyinin ¢iktisi olan NMR Relaksasyon spektrasi bu sinyal egrilerine
Ters Laplas yonteminin uygulanmasiyla elde edilmistir. Elde edilen NMR Relaksasyon
spektrasi lipozomlardaki proton havuzlari hakkinda bilgi verir. Bu yiizden, NMR Relaksasyon
spektrasi, T, degerlerinin daha ayrintili analizi icin kullaniimistir. Belirtilen proton havuzlar
lipozom sistemlerindeki dayaniklihgin degisimini tespit etmek icin kullanilabilir. Bu da
numunenin mikroyapisi ile dogrudan iligkilendirilebilir. Bu teknigin lipozom tabanli
sistemlerinin karakterizasyonu ve dayaniklilik tespiti icin kullaniimasi tahribatsiz ve kolay bir
teknik olmasi yoniinden bilylk avantaj saglamaktadir. Bu yontem; dondurma, kek, peynir vb.
gibi ¢ok unsurlu yapiya sahip kompleks Uriinlerden gelen NMR sinyallerinin kantitatif analizi
icin oldukca uygundur (Mariette, 2009). Yontem, bircok kez emdlsiyonlarin analizi icin
uygulanmis olup su ve yag iceriginin belirlenmesinde, kati yag indeksinin 6él¢ilmesinde,

parcacik boyutu Oolciminde, katt ve sivi fazin miktar analizinde, polimorfiklerin
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tanimlanmasinda etkili oldugu ispatlanmistir. Ters laplas yontemi, lipozom olusturmada en
dayanikh bulunan parametreler (1300 bar, mikroakiskanlastirici teknigi) kullanilarak
olusturulan lipozomlar icin uygulanmistir. Mikroakiskanlastirici teknigi ile olusturulan
lipozomarin T, relaksasyon verileri Tablo 12'de goruldigu gibidir. Ornekler, her biri degisken
'H relaksasyon oranlarina sahip bilesenlere ait olan 3 tane pikten olusmaktadir. Piklerin
sayisinin 30 gin depolama suresi boyunca degismedigi gorilmektedir. NMR cihazinin
CPMG puls aralifindan daha dusik T. degerine sahip pikler matematiksel modelleme
sirasindaki problemlerden dolayi olustugu icin, analize alinmamistir. Numunenin bilesimine
gore, kati sinyal (sinyalin Gauss relaksasyon bileseni) kati yagd, protein ve polisakaritlerin
degistirilemeyen protonlari olarak dusunulebilir. Sivi sinyali ise sivi su, yag ve Kkati
maddelerin degistirilebilir protonlari olarak gorulebilir. Degistirilebilir kati protonlar, sivilara
kiyasla cok hizli proton relaksasyonuna sahiptir (Mariette, 2009). Eko gecikmesinin 1000
ps'ye ayarlanmasi ile sinyalin yalnizca numunedeki sivi bilesenlerden gelmesi saglanmistir.
Boylece, sivi sinyal Uzerinde dogrudan etkiye sahip olmasina ragmen yesil cay 6zu
molekdillerinin NMR sinyalinin kendisine katkida bulunmayacagdini biliyoruz. Yesil cay 6zl
yukli lipozomlarin sivi bilesenleri sivi yag ve sudur. Bununla birlikte, ¢evresindeki matris
buyuk dlcide su ve yag piklerinin konumunu etkiler. Sudan gelen pik 10-3000 ms arasinda
gorulirken, yagdan gelen pik (30 °C'lik sicakhkta) 0.2-20 ms arasinda gorulmektedir (Allsopp
vd., 2005). Su ve yagin relaksasyonu bircok faktdrden etkilenebilir. Bu yuksek bilgi icerigi,
numunenin karakterizasyonu i¢in birgcok yarar saglar. Fakat ayni zamanda 0zellikle
lipozomlarda oldugu gibi, érnek hakkinda 6nceden bilgi mevcut olmadiginda pikleri belirli
proton havuzlarina atamak olduk¢a zordur. Bildigimiz kadariyla, NMR T, gevsetme
spektrumu ile lipozomal karakterizasyon daha ©Once yapiimamistir. Bununla birlikte,
lipozomlarin emdilsiyonlara benzemesi sebebiyle, yorumlama kisminda emiulsiyon
calismalarindan yararlanmak acgiklamalari kolaylastirmistir.

Pik 1 icin T, degerleri 9-20 ms arasinda degismistir. En kiiclk T, degerine ve bagil alana
sahip bu pik iki katmanli yagdaki 'H protonlari ile bagdastirnimistir. Bir ¢cok emiilsiyon
calismasinda benzer T'lere sahip bir pikin sivi yaga ait oldugundan bahsedilmistir (Jones ve
Taylor, 2015; Miklos vd., 2014b; Vermeir vd., 2014; Zhang vd., 2016). En ylUksek T, degerine
(1000-1800 ms) ve bagil alana ( 87-95%) sahip olan pik 3 ortamda serbest halde
bulunan suya aittir. Daha o6nceki emulsiyon calismalarinda benzer T, araliklarina sahip
bilesenin ortamdaki serbest suya ait oldugu belirtilmistir. T, degeri pik 1 ve pik 3'Un T
degerleri arasinda olan pik 2, ¢cok buylk bir olasilikla lipozomlarin igindeki su protonlariyla

iliskilidir. Lipozomlarin igindeki bu su, bagh su kavrami ile karistirlmamalidir. Bagli su, suyun
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hidrojen baglarinin bir polimerin polar gruplarina baglanmasi ile agiklanabilir. Serbest su ise
herhangi bir polimere bagll olmayan sudur ve bu nedenle herhangi bir acidan suyun
hareketliligi kisitlanmamistir. Su bu iki hal arasinda bir ¢ok halde de bulunur. Bu hallerde, su
direkt olarak bir polimere yapisik olmasa da, birinci hidratasyon katmani ile hidrojen
baglanmasi yoluyla sinirlanabilir (Liu vd., 2016). Lipozomlarin icindeki suyun hacmi, bu
bakimdan, birka¢ yiiz ms araligindaki T. degerlerini agiklayan lipozomal katmanlar tarafindan
hem fiziksel hem de kimyasal olarak sinirlandiriimistir. Emulsiyonlarda yapilan calismalarda,
hapsedilmis suyun pikinin 100 ms’lerde goruldigu bildirilmistir. Ek olarak, emulsiyonlardaki
hapsedilmis suyun bagil sudan farkli oldugu ve T. degerinin serbest suyun T, degerinden
sadece ¢ok az dusuk oldugu belirtilmistir (Mariette, 2009). Yesil ¢ay ekstrakti dolu ve bos
lipozomlarin igindeki su ve ortamdaki suyun pikleri karsilastirildiginda T, degerlerinde énemli
bir fark oldugu gorilmektedir (p<0.05). Ote yandan, asetat tampon ¢ozeltisi ve saf suyun T
Ustinde 6nemli bir farka sebep olmadigi goérilmustir. Lipozomlarin yesil cay ile yiuklenmesi,
T, degerlerinin dismesine sebep olmustur. Lipozomlarin yesil cay ekstrakti ile yiklenmesinin
lipozomlarin igindeki suyun T.'sini disirmesi beklenirken, ortamda bulunan suyun T2'sini
onemli bicimde azalttigi gordimastir. Bu yesil cay ekstraktinin tamaminin lipozomlara
kaplanmamasi ve bazi yesil ¢ay ekstraktinin ortamdaki suda ¢ozunip T2'sini azaltmasi ile
aciklanmaktadir. Yesil cay ekstrakti dolu lipozomlarin pik 1 ve pik 2'deki T. degerlerinde
onemli bir degisiklik olmadigi gorulmektedir. Bu sonug, lipozomlarin depolama suresi
boyunca stabil olmasi ile aciklanir. Onceki kisimlarda anlatilan fiziksel dayaniklilik deneyleri
(parcacik boyutu, zeta potansiyeli analizi, TEM gortntileme) lipozomlarin 1 aylik depolama
siresince yapilarini korudugunu goéstermektedir. Bununla birlikte, kimyasal dayanikhlik
(hidroperoksit olusumu deneyi ile takip edildi) acisindan, yukli ve bos numuneler ¢ok farkh
sonuclar vermistir. Yesil cay o6zutu ile doldurulmus lipozomlarin oldukc¢a iyi bir kimyasal
stabilite gosterdigi gorulmektedir. Bu sonug T, relaksasyon spektrumunda, lipozomlarin
icindeki suyun T, degerlerindeki dalgalanmalarin sebebi olarak dustunulmektedir.
Lipozomlarin icindeki hidroperoksit ve oksidasyon urtnlerinin birikimi ile, i¢c suyun T, sayisi ilk
haftalarda azalmig gibi gorundrken, lipozomlarin igindeki molekiler yogunlugun artmasi,
muhtemelen disardan lipozomlara su transferi icin bir ozmotik basinca neden olan itici
kuvveti yaratti. Bu da, T, degerinin sonraki gunlerdeki artisinin sebebi olabilir. Devam eden
oksidasyon da T. dedgerlerinin azalmasina ve dalgalanmanin ilerleyen ginlerde de
tekrarlanmasina yol agcmistir. Bu konuda yapilan diger arastirmalarda, arastirmacilar i¢ suya
ait T, degerlerinin stabilitesini emulsiyonlarin dayanikhhigi ile iliskilendirmistir (Onuki vd.,
2016; Zhang vd., 2016).
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Dikkat ¢ceken bir diger bulgu, ortamdaki suya ait olan pik 3'Un 7 ve 14 glnler civarinda artmis
olmasidir. Bu sonu¢ daha 6nceki kisimlarda da bahsedilen sonucu destek niteliktedir. Daha
once de bahsedildigi gibi bu zaman araliinda i¢ suyun lipozomdan cevreye sizmasi toplam
fenolik madde miktari olcimleri ile teyit edilmisti. T, zamanindaki artis, suyun lipid gift
katmanlarinin kisitlamalarindan kurtulup ortamdaki serbest suyun miktarinin arttirmasi ile
aciklanmaktadir. Bu, T, degeri 3000 ms olan suyun T, degerini 2000 ms'ye dusurmustur.
Bunun nedeni, fosfolipidlerin polar baslari ile su molekilleri arasindaki yluksek araylzey
temas alanidir. Bu durum, yag damlaciklarina yakin olan suyun molekiler hareketliliginin,

serbest suyunkine gore daha kisitli olmasina neden olmustur (Onuki vd., 2016).
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Tablo 12. Mikroakiskanlastirma ve ultrasonikasyon ile hazirlanan lipozomlarin T2 dederleri: A) Asetat Tampon Co6zeltisinde

Hazirlanmis Yesil Cay Ekstrakti YUkIU Lipozomlar; B: Distile Suda Hazirlanmis Yesil Cay Ekstraktli YUKIU Lipozomlar; C: Asetat

Tampon Coézeltisinde Hazirlanmis Bos Lipozomlar; D: Distile Suda Hazirlanmis Bos Lipozomlar

Zaman (giin)

T, (ms)

A

B

C

D

Mikroakiskanlastirma

935.82"+ 4.39

965.78™ + 3.37

929.27° + 6.38

931.70°+ 4.59

983.49% + 0.32
1033.01* £ 9.69
984.47% + 0.52
940.96" + 3.17
974.18" + 12.13
962.06" + 10.41

1017.09" + 9.37
1021.53*° + 6.22
975.84™ + 5.58
916.35° + 21.79
1030.11%* + 3.52
1095.27% +£ 0.97
1038.97%"+ 13.23
1015.31*¢ + 12.42
1046.75% + 7.76
1008.66 + 3.15

1612.86" + 20.50
1670.11" + 5.44
1629.56° + 13.62
1573.04% + 54.77
1699.43" + 8.09
1770.80% £ 11.09
1695.14* + 7.19
1663.32™ + 18.78
1695.67% + 21.97
1633.36™ + 17.04

1810.06° £ 9.24
1714.34" + 5.27
1653.59° + 8.99
1627.16° + 30.41
2015.29% + 33.16
1963.09% + 19.63
1983.80% + 30.10
1994.64° + 24.48
2076.39* + 17.04
1969.67% + 41.98

76




Tablo 12 (Devami). Mikroakiskanlastirma ve ultrasonikasyon ile hazirlanan lipozomlarin T2 dedgerleri: A) Asetat Tampon
Cozeltisinde Hazirlanmis Yesil Cay Ekstrakti Yukli Lipozomlar; B: Distile Suda Hazirlanmis Yesil Cay Ekstrakti YUKkIu Lipozomlar;

C: Asetat Tampon Cozeltisinde Hazirlanmis Bos Lipozomlar; D: Distile Suda Hazirlanmis Bos Lipozomlar

1 1000.29" + 0.54 984.14° + 71.87 1442.78" + 25.96 1651.38" + 31.06
3 1116.59°+ 8.44 1202.94°+ 9.74 1640.51* + 8.18 1835.62% + 14.90
5 1082.85% + 24.10 1183.48% + 14.92 1643.28% + 21.70 1844.03* + 40.55
7 1092.25% + 23.86 1180.04° +£ 4.97 1686.79% + 29.98 1922.59% + 19.92
Ultrasonikasyon 10 1077.07* + 5.05 1169.64° + 10.08 1634.89% + 11.65 1853.61% + 5.49
14 980.68° + 14.29 1141.62° + 54.85 1598.75% + 12.26 1858.25% + 34.13
18 1072.77* + 30.13 1233.92° + 43.92 1601.68% + 72.54 1896.95° + 33.03
21 945.42° + 10.53 1192.05" + 62.72 1368.49% + 11.42 1778.31%" + 48.10
25 966.59° + 14.71 1243.41" + 48.32 1367.81% £ 24.76 1858.44% + 53.38
28 889.31¢+ 19.79 1236.49" + 57.51 1329.25% + 0.88 1780.21% + 98.60
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4.2.8 Lipozomlarin Katmanl Depozisyon Yontemi ile Polimer Kullanarak Kaplanmasi

Yaygin olarak kullanilan soya lesitini negatif yukli oldugu icin soya lesitini ile hazirlanmis
yesil cay 6zutu yukli ve bos lipozomlar eksi yukladur. Kirillgan bir yapiya sahip lipozomlarin
icerdikleri biyoaktif maddeleri sizdirma riskini azaltmak/ortadan kaldirmak icin lipozomlarin
dayanikliigini arttirmak adina lipozomlar polimerler ile kaplanabilir. Yapilan bir arastirmada
lipozom-kitozan-pektin katmanlari ile kaplanmis Uzim cekirdegi 6zitinin cevresiyle olan
temasinin tamamen koparildigi ve bdylelikle ulasilabilir 6zitin her katmanla azaldigi ve
enkapsilasyon veriminin katmanlar arttikca arttigi gézlemlenmistir (Laye vd., 2008). Proje
kapsaminda eksi yuklu lipozomlar arti yukli polimer olan kitozan ve lizozom ile kaplanmistir.
Kitozan biyo-uyumlu, biyo-bozulabilir oldugu ve toksik etki godstermeyen, antimikrobiyal
Ozellikli bir polimer oldug! icin kaplama malzemesi olarak siklikla kullaniimaktadir (Chun vd.,
2013; Laye vd., 2008). Ote yandan, kaplama malzemesi olarak kullanilan lizozom
yumurtadan az miktarda elde edilebildiginden ekonomik acidan pahali bir polimerdir. Bu
yuzden endustriyel anlamda fizibilitesi ¢ok yuksek degildir. Ancak fizyolojik pH'da arti yukli

olabilen nadir polimerdendir ve gucli bir antimikrobiyal etkisi vardir.

Bu kisimda ilk olarak 10 ml (yesil cay 6zitd ile dolu) lipozom c¢ozeltisine farkli miktarlarda
%2’lik kitozan (150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800 pl) ve %1’lik lizozom (100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 1000, 1500, 2000 ul) cozeltileri eklenmistir. Ardindan ¢ozeltiler 700
rpm’de 2 dk boyunca karistirilimis ve zeta potansiyeli dlcimu yapilmistir. Elde edilen kitozan
ve lizozom kaplanmis lipozomlarin zeta potansiyellerini gosteren grafikler asagida gosterildigi
gibidir (Sekil 41 ve Sekil 42). Kitozan asitik kosullarda ¢dziinen bir biyopolimer oldugu icin
sadece asetat tampon c¢oOzeltisinde hazirlanan lipozomlari kaplamak igin kullanilirken,

lizozom ise sadece saf su ile hazirlanan lipozom 6rneklerinde hazirlanmistir.
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Sekil 41. Asetat tampon ¢ozeltisinde mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanan lipozomlarin
farkh miktarlardaki %1’lik kitozan ¢ozeltisi eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen zeta

potansiyelleri
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Sekil 42. Saf suda mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanan lipozomlarin farkli miktarlardaki

%12’lik lizozom ¢ozeltisi eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen zeta potansiyelleri

Sekil 42'de goruldigu tzere 10 ml lipozoma %2’lik lizozomun 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 1000, 1500 ve 2000 pl eklenmesi eksi yuklu lipozomlarin yikinin arti olmasina

yetmemistir. Lizozom pahall bir polimer oldugu i¢in konsantrasyonu veya eklenen miktari
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endustriyel anlamda fizibil olmayacagindan dolayi arttirlimamistir. Ote yandan, 500 pl %1’lik
kitozanin 10 ml asetat tampon ¢o6zeltisinde hazirlanmis lipozomlara eklenmesi ile optimum
zeta potansiyeli (+10.2 mV) elde edilmistir. Lizozom ile arti yiklu sistemler elde edilemedigi
icin lizozom yerine arti yukli polimer olan balik jelatini denenmistir. 10 ml saf suda
hazirlanmis yesil cay yuklu lipozomlara %Z21'lik balik jelatini karisimindan 25, 50, 1000, 1500
ve 2000 pl eklenerek kaplama yapilmistir. Balik jelatini ile kaplanan lipozomlarin zeta
potansiyeli Sekil 43'te gosterilmistir. 1000 pl %1’lik balik jelatininin 10 ml saf suda

hazirlanmis lipozomlara eklenmesi ile optimum zeta potansiyeli (+5.07 mV) elde edilmistir.

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Zeta Potansiyeli (mV)
o
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Sekil 43. Saf suda mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanan lipozomlarin farkh miktarlardaki

%2'lik balik jelatini ¢ozeltisi eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen zeta potansiyelleri

Lipozomlar arti yukli bir polimerle kaplandiktan sonra sistemin dayanikliigini daha da
artirmak amagch negatif yukli ikinci polimerle kaplanmistir. 500 pl %71’lik kitozanin 10 ml
asetat tampon c¢ozeltisinde hazirlanmis lipozomlara eklenmesi sonucunda +10.2 mV yuke
gelmis lipozoma ikinci bir katman olarak %2’lik arap zamki farkli miktarlarda (100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 1000, 2000 pl) eklenmistir. Eklenen arap zamki miktarina karar vermek
icin zeta potansiyeli 6lcimu yapilmistir (Sekil 44). 500 pl %1'lik arap zamkinin 10 ml kitozan

ile kaplanmis lipozomlara eklenmesi ile en yiiksek zeta potansiyeli (-19.7 mV) elde edilmistir.
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Sekil 44. Kitozan ile kaplanmis lipozomlarin farkli miktarlardaki %1’lik arap zamki ¢ozeltisi

eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen zeta potansiyelleri

Ek olarak, kitozan ile kaplanmis lipozomlar ikinci bir katman olarak arap zamkinin yani sira
ikinci bir polimer, peynir alti suyu proteini (PASP) ile de kaplanmistir. Ayni sekilde, 500 pl
%21’'lik kitozanin 10 ml asetat tampon c¢ozeltisinde hazirlanmis lipozomlara eklenmesi
sonucunda +10.2 mV yike gelmis lipozoma ikinci bir katman olarak %1’lik PASP farkli
miktarlarda (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 1000, 2000 pl) eklenmistir. Eklenen PASP
miktarina karar vermek icin yapilan zeta potansiyeli 6lcima Sekil 45°te verilmistir.  PASP
kullanilarak ikinci bir katman olarak kaplanan lipozomlarin yiki eksi olamamistir. Bunun
nedeni PASP'In izoelektrik noktasinin pH:4.5 civarlarinda olmasidir. Bir baska deyisle, PASP

asidik kosullarda neredeyse yuksuzdur.
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Sekil 45. Kitozan ile kaplanmis lipozomlarin farkli miktarlardaki %21’lik peynir alti suyu proteini

(PASP) c¢ozeltisi eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen zeta potansiyelleri

Ote yandan benzer bir sekilde, 1000 pl %2’lik balik jelatininin 10 ml saf suda hazirlanmis
lipozomlara eklenmesi sonucunda +5.07 mV yike gelmis lipozoma ikinci bir katman olarak
%1'lik arap zamki farkl miktarlarda (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 1000, 1500, 2000 pl)
eklenmistir. Eklenen arap zamki miktarina karar vermek icin zeta potansiyeli 6lcimu
yapilmistir (Sekil 46). 300 pl %21'lik arap zamkinin 10 ml balik jelatini ile kaplanmis

lipozomlara eklenmesi ile en yiiksek zeta potansiyeli (-23.5 mV) elde edilmistir.
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Sekil 46. Balik jelatini ile kaplanmis lipozomlarin farkl miktarlardaki %21’'lik arap zamki

cOzeltisi eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen zeta potansiyelleri

Son olarak, 1000 pl %1’lik balik jelatininin 10 ml saf suda hazirlanmis lipozomlara eklenmesi
sonucunda +5.07 mV yilke gelmis lipozoma ikinci bir katman olarak %1'lik PASP farkli
miktarlarda (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 1000, 1500, 2000 pl) eklenmigtir. Eklenen
PASP miktarina karar vermek igin zeta potansiyeli dlcimu yapilmistir (Sekil 47). 1000 pl
%21’'lik PASP’In 10 ml balik jelatini ile kaplanmis lipozomlara eklenmesi ile en yiksek zeta

potansiyeli (-29 mV) elde edilmistir.
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Sekil 47. Balik jelatini ile kaplanmis lipozomlarin farkli miktarlardaki %21'lik peynir alti suyu

proteini (PASP) co6zeltisi eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen zeta potansiyelleri
Sonug olarak, 4 katmanli olacak sekilde asagidaki kombinasyonlarda kaplama yapilmistir;
= Kitozan-Arap Zamki-Kitozan-Arap Zamki
= Balik Jelatini-Arap Zamki-Balik Jelatini-Arap Zamki
= Balik Jelatini-PASP-Balik Jelatini-PASP

Yukarida anlatilmis metot takip edilerek lipozomlara Ugunctu ve dordinct katman da
eklenmigtir. Lipozomlara baglanmamis olan polimerleri Laye vd. (2008) tarafindan kullanilan
Sephadex jel filtrasyon teknig@i ile ayirmak icin ¢esitli deneyler yapilmistir. Ek olarak bu teknik
ortamdaki fazla yesil cay 6zuti lipozomlardan ayirmak icin de kullanilabilir. ilk olarak, kiitlece
%10 sephadex jel cOzeltisi saf suda hazirlanip 24 saat boyunca jelin sismesi igin
bekletilmistir. Sonrasinda sephadex jel 5ml'lik siringalara yavasca konulmustur. Sephadex
jelin santrifuj isleminde numuneyle birlikte asagidaki tiipe akmasini 6nlemek icin siringanin
alt kismina seliiloz filtre kagidi konulmustur. Siringa plastik santrifij tlplerine sabitlenip 2000
rom’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. islem sonucunda sephadex gel'den hizlica gecen

numunenin kaplanmis lipozomlar oldugu dusunulmustir. Yapilan denemelerde sephadex jel
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filtrasyonu yontemi ile ortamda bulunan fazla polimer ve vyesil cay 0zutinun
uzaklastirilamadigr gorialmustir. 4 kat kaplanmis lipozomlarin sephadex jel filtrasyondan
geciriimeden o6nceki ve gecirildikten sonraki hallerinin parcacik boyutuna bakildiginda,
sephadex jel filtrasyonunun polimer uzaklastirmada kullanilamayacagi anlasiimistir. Lipozom
numunelerinin icinde az miktarda sephadex jel kalintisina rastlanmistir. Sephadex jel
filtrasyonunun kullanilamayacagi anlasildiginda baska bir filtrasyon ¢esidi olan ultrafiltrasyon
denemeye karar verilmistir. 1 mL lipozom ultrafiltrasyon tipUne yerlestirildikten sonra Ustine
ucunda 100 kDa'luk filtre bulunan bir baska tiip konmustur. Ultrafiltrasyon tlpinin kapagi
kapatildiktan sonra 4000 rpm’de yaklasik 30 dk santrifllj edilmistir. Lipozomlarin 100 kDa'luk
filtreden gecip, ortamdaki polimerlerin filtreden gecemeyecegi varsayilmistir. Santrif(j
sonrasinda filtreden gecen kisim toplanip, parcacik boyutu ve toplam fenolik madde miktari
analizi yapilmistir. Elde edilen numune oldukca berrak ve saf suya yakin bir goruntiye
kavusmustur. Toplam fenolik madde tayininde numune en az oranda seyreltiimesine ragmen
ortamdaki fenolik bilesenlerin azhdindan dolayl hesaplanamamistir. Bu sonucun sebebi
lipozomlarin 100 kDa'dan daha biyik oldugundan filtreden gecemedigi, bu yuzden de
ortamda fenolik madde iceren bir yapi olmadigi ile agiklanabilir. Proje kapsaminda yapilan
yogun calismalar sonucunda sephadex jel filtrasyon ve ultrasonikasyon teknigi kullanarak
ortamdaki serbest polimerlerin sistemden uzaklastirilamadigi gorilmustir. Bu sebepten
dolayi, hazirlanan lipozomlarin dayanikhhgdini arttirmak adina lipozomlar tek bir katman ile
kaplanmistir. Asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan lipozomlar kitozan ile tek katman olacak
sekilde kaplanirken, saf suda hazirlanan lipozomlar arap zamki, PASP ve lizozom ile
kaplanmistir. Daha 6nceki kisimlarda dayanikli lipozomlar hazirlamak icin gereken kitozan ve
lizozom konsantrasyonlari zeta potansiyeli 6lcimleri ile belirlenmistir. Ek olarak saf suda
hazirlanmis lipozomlarin kaplamasinda kullanilan arap zamki ve PASP’In konsantrasyonunu
belirlemek icin farkli miktarlardaki %1’lik arap zamki ve PASP c¢o6zeltileri 10 ml lipozomlara
eklenip, zeta potansiyeli 6lcimi yapiimistir. 10 ml saf suda hazirlanmis yesil ¢cay yukla
lipozomlara % 1'lik arap zamki karisimindan 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 1000, 1500,
2000 plI eklenerek kaplama yapilmistir. Arap zamki ile kaplanan lipozomlarin zeta potansiyeli
Sekil 48'de gdsterilmistir. 300 ul %21'lik arap zamkinin 10 ml saf suda hazirlanmis lipozomlara
eklenmesi ile optimum zeta potansiyeli (-25.4 mV) elde edilmigtir. Ayni sekilde, 10 ml saf
suda hazirlanmis yesil cay yukli lipozomlara %21'lik PASP karisimindan 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 1000, 1500, 2000 pl eklenerek sistemlerin zeta potansiyeline bakilmistir (Sekil
49). 200 pl %2’lik PASPIn 10 ml saf suda hazirlanmis lipozomlara eklenmesi ile optimum

zeta potansiyeli (-33.5 mV) elde edilmistir.
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Sekil 48. Saf suda mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanan lipozomlarin farkh miktarlardaki

%2'lik arap zamki ¢ozeltisi eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen zeta potansiyelleri
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Sekil 49. Saf suda mikroakiskanlastirici teknigi ile hazirlanan lipozomlarin farkli miktarlardaki
%21’lik peynir alti suyu proteini (PASP) c¢dzeltisi eklenmesiyle kaplanmasindan elde edilen

zeta potansiyelleri
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4.2.9 Parcacik Boyutu ve Zeta Potansiyel Olciimleri

Saf suda hazirlanmis yesil cay ekstrakti iceren ve kaplanmamis kontrol numunelerinin
parcacik boyutu, 1 ayhk depolamam siresinin ilk gininde 34.83 nm iken; lizozom, arap
zamki ve peynir alti suyu proteini ile kaplanmis lipozomlarin parcacik boyutu sirasiyla 58.6,
42.55 ve 45.86 nm civarinda olmustur (Sekil 50). istatiksel analiz yapildiginda, lipozomlarin
lizozom, arap zamki ve peynir alti suyu proteini ile kaplanmasinin lipozomlarin parcacik
boyutunu 6nemli bir sekilde arttirdigi gordlmuastir (p<0.05). Benzer sekilde, Sekil 51'de
goruldugu gibi asetat tampon co6zeltisinde hazirlanan yesil cay ekstrakti ile yiklenmis
lipozomlarin kitozan ile kaplanmasi sonucunda parcacik boyutu 37.75 nm’den 356.03 nm'’ye

artmistir.

Lipozomlarin kitozan ile kaplanmasi lipozomlarin lizozom, arap zamki ve peynir alti suyu
proteini ile kaplanmasina gore pargacik boyutunda daha biylk bir artisa sebep olmustur.
Bunun sebebi lipozomlarin, kitozan ile elektrostatik etkilesimlere dayall depozisyon yéntemi
ile kaplanmis olmasidir (Laye vd., 2008; Madrigal-Carballo vd., 2010). icerdigi soya
lesitinindeki eksi yukla fosfolipitlerin etkisiyle eksi yikli olan lipozomlarin, arti yukli olan
kitozanlar ile kaplandiginda elektrostatik etkilesimler sonucu par¢acik boyutunun ciddi bir
sekilde arttigi Kailaku vd. (2014), Madrigal-Carballo vd. (2010), Mady ve Darwish (2010) gibi
bircok calismada go6zlemlenmistir. Lizozom arti yukli bir biyopolimer olmasina ragmen,
eklenilen konsantrasyonlarda eksi yUkli lipozomlarin yikini arti yike getirememistir.
Ekonomik agidan pahali olan lizozomun konsantrasyonunun arttilmasi enduistriyel anlamda
fizibil olmayacagindan en yuksek zeta potansiyel veren konsantrasyonu ile projeye devam
edilmistir. Ote yandan, arap zamki ve peynir alti suyu proteininin ortamin viskozitesini arttiran
Ozellikleri gdz o©ninde bulundurularak lipozomlarin dayanikliigini arttirip arttiriimadigi
incelenmigtir. Ayrica, lipozomlar lizozom, arap zamki ve peynir altt suyu proteini ile
kaplandiginda biyopolimerlerin elektrostatik etkilesimlerden daha zayif olan Van der Waals

baglari ve sterik etkilesimler ile lipozomlara baglanacagi 6ngérilmustir (Chun vd., 2013).

ANOVA sonuclarina gore, lizozom, arap zamki, peynir alti suyu proteini ve kitozan ile
kaplanmis lipozomlarin parcacik boyutunda bir aylik depolama siiresi boyunca énemli bir fark
gorulmemistir (p>0.05). Kitozan ile kaplanmis numunelerin 14. glnindeki artisi ; 1 aylik
depolama suresinin 14. guninde kitozan kaph lipozomlar birbirlerine yakinlasip birlesmeye
baslamasi ile aciklanmistir. Bu nedenle, parcacik boyutunun 28. gindeki azalisi birlesen

lipozomlarin pargalanmaya baslamasi ile agiklanabilir.
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Daha oOnce birgcok calismada, lipozomlarin arti yUkli bir biyopolimer olan kitozan ile
elektrostatik etkilesimler ile kaplanmasinin, lipozomlarin fiziksel ve kimyasal stabilitesinin
arttirllabilecegi gosterilmistir (Gibis, Rahn, ve Weiss, 2013; Gibis, Vogt, ve Weiss, 2012; Laye
vd., 2008; Madrigal-Carballo vd., 2010). Ote yandan, giinimiizde, lipozomlarin eksi yiklii
biopolimerler ile kaplanmasini inceleyen calismalar da mevcuttur. Lopes, Pinilla, ve Brandelli
(2017)'nin ¢alhismasinda, eksi yukli polisakkaritler, nisin yikli lipozomlarin kaplanmasinda
bir kaplama malzemesi olarak kullaniimistir. Sonuglar, oda sicakhginda 28 gin depolama
suresi boyunca pektin ve poligalakturonik asit kaplanmis nisin igeren lipozomlarin

stabilitesinin arttigini géstermigtir.

Bu baglamda, bu projede, lizozom, arap zamki ve peynir alti suyu proteini gibi eksi yuKklu
biyopolimerlerin, yesil cay 6zitl iceren lipozomlarin dayanikhligini arttirmada kitozana bir

alternatif olup olamayacag: arastiriimistir.
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Sekil 50. Farkl biyopolimer cesitleri ile kaplanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki
parcacik boyutlari. Kontrol; saf suda hazirlanmis kaplanmamis, A; lizozom ile kaplanmis, B;

arap zamki ile kaplanmig, C; peynir alti suyu proteini ile kaplanmis lipozomlar
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Sekil 51. Farkl biyopolimer c¢esitleri ile kaplanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki
parcacik boyutlari. Kontrol; asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis kaplanmamis D; kitozan

ile kaplanmisg lipozomlar

Lizozom, arap zamki, peynir altl suyu proteini ve kitozan ile kaplanmis lipozomlarin zeta
potansiyeli dlcimi 1 aylik depolama slresince incelenmistir. Zeta potansiyeli partikillerin
ylzeyindeki elektriksel yiklerinin dl¢tlmesidir ve kolloidal sistemlerin karakterize edilmesinde
siklikla kullaniimaktadir. Zeta potansiyelinin blyikliga kollodial sistemlerin  potansiyel
stabilitesinin gostergesidir. Sistemin zeta potansiyeli yukseldik¢ce parcaciklarin birbirini itmesi
de bir o kadar artacak ve bu itme kuvveti partikillerin bir araya gelmelerini engelleyip daha

stabil bir kolloidal sisteme sahip olusmasini saglayacaktir (Mady ve Darwish, 2010).

Bu calismada, lesitindeki negatif yukli fosfolipidler nedeniyle lipozomlar baslangicta negatif
yukludar. Saf su ve asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan kaplanmamis lipozomlarin zeta
potansiyelleri, ilk gliniinde sirasiyla -30.2 ve -10.6 mV ve 28 ginin sonunda -20.2 ve -9.48
mV olarak olctlmistir. Saf su ve asetat tampon co6zeltisinde hazirlanan lipozomlarin zeta
potansiyelindeki farkin, lipozomal ytzeylerin elektrik yidkinin, ortamin pH'indan ve farkh
lipozomlarin birbirleri arasindaki ve lipozomlar ile fenolik bilesiklerin arasindaki elektrostatik
etkilesimlerin blydklugiunden etkilendigini gostermistir (Gibis vd., 2012). Kaplanmamis
lipozomlarin zeta potansiyelinin 28 giin sonunda disist lipozomlarin zaman icinde bozulup

dayanikliigini yitirdigine bir isaret olarak gortlmektedir.
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Lizozom, arap zamki, peynir alti suyu proteini ve kitozan ile kaplanmis lipozomlarin zeta
potansiyeli sonuclari sirasiyla; -20.43, -22.1, -26.3 ve 24.36 mV olarak bulunmustur.
Sonucglardan da gorildigu gibi kitozanin yiksek yik yogunlugu; kitozan ile kaplanan
lipozomlarin pozitif yukli olmasina sebep olmustur (Sekil 52 ve 53). Biyopolimer kaplanmis
lipozomlarin zeta potansiyel degerlerinde, depolama siresinin sonunda bir azalma
gozlemlenmemistir. Bu sonug, kaplanmamis lipozomlarin fiziksel dayanikhhdinin biyopolimer
kaplama yoluyla arttirlabileceginin bir gostergesidir. Lizozom, arap zamki ve peynir alti suyu
proteini ile kapli lipozomlar daha ©6nce calisiimamis olmasina ragmen, lipozomlarin
dayanikliliginin, kitozan, pektin ve poligalakturonik asit gibi diger biyopolimerler ile
kaplanmasinin lipozomlarin fiziksel ve kimyasal korunmasini sagladigini gésteren calismalar
literatirde bulunmaktadir (Gibis vd., 2012b; Laye vd., 2008; Lopes vd., 2017; Madrigal-
Carballo vd., 2010).

A B C

Zeta Potansiyeli (mV)

Zaman (gln)

E0.gUn E7.90n 514.90n E21.gun E28.gln

Sekil 52. Farkli biyopolimer cesitleri ile kaplanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki
zeta potansiyelleri. A; lizozom ile kaplanmis, B; arap zamki ile kaplanmig, C; peynir alti suyu

proteini ile kaplanmis lipozomlar
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Sekil 53. Farkli biyopolimer c¢esitleri ile kaplanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki

zeta potansiyelleri. D; kitozan ile kaplanmis lipozomlar

4.2.10 Toplam Fenolik Madde Miktari

Lizozom, arap zamki, peynir altl suyu proteini ve kitozan ile kaplanmig lipozomlarin toplam
fenolik madde miktari Folin-Ciocalteau metodu ile 1 aylk depolama siresi boyunca
Olculmustir. Sonuclar mg gallik asit denkligi/ L 6rnek olarak verilmistir. Kontrol ve biyopolimer
ile kaplanmis numunelerin 1 ay depolama suresinceki toplam fenolik madde miktari Sekil
54'te gosterildigi gibidir. Lizozom, arap zamki, peynir altt suyu proteini ve kitozan ile
kaplanmis lipozomlarin toplam fenolik madde miktari kontrol numunelerinin sonucu ile
karsilastirildiginda, biyopolimer kapli lipozomlarin toplam fenolik madde miktarinin daha
fazla oldugu gorulmustir. Kitozan kaplanmis lipozomlarin toplam fenolik madde miktarinin
lizozom, arap zamki ve peynir alti suyu proteini ile kaplanmis lipozomlara gore cok daha
dusik oldugu gozlemlenmistir. Bu sonug yesil ¢ay ekstraktinin icerdigi fenolik maddelerin

kitozan ile etkilesimi sonucu erigilebilirliginin azalmasi ile agiklanabilir.

1 ayhk depolama suresinin ilk ve son gunlerindeki toplam fenolik madde miktari
karsilastirildiginda arap zamki, peynir alti suyu proteini ve kitozan kapli lipozomlarin fenolik
madde miktarinda 6nemli bir fark gérilmemistir (p>0.05). Ote yandan, lizozom ile kaplanmis

lipozomlarin depolama suresinin ilk ve son ginlerindeki fenolik madde miktarlarinda 6nemli
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bir fark oldugu go6zlemlenmistir (p<0.05). Depolama siresi boyunca her hafta yapiimis olan
toplam fenolik madde miktari deneylerinin sonucunda dalgalanmalar goérilmesi, biyopolimer
kaplanmis lipozomlarin bulunduu ortamda serbest halde bulunan biyopolimerlerin toplam
fenolik madde miktari deneyinde bulunan Folin-Ciocalteu reaksiyon maddesi ile etkilesimi ile

aciklanabilir.

Bu dalgalanmalar kaplamasiz lipozomlar icin, 7. giiniinde TPC sonuglarinda belirgin disus
ve 14. gunde onemli bir artis olarak gdzlemlenmistir. Benzer sonuglar, Klimczak, Matecka,
Szlachta, vd. Gliszczynska-Swiglo (2007) tarafindan gerceklestirilen calismada, portakal
suyunun 4 ay depolanmasindan sonra TPC'de bir disis ve ardindan 6 ay sonunda belirgin
bir artis olarak g6zlemlenmistir. Kaplamasiz lipozomlarin TPC sonuclarina benzer sekilde,
depolama suresinin 14. ginine kadar TPC degerlerinde artis ve sonraki glnlerdeki dusus
arap zamki ile kaplanan lipozomlar disindaki tim biopolimer kapli lipozomlar igin
goérulmistir. Bir baska calismada, Piljac-Zegarac, Valek, Martinez, vd. Bel$¢ak (2009) alti
farkh meyve suyunun TPC degerlerinin depolama siresinin ilk gunlerinde artip, ilerleyen
gunlerde azaldigint belirtmistir. Fenolik bilesiklerin depolama slresi boyuncaki bu
dalgalanma davranisi, fenolikler ile Folin-Ciocalteu reaktifi arasindaki olasi reaksiyondaki
degisimlere ve bazi fenolik bilesiklerin depolama suresinde pargalanmasina baglanmistir
(Piljac-Zegarac vd., 2009).

28 gunlik depolamanin sonunda, kaplanmamis ve kaplanmis lipozomlarin ilk gindeki TPC
degerlerinin korundugu gorilmastir. Sadece, lizozom ile kapli lipozomlarin TPC degerinin
depolama siresinin sonunda artti§i saptanmistir. TPC deneylerinin  sonucuna gore,
lipozomlarin 28 gun boyunca 4°C’de bekletiimesi lipozomlarin igindeki yesil ¢ay fenollerinin
TPC degerlerini azaltmadigi gérilmistiir. Bu sonug, Kevers vd. (2007) ve Piljac-Zegarac vd.
(2009) tarafindan yurutilen deneylerin sonucu ile tutarlilik gostermektedir. Kevers vd. (2007)
bircok meyve ve sebzenin, Piljac-Zegarac vd. (2009) ise calismasinda alti cesit meyve suyu

numunesinin TPC degerlerinin depolama sireci boyunca korundugunu gdstermistir.
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Sekil 54. Farkl biyopolimer cesitleri ile kaplanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki
toplam fenolik madde miktarlari. Kontrol I; Saf suda hazirlanmis kaplanmamis, A; lizozom ile
kaplanmig, B; arap zamki ile kaplanmis, C; peynir alti suyu proteini ile kaplanmig, Kontrol II;

asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis kaplanmamis, D; kitozan ile kaplanmis lipozomlar

4.2.11 Antioksidan Aktiviteleri

Lizozom, arap zamki, peynir alti suyu proteini ve kitozan ile kaplanmis lipozomlarin
antioksidan aktiviteleri DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) metodu ile 1 aylik depolama suresi
boyunca olculmustir. Lipozomlarin antioksidan aktiviteleri mg DPPH/L 6rnek olarak
verilmistir. Biyopolimer ile kaplanmis lipozomlarin ve yesil cay ekstraktl 6zitd ile doldurulmus
kontrol numunelerinin 1 ay depolama suresindeki antioksidan aktiviteleri Sekil 55'te
gosterilmistir. Lizozom, arap zamki, peynir altt suyu proteini ve kitozan ile kaplanmis
lipozomlarin antioksidan degerleri sirasiyla 40.35, 42.65, 41.72 ve 39.24 mg DPPH/L drnek
olarak bulunmustur. Saf su ve asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis kontrol numunelerinin
ise antioksidan aktiviteleri sirasiyla 15.05 ve 14.99 mg DPPH/L 6rnek olarak hesaplanmistir.
Biyopolimerler ile kaplanmis lipozomlarin antioksidan aktivitelerinin kontrol numunelerine
gore daha yuksek oldugu gozlemlenmistir (p<0.05). Biyopolimerler ile kaplanmis lipozomlarin

hem toplam fenolik madde miktarlarinin hem de antioksidan aktivitelerinin kontrol
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numunelerine gore ¢ok daha fazla olusu, yapilan enkapsulasyonun yesil ¢ay 6zitinde
bulunan fenolik maddelerin korunmasinda etkili oldugunu gdstermektedir. 1 aylik depolama
siresinin ilk ve son gunlerindeki antioksidan aktivite degerleri karsilastirildiginda
biyopolimerler ile kaplanmis lipozomlarin antioksidan aktivitelerinde 6nemli bir fark
gorulmemistir (p>0.05). Biyopolimerler ile kaplanmis lipozomlarin antioksidan aktiviteleri 1
aylik depolama sirecinin 28. giniinde en dusuk degere sahip olmasina ragmen bu deger,
kontrol numunelerinin ilk gunindeki (en ylksek antioksidan aktivitesi sonucunun
hesaplandigi giin) degerine gore ¢cok daha yiiksektir. Bu sonuctan anlasildigi gibi biyopolimer
kaplamali lipozomlarin antioksidan aktivitesi depolama stiresi ilerledikce azalmasina ragmen,
kontrol numuneleri ile karsilastiginda yesil cay 6zutunin icerdigi fenolik maddelerin

antioksidan aktivitelerinin 6nemli bir sekilde arttirdig1 goértulmektedir (p<0.05).

TPC sonuclarina benzer sekilde, AA degerlerindeki dalgalanmalar, kaplanmamis ve
biyopolimer kapli lipozomlar icin de 4 °C'de 28 guin depolanma sirasinda gorulmustir. Sekil
55'te de goruldiga gibi, 7. ginde AA degerindeki azalma, hem kaplanmamis hem de
kaplanmis lipozomlar icin gmrilmuistir. Bu azalisi, depolamanin 14. gunindeki AA
degerindeki bir artis izlemistir. Depolamanin 14. gininden itibaren biopolimer kapli
lipozomlarin AA degerleri sirekli olarak azalmaya baslamistir. Ote yandan, kaplanmamis
lipozomlarin AA degerleri 14. ginden sonra degismeyip, sabit kalmistir. Katesin, resveratrol
ve Uzum cekirdeginin (Pinelo, Rubilar, Sineiro, vd. Nufiez, 2005), elma suyunun (Pinelo,
Manzocco, Nufiez, vd. Nicoli, 2004), sogutulmus kerevizin (Vina ve Chaves, 2006) ve siyah
havug, kizilcik, yaban mersini, nar, cilek ve visne suyunun (Piljac-Zegarac vd., 2009)
antioksidan aktivite degerlendirmeler calismalar ile gosterilmistir. Yesil ¢ay 6zutu ile dolu
lipozomlarin antioksidan degerlerinde gozlemlenen artig, yesil caydaki polifenollerin
muhtemel polimerizasyon tepkimeleri ile aciklanabilir. Polimerizasyon derecesinin belirli bir
degeri asmasi molekuler kompleksite ve sterik engelde artisa yol acmaktadir. Bu artis,
fenolik bilesiklerin hidroksil gruplarinin DPPH radikalleri ile reaksiyona girmesini azaltip,
antioksidan aktivite degerlerinin dismesine sebep olmaktadir (Hagerman vd., 1998; Piljac-
Zegarac vd., 2009). Bu, 14. gunde artan kaplanmis lipozomlarin AA degerlerindeki
azalmanin muhtemel bir nedeni olabilir. Ek olarak, Pinelo vd. (2005) ortamin kimyasal
Ozelliklerinin, depolama sicakhdinin ve siresinin polifenollerin serbest radikallere karsi
reaktifligini etkiledigini belirtmistir. Calismada 22, 37, 60 °C depolama sicakliginin, ortamin
kimyasal 6zelliklerinin (etanol, metanol ve su) katetamin, resveratrol ve Uzim ekstraktinin

reaksiypm suresi Uzerindeki etkisi arastiriimistir. Sonugclar, dusuk sicakliklarda maksimum
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AA degerinin elde edilmesi i¢cin daha uzun inkiibasyon suresinin gerekli oldugunu ortaya
koymustur. Bu aciklama, yesil cay ekstrakti iceren lipozomlarin AA degerinin artisinin daha

onceki calismalara kiyasla daha uzun depolama siresinde gerceklesmesinin sebebini

aciklayabilir.
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Sekil 55. Farkli biyopolimer cesitleri ile kaplanmis lipozomlarin 0, 7, 14, 21 ve 28. gunlerdeki
antioksidan aktiviteleri. Kontrol I; Saf suda hazirlanmis kaplanmamis, A; lizozom ile
kaplanmis, B; arap zamki ile kaplanmis, C; peynir alti suyu proteini ile kaplanmig, Kontrol II;

asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis kaplanmamis, D; kitozan ile kaplanmis lipozomlar

4.2.12 Transmisyon Elektron Mikroskobu

Biyopolimer ile kaplanmis lipozomlarin morfolojisi hakkinda bilgi edinmek ve parcacik boyutu
dagilim sonuglarini teyit etmek amaciyla lipozomlarin transmisyon elektron mikroskobu
goruntileri alinmistir. Biyopolimer kaph lipozomlar igin TEM goruntulerindeki kontrasti
artirmak igin fosfotungstik asit ile negatif boyamanin yapilmasi gerekli gorulmusttr. Negatif
boyama methodu ile, arka plan boyama malzemesi ile boyanmistir. Bununla birlikte, negatif
boyamanin kullaniimasi, lipozomun yapisinda degisikliklere neden olabilir ve boyama igin
kullanilan madde, koyu ve hafif sagak olusumuna sebep olabilir. Bu problemlerin, lipozomun
katman vyapisi yanlis yorumlama yol agagdl belirtimedir. Ayrica, elektron mikroskop

haznesinde gerceklesen vakumlama, lipozomlarin dehidrasyonuna neden olabilir ve bu
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morfolojide bir degisiklige sebep olabilmektedir (Bibi vd., 2011; Chen, Zhu, Huang, Wang, ve
Yan, 2013).

Lizozom, arap zamki ve peynir alti suyu proteini ile kaplanmis lipozomlarin TEM gortintuleri
sirastyla Sekil 56, 57 ve 58'de gorulmektedir. Kaplanmis lipozomlarin bir dnceki kisimda
aciklanan yesil cay dolu ve kaplanmamis lipozomlara benzer bir sekilde kiresel bir sekle
sahip olduklari g6zlemlenmistir. Depolama stresinin ilk giininde oldukca duzgin bir yapiya
sahip biyopolimer kaph lipozomlarin 28 gin sonunda da yapilarinin korundugu tespit
edilmistir. ilk kisimda 14. gunde dagdiimaya baslayan kaplanmamis lipozomlarin dayaniklilii
lipozomlarin biyopolimer kaplanmasi ile arttinlmistir. Ek olarak, TEM goéruntilerinde
lipozomlarin parcacik boyutlarinin, parcacik boyutu analizi deneylerindeki sonuclarla benzer
oldugu gorulmustir. Ayrica, lipozomlarin yizeyinde goérilen siki arap zamki, peynir alti suyu
proteini ve lizozom tabakasinin varlihgr parcacik boyutu kisminda bahsedilen
biyopolimerlerin Van der Waals ve sterik etkilesimler yoluyla lipozomal ylzeye adsorbe

olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

———- 50 nm 100 nm

Sekil 56. Lizozom ile kaplanmis lipozomlarin TEM goruntileri; (a):Depolama suresinin ilk

gundndeki, (b):Depolama stiresinin son gunindeki

95



[— 50 nm N I—| 50 nm

Sekil 57. Arap zamki ile kaplanmis lipozomlarin TEM goérintuleri; (a):Depolama siresinin ilk

gunideki, (b):Depolama siresinin son gunindeki

——- 50 nm
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Sekil 58. Peynir alti suyu proteini ile kaplanmis lipozomlarin TEM gérintileri; (a):Depolama

siresinin ilk guintdeki, (b):Depolama slresinin son gunindeki

4.3 Dolu (Yuiklenmig) Lipozom sistemlerinden salinimin matematiksel modellemesi

Projede salinim deneyleri icin matematiksel modelleme yapilacag! belirtiimisti. Ancak yesil
cay 0zitd ile yuklenmis numunelerin fenolik maddeleri salim davranigi difiizyon modeline
uygun bir sekilde ilerlememistir. Klasik bir diftizyon egrisi elde edilemediginden matematiksel

modelleme yapiimamistir.

4.4 Tasarlanan Lipozom Sistemlerinin Spreylenerek Gidalara Uygulanmasi

Calismanin son kisimda, 6nceki kisimlarda tasarlanmis farkl lipozom ¢ozeltilerinin kabuklar
soyulmus batin haldeki findiklara uygulanmasi planlanmistir. Ancak yapilan 6n denemeler
sonucunda findiktan findiga oksidasyon seviyelerinin fark ettigi tespit edilmis, ¢ozeltilerin
etkisinin daha iyi gbzlemlenebilmesi adina ¢ekilmis findik kullaniimigstir.

Findiklar Gzerinde uygulama yapilmadan ©nce spreyleme islemini optimize etmek icin
spreyin farkli mesafelerden ne kadar alana uygulanabildigi tespit edilmis, farkli sprey tipleri
icerisinden mimkun olan en homojen dagilimi saglayan sprey secilmistir. Hazirlanan farkl
lipozom c¢ozeltileri igin, fark teskil etmeksizin findik numunelerine spreyleme islemi
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak hi¢c spreyleme yapiimamis findik numuneleri
kullantimistir.

Findik numuneleri halkin saklama ve tiketim egilimi géz 6ninde bulundurularak, evdeki
saklama kosullarini yansitmasi amaciyla, normal saklama kosullarinda (oda sicakhginda)
bekletilerek deneyler yapilmistir. Spreyleme isleminin kontroliini yapmak amaciyla, kontrol
gurubu olarak hi¢c spreyleme yapimamis findik numunesi de spreyleme yapilimis findik
numuneleri ile ayni kosullarda saklanmistir.

Hazirlanan 4 farkh lipozom c¢ozeltisinin oksidasyonu geciktirme lzerinde etkisini incelemek
icin deneyler yapilmistir. Her numune i¢in ayri ayri ekstraksiyon ile elde edilen findik yagi
hidroperoksit tayini icin kullaniimistir. Lipit hidroperoksit 6lgimui igin proje kapsaminda

belirtildigi gibi Alamed vd.’nin metodu kullaniimistir.
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Spreylenen Urinlerde hidroperoksit 6lcimi—model sistemlerde oldugu gibi—ilk gun igin
spreylemenin hemen 6ncesinde ve 1 saat sonrasinda yapimistir. Sonuclar Sekil 59'da
verilmistir. Sekilde goruldigia Gzere antioksidan salinimi gerceklesmis olup, yuklemeli

lipozom co6zeltileri daha az absorbans degerine sahip oldugu 6lculmastir.
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Farkl findik numuneleri

Sekil 59. Farkli lipozom c¢ozeltilerinin  findik Uzerine spreylenmesi sonrasi (1.saat)
hidroperoksit 6lcimi sonuglari. (A: Distile su ile hazirlanmis yiklemeli lipozom puskirtiimuis
findik numuneleri, B: Asetat tampon ¢ozeltisi ile hazirlanmis yiuklemeli lipozom puskurtiimus
findik numuneleri, C: Distile su ile hazirlanmis yiklemesiz lipozom puskirtilmis findik
numuneleri, D: Asetat tampon ¢ozeltisi ile hazirlanmis ytklemesiz lipozom puskirtalmis

findik numuneleri, F: Spreyleme yapilmamis findik numuneleri)

Depolama calismasinin sonuglari hazirlanan spreylerin oksidasyona maruz kaldiginda
istenmeyen koku ve tatlar olusturan findik benzeri gidalarda kullanilabilirliini yansitmasi
acisindan oldukga onemlidir. Elde edilen sonucglar Sekil 60’'ta verilmektedir. Sekilde de
gorulebilecegdi gibi en yuksek absorbans degerine spreyleme yapilmamis findiklar ulasirken,
distile su ile hazirlanmis yesil ¢ay yuklemeli lipozom ile spreylenmis findik numuneleri en az
absorbans degerine sahiptir. Bu da gdstermektedir ki hazirlanan lipozomal sprey sistemleri
kontrollii salinim gergeklestirerek birincil lipit oksidasyon trunlerinin olusumunu engellemistir.
Hazirlanan yesil cay vyiklemeli lipozom c¢ozeltilerinin findiklar UGzerinde oksidasyonu

geciktirmesi diger gidalar icin uygulanabilirligi icin guzel bir emsal teskil etmektedir.
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Sekil 60. Farkl lipozom c¢dzeltilerinin findik Gzerine spreylenmesi sonrasinda zamana bagh
hidroperoksit 6lgcimi sonuglari. (A: Distile su ile hazirlanmis yiklemeli lipozom puskirtilimis
findik numuneleri; B: Asetat tampon ¢ozeltisi ile hazirlanmis yuklemeli lipozom puskirtiimus
findik numuneleri; C: Distile su ile hazirlanmis yiklemesiz lipozom puskidrtilmias findik
numuneleri; D: Asetat tampon c¢ozeltisi ile hazirlanmis yitklemesiz lipozom puskirtilimis

findik numuneleri; F: Spreyleme yapiimamis findik numuneleri)

Spreylemenin uygulandidi gidadaki koku degisimlerini anlamak amaciyla duyusal analiz*
testleri de gergeklestiriimistir. Duyusal analiz 40 gin bekletiimis spreylenmis ve
spreylenmemis findik numuneleri icin yapiimistir (Sekil 61). ik giin birbirine biyuklik, renk
ve yapI acisindan en ¢ok benzeyen findiklardan her bir islem icin 3’er 6rnek alinmistir. Batiin
halinde alinan bu 9 numuneden UcUnun Uzerine bos lipozom, Ucline yesil cay 6zitl ile
doldurulmus lipozom c¢ozeltisi sikilmis ve son Ugli kontrol olarak herhangi bir islem
uygulanmadan birakilmistir. Hazirlanan numuneler replikeler ayni kapta olmak Uizere toplam
3 cam kapta oda kosullarinda bekletiimistir. Panelistlere numuneler hakkinda bilgi
verilmeden, 6nceden kodlanmis numuneler gosterilmis ve “A” ve “B” numunelerini “C” kodlu
kontrol numuneleri ile gorsel ve kokusal olarak karsilastirmalari istenmistir. 34 kisinin katildigi
duyusal testin sonugclari varyans analizi ve Tukey c¢oklu karsilastirma metodu kullanarak
degerlendirilmistir. Tuketicilerin findiklari begeni siralamasina koymasi istenilen sorunun

analizi sonucu; yesil cay 0zutli lipozom sikilmis numunelerin istatistiksel olarak farkli
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¢ctkmayan kontrol ve bos lipozom sikilmis numunelere goére daha tercih edilir oldugunu
gOstermistir (p<0.05). Gorsel degerlendirmenin sonucu yine dolu lipozomlarin tiiketiciye daha
cazip geldigini gosterirken kokusal analizlerde dolu ve bos lipozom sikilmis findik
numunelerinin birbirinden ve kontrolden kayda deger derecede farkli olmadi§i sonucu
cikmistir. Profesyonel olarak dusundldiginde bos lipozomlarin findikta oksidasyonu
arttirarak matlasma ve koyulasmaya bagli bir renk degisimine yol acacagi fakat yukli
lipozomlarda bunun 0©nelenecegi ve findigin parlakliginin renk tonunun korunacagi

dusiundlmektedir. Gorsellerde bu olgu ile gelisen bir duruma rastlanmamistir.

Sekil 61. (A) Duyusal analiz icin hazirlanan findiklarin spreylenmeden o6nceki fotografi;
soldan saga kontrol, yesil ¢cay ylklenmis lipozom spreylenmis ve bos lipozom spreylenmis
findiklar gérulmektedir. (B) ilk giin yesil cay dziti yukli lipozom spreylenip duyusal analizde
kullaniimak Uzere oda kosullarinda 40 giin saklanan findiklar ve kontrol (control) numuneleri;
(C) ilk giin bos lipozom spreylenip duyusal analizde kullaniimak lizere oda kosullarinda 40
gun saklanan findiklar ve kontrol (control) numuneleri.

*Duyusal analiz deneylerinde tat ile ilgili herhangi bir 6lcim yapilamamistir. Mikroakiskanlastici

temizlenirken propanol kullanildiindan, az bir miktar olsa bile lipozomlarin propoanal icerme
ihtimalinden dolay! tiketicilere tat testleri yapiimamistir.
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5. SONUC

Calismanin ilk kisminda lipozom hazirlama parametreleri ve yontemlerine karar verilmesi
amaclanmisti. Hazirlama yontemlerinde iki ana metod USK ve MA kullaniimisti. Bunlardan
direkt ug tipi USK sonuglari projede kullanilan lipozom konsantrasyonu (%1) icin 5 dakika
uygulamayla minimum parcacik boyutunu vermis ve sirenin arttirimasi parcacik boyutunu
degistirmemistir. Bu amacla diger bolimlere 5 dakikalik islem ile devam edilmistir. Diger
yandan MA uygulamasi artan basin¢la azalan parcacik boyutlarl ve artan transparanlik
saglamis, USK'dan daha etkili oldugu saptanan bu yéntem icin de optimum basing 1300 bar
5 pas olarak belirlenmistir.

Hazirlama parametreleri olarak lesitin tipi ve ¢dzlcd tipi ile saklama sicakhgina karar vermek
amaclyla yine parcacik boyutu ve zeta potansiyel ol¢ctimleri yapiimistir. Soya lesitini (S75)
yumurta lesitinine gére (E80) daha kiguk pargaciklar vermis ve pratik olarak renk degisimi ve
kullanim kolayhd1 yonlerinin de durumu desteklemesiyle lesitin kaynagdi olarak soyanin
kullaniimasi kararlastinimistir. Farkl kaplama maddeleri ve uygulama yontemleri icin esitlilik
saglamasi agisindan deneylerde kullanilan 3 farkli ¢bzucu arasindan DS ve ATC daha uygun
bulunmus, fosfolipidlerin zeta potansiyelini sifira yaklastirarak instabilite yaratan FTC
drneklerinin bu sekilde kullanilamayacag! sonucuna variimigstir.

Bos lipozomlarin karakterizasyonu amacli yapilan hidroperoksit ve NMR relaksometre
deneyleri yapilmisti. Lipid dogasi sonucu Urtnlerin hepsinde oksidasyon seviyeleri zamanla
yukselmis ve beklendigi Uzere oda sicakhdinda buzdolabi sicakhdina gore daha cok
hidroperoksit olusumu gorilmustir. Burada dikkat ¢eken bir durum, E80 lesitinlerinin oda
sicakhginda daha buzdolabina gére daha cok oksitlenmesine ragmen S75’e gére bu sicaklk
degisiminden daha az etkilendiginin saptanmis olmasidir. Bu yonden bakildijinda oda
sicakhgl calismalari icin E80 secenedinin degerlendiriimesinin daha dogru olabilecegi
onerilmig, fakat buzdolabinda ¢ok daha iyi sonug¢ veren 4 °C-S75 kombinasyonu ile projeye
devam edilmesi uygun goriimustar.

Burada ydritilen parcacik boyutu olcimlerinde zamanla genel bir degisiklik egilimi
gorulmemis ve kimyasal degisikliklerin bu sekilde saptanamayacadl durumda NMR
relaksometre deneylerinden faydalaniimistir. Parcacik boyutunun mutlak degisiklik gosterdigi
metod parametreleriyle (MA igin basing ve USK icin sire) olusan degisimler yiksek
korelasyon (>0.86) ile NMR ile de saptanabilmistir. Bunun disinda molekiler diizeyde bilgi
verebilecek bu deneylerin T, karsilastirmalari, parcacik boyutunun 6tesinde oluasabilecek

kimyasal degisimlerin tespiti ile ilgili gelecek vaad eden sonuglar vermistir.
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Projenin sonraki kisminda, yesil cayin icinde bulunan fenolik bilesenlerin antioksidan
aktivitesini korumak icin % 0.1 yesil cay 6zitl iceren karisim %1 lesitin kullanilarak saf su ve
asetat tampon c¢ozeltisinde mikroakiskanlastirici ve ultrasonikasyon teknikleri ile enkapsule
edilmistir. Ayrica bu ¢alismada, homojenizasyon teknigi ve ortamin pH nin bir aylik depolama
sirecinde vyesil cay 0©zitinin stabilitesine etkisi arastinimistir.  Sonu¢ olarak,
mikroakiskanlastirci teknigi ile saf suda hazirlanan yesil cay ©6ziti ile dolu lipozomlar
depolama surecinin ilk ve son gunlerinde parcacik boyutu, toplam fenolik madde miktart,
antioksidan aktivitesinde énemli bir fark gostermedigi (p>0.05) i¢in daha dayanikh bir sistem
oldugu sonucuna variimigtir. Ek olarak, bu sonug¢ transmisyon elektron mikroskobunda ayni
lipozom sisteminin  daha duzgun bir sekle sahip olmasiyla desteklenmistir.
Mikroakiskanlastirci teknigi ile daha dayanikli lipozomlar elde edildigi i¢in projenin bir sonraki
kismi olan “Lipozomlarin katmanh depozisyon yontemi ile polimer kullanarak kaplanmasi”
kisminda lipozomlari olusturmak icin sadece mikroakiskanlastirici teknigi kullaniimistir.
“Lipozomlarin katmanli depozisyon yontemi ile polimer kullanarak kaplanmasi” kisminda, 1
ayllk depolama siresinin 14. gununde yapilarinda bozulma gorilen kaplanmamis
lipozomlarin dayanikhh@d lipozomlarin biyopolimer kaplanmalari sayesinde arttiriimistir.
Biyopolimer kaplanmis lipozomlarin kontrol numunelerine gore daha yiksek antioksidan
aktivite ve toplam fenolik madde miktar icerdigi gorilmistir. Kaplanmis lipozomlarin
parcacik boyutunda 1 aylik depolama suresi boyunca énemli bir degisim gorilmemistir. Zeta
potansiyelleri g6z dniinde bulunduruldugunda biyopolimer kapli lipozomlarin dayaniklihginin
1 ay boyunca korundugu godzlemlenmistir. TEM goruntileri lipozomlarin 28 giin sonunda
yapilarini korudugunu gostermistir. Ozetlemek gerekirse, yapilan tek katmanli biyopolimer
kaplamasi yesil cay dolu lipozomlarin dayanikhhdinin korunmasina 6nemli bir sekilde katki
sagladigi goralmustr.

Manyetik Rezonans Grountiileme Deneyleri, Bilkent Universitesi Ulusal Manyetik Rezonans
(UMRAM) Goriuntuleme Merkezi'ndeki 3 Tesla Gucindeki klinik tipi MRG ekipmaninin
kullanarak gerceklestirilmistir.  Gorunutleme denemeleri  farkli  sekanslar kullanarak
denenmistir ve bir atkim goruntiler 3. Ara raporda verilmigtir. Lakin klinik tipi MRG
sisteminden elde edilen sonuclar, ekipmanin lipozom numunleri icin kigtk bir rf sargisi
olmadigindan ve bu durum manyetik alanda heterejonite yarattiindan ele edilen sonuclarda
tam bir uyum saglanamamistir. Ozellikle zamana bagli deneylerde fark pek gézlenmemistir.
Bu neden projede MRG’' den cok NMR sonuclarina odaklaniimis ve sadece NMR

Relaksometre deney sonuglarini icerne bir makale hazirlanmistir.
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Proje sonuglarindan 2 bilimsel makale yayinlanmis, 2 uluslararasi bildiri, 3 ulusal poster
bildirisi, 1 s6zlu bildiri sunulmustur. Ayrica Subat 2016'da bir Ylksek Lisans Tezi
tamamlanmistir. Projenin NMR sonuclarinin birlestiriimesiyle yazilan diger bir makale Food
Research International dergisinde degerlendirme surecindedir. Ayrica biyoplimer kaplamanin
lipozomlar Uzerindeki etkisini gostermek amaciyla da bir makale hazirlanma asamasindadir.
En gec¢ Haziran ayi itirabiyle, dolu lipozomlarin karakterizasyonunun incelendigi 2. bir Yiksek
Lisans Tezi tamamlanacaktir.

Proje ayni zamanda FP1405 Cost Aksiyonu kapsamindadir. Bu kapsamda 2 farkli toplantiya
katihnmistir. Mart 2017°de proje ¢alisanlarindan Damla Dag Short Term Scientific Mission
programi kapsaminda 1 ayligina isvigre’deki Zurich University of Applied Science (ZHAW)
bolimune ziyaret¢i arastirmaci olarak gitmistir. COST Askiyonu kapsaminda gerceklesen
STSM kapsaminda 6grenci gittigi Universitede lipozomlarin igerisine eugenol enkapsile
etmis ve bu konuda bir takim analizler yapmistir. Eugonal yiklu lipozomlarin gelistirimesi de
bundan sonra denecek baska bir calisma olacaktir. COST Aksiyonu ile ilgili bilgiler ‘COST
Aksiyonu Raporu’ dosyasinda ek olarak sunulmustur.

103



10.

11.

Kaynaklar

Alamed, J., Chaiyasit, W., McClements, D.J., Decker, E. A. (2009). Relationships
between free radical scavenging and antioxidant activity in foods, Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 57(7), 2969-2976. doi:10.1021/jf803436¢

Allsopp, K., Wright, I. Lastockin, D., Mirotchnik, K., Kantzas, A. (2005). Determination of
oil and water compositions of oil / water emulsions using low field NMR relaxometry,
Journal of Canadian Petroleum Technology, 40(7), 58—61. https://doi.org/10.2118/01-07-
05

Ananingsih, V. K., Sharma, A., & Zhou, W. (2013). Green tea catechins during food
processing and storage: A review on stability and detection. Food Research International,
50(2), 469-479. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2011.03.004

Anton, N., & Vandamme, T. F. (2011). Nano-emulsions and micro-emulsions:
Clarifications of the critical differences. Pharmaceutical Research, 28(5), 978-985.
https://doi.org/10.1007/s11095-010-0309-1

Bhat, R., Kamaruddin, N. S. B. C., Min-Tze, L., & Karim, A. A. (2011). Sonication
improves kasturi lime (Citrus microcarpa) juice quality. Ultrasonics Sonochemistry, 18(6),
1295-1300. https://doi.org/10.1016/].ultsonch.2011.04.002

Bibi, S., Kaur, R., Henriksen-Lacey, M., McNeil, S. E., Wilkhu, J., Lattmann, E., ... Perrie,
Y. (2011). Microscopy imaging of liposomes: From coverslips to environmental SEM.
International Journal of Pharmaceutics, 417(1-2), 138-150.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2010.12.021

Chacko, S. M., Thambi, P. T., Kuttan, R., & Nishigaki, I. (2010). Beneficial effects of
green tea: a literature review. Chinese Medicine, 5(13), 1-9.
https://doi.org/10.1186/1749-8546-5-13

Chen, C., Zhu, S., Huang, T., Wang, S., & Yan, X. (2013). Analytical Methods Analytical
techniques for single-liposome characterization. Analytical Methods, 5(2150), 2150-
2157. https://doi.org/10.1039/c3ay40219c

Chun, J. Y., Choi, M. J., Min, S. G., & Weiss, J. (2013). Formation and stability of
multiple-layered liposomes by layer-by-layer electrostatic deposition of biopolymers.
Food Hydrocolloids, 30(1), 249-257. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2012.05.024
Dizgines, N. (Ed.). (2005). Liposomes, Part E. In Methods in Enzymology (p. 528).
Academic Press.

Gibis, M., Rahn, N., & Weiss, J. (2013). Physical and oxidative stability of uncoated and

104



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

chitosan-coated liposomes containing grape seed extract. Pharmaceutics, 5(3), 421-433.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics5030421

Gibis, M., Vogt, E., & Weiss, J. (2012). Encapsulation of polyphenolic grape seed extract
in polymer-coated liposomes. Food & Function, 3, 246.
https://doi.org/10.1039/c1fo10181a

Hagerman, A. E., Riedl, K. M., Jones, G. A., Sovik, K. N., Ritchard, N. T., Hartzfeld, P.
W., & Riechel, T. L. (1998). High Molecular Weight Plant Polyphenolics (Tannins) as
Biological Antioxidants. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 46(5), 1887—1892.
https://doi.org/10.1021/jf970975b

Hashemi, R. H., Bradley, W. G., & Lisanti, C. J. (2010). MRI: The Basics. Lippincott
Williams & Wilkins.

Hope, M. J., Bally, M. B., Mayer, L. D., Janoff, A. S., & Cullis, P. R. (1986). Generation of
Multilamellar and Unilamellar Phospholipid Vesicles. Chemistry and Physics of Lipids, 40,
89-107.

Hosseini, S. A., Gorjian, M., Rasouli, L., & Shirali, S. (2015). A comparison between the
effect of green tea and Kombucha prepared from green tea on the weight of diabetic rats.
Biomedical and Pharmacology Journal, 12(January), 141-146.
https://doi.org/10.13005/bbra/1616

Jafari, S. M., He, Y., & Bhandari, B. (2007). Production of sub-micron emulsions by
ultrasound and microfluidization techniques. Journal of Food Engineering, 82(4), 478—
488. https://doi.org/10.1016/j.jffoodeng.2007.03.007

Janeiro, P., & Oliveira Brett, A. M. (2004). Catechin electrochemical oxidation

mechanisms. Analytica Chimica Acta, 518(1-2), 109-115.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2004.05.038
Kailaku, S. 1., Mulyawanti, |, & Alamsyah, A. N. (2014). Formulation of

Nanoencapsulated Catechin with Chitosan as Encapsulation Material. Procedia
Chemistry, 9, 235-241. https://doi.org/10.1016/j.proche.2014.05.028

Karacam, C. H., Sahin, S., & Oztop, M. H. (2015). Effect of high pressure
homogenization (microfluidization) on the quality of Ottoman Strawberry (F. Ananassa)
juice. LWT - Food Science and Technology, 64(2), 932-937.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2015.06.064

Kentish, S., & Feng, H. (2014). Applications of power ultrasound in food processing.
Annual Review of Food Science and Technology, 5(JANUARY), 263-84.
https://doi.org/10.1146/annurev-food-030212-182537

105



22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Kevers, C., Falkowski, M., Tabart, J., Defraigne, J. O., Dommes, J., & Pincemail, J.
(2007). Evolution of antioxidant capacity during storage of selected fruits and vegetables.
Journal of  Agricultural and Food Chemistry, 55(21), 8596-8603.
https://doi.org/10.1021/jf071736j

Kirtil, E., Oztop, M. H., Sirijariyawat, A., Ngamchuachit, P., Barrett, D. M., & McCarthy, M.
J. (2014). Effect of pectin methyl esterase (PME) and CacCl2 infusion on the cell integrity
of fresh-cut and frozen-thawed mangoes: An NMR relaxometry study. Food Research
International, 66(October), 409-416. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2014.10.006
Klimczak, |., Matecka, M., Szlachta, M., & Gliszczyriska-Swigto, A. (2007). Effect of
storage on the content of polyphenaols, vitamin C and the antioxidant activity of orange
juices. Journal of Food Composition and Analysis, 20(3-4), 313-322.
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2006.02.012

Laouini, A., Jaafar-Maalej, C., Limayem-Blouza, I., Sfar, S., Charcosset, C., & Fessi, H.
(2012). Preparation, Characterization and Applications of Liposomes: State of the Art.
Journal of Colloid Science and Biotechnology, 1(2), 147-168.
https://doi.org/10.1166/jcsb.2012.1020

Laye, C., McClements, D. J.,, & Weiss, J. (2008). Formation of biopolymer-coated
liposomes by electrostatic deposition of chitosan. Journal of Food Science, 73(5), N7-15.
https://doi.org/10.1111/j.1750-3841.2008.00747.x

Li, M. K., & Fogler, H. S. (1978). Acoustic emulsification Part 2: Breakup of the large
primary oil droplets in a water medium. Journal of Fluid Mechanics, 88, 513-528.

Lopes, N. A,, Pinilla, C. M. B., & Brandelli, A. (2017). Pectin and polygalacturonic acid-
coated liposomes as novel delivery system for nisin: Preparation, characterization and
release behavior. Food Hydrocolloids, 70, 1-7.
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.03.016

Lu, Q., Lu, P. M., Piao, J. H., Xu, X. L., Chen, J., Zhu, L., & Jiang, J. G. (2014).
Preparation and physicochemical characteristics of an allicin nanoliposome and its
release behavior. LWT - Food Science and Technology, 57(2), 686-695.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2014.01.044

Madrigal-Carballo, S., Lim, S., Rodriguez, G., Vila, A. O., Krueger, C. G., Gunasekaran,
S., & Reed, J. D. (2010). Biopolymer coating of soybean lecithin liposomes via layer-by-
layer self-assembly as novel delivery system for ellagic acid. Journal of Functional Foods,
2(2), 99-106. https://doi.org/10.1016/}.jff.2010.01.002

Mady, M. M., & Darwish, M. M. (2010). Effect of chitosan coating on the characteristics of

106



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.
42.

43.

DPPC liposomes. Journal  of  Advanced  Research, 1(3), 187-191.
https://doi.org/10.1016/j.jare.2010.05.008

Mariette, F. (2009). Investigations of food colloids by NMR and MRI. Current Opinion in
Colloid and Interface Science, 14(3), 203-211.
https://doi.org/10.1016/j.cocis.2008.10.006

Marigheto, N., Venturi, L., Hibberd, D., Wright, K. M., Ferrante, G., & Hills, B. P. (2007).
Methods for peak assignment in low-resolution multidimensional NMR cross-correlation
relaxometry. Journal of Magnetic Resonance, 187(2), 327-342.
https://doi.org/10.1016/j.jmr.2007.04.016

Patil, Y. P., & Jadhav, S. (2014). Novel methods for liposome preparation. Chemistry and
Physics of Lipids, 177, 8-18. https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2013.10.011
Piljac-Zegarac, J., Valek, L., Martinez, S., & Bel3¢ak, A. (2009). Fluctuations in the
phenolic content and antioxidant capacity of dark fruit juices in refrigerated storage. Food
Chemistry, 113(2), 394—-400. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.07.048

Pinelo, M., Manzocco, L., Nufiez, M. J., & Nicoli, M. C. (2004). Interaction among phenols
in food fortification: negative synergism on antioxidant capacity. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 52(5), 1177-1180. https://doi.org/10.1021/jf0350515

Pinelo, M., Rubilar, M., Sineiro, J., & Nufiez, M. J. (2005). A thermal treatment to
increase the antioxidant capacity of natural phenols: Catechin, resveratrol and grape
extract cases. European Food Research and Technology, 221(3-4), 284-290.
https://doi.org/10.1007/s00217-005-1159-7

Rashidinejad, A., Birch, E. J., Sun-Waterhouse, D., & Everett, D. W. (2014). Delivery of
green tea catechin and epigallocatechin gallate in liposomes incorporated into low-fat
hard cheese. Food Chemistry, 156, 176-183.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.01.115

Rawle, A. (2012). Basic Principles of Particle Size Analysis, 44(0), 8.

Réblova, Z. (2012). Effect of Temperature on the Antioxidant Activity of Phenolic Acids.
Czech Journal of Food Science, 30(2), 171-177.

Singleton, V. L., & Rossi, J. A. J. (1965). This Week ' s Citation Classic, (16), 144-58.
Sun, Y., Zhong, L., Cao, L., Lin, W., & Ye, X. (2015). Sonication inhibited browning but
decreased polyphenols contents and antioxidant activity of fresh apple (malus pumila
mill, cv. Red Fuiji) juice. Journal of Food Science and Technology, 52(12), 8336—-8342.
https://doi.org/10.1007/s13197-015-1896-y

Taylor, T. M., Weiss, J., Davidson, P. M., & Bruce, B. D. (2005). Liposomal

107



44,

45,

46.

47.

48.

Nanocapsules in Food Science and Agriculture. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 45(7-8), 587—-605. https://doi.org/10.1080/10408390591001135

Thompson, A. K., & Singh, H. (2006). Preparation of liposomes from milk fat globule
membrane phospholipids using a microfluidizer. Journal of Dairy Science, 89(2), 410-
419. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(06)72105-1

Torchilin, V. P., & Weissig, V. (2003). Liposomes: a practical approach (2nd ed.). New
York: Oxford University Press Inc.

Vina, S. Z., & Chaves, A. R. (2006). Antioxidant responses in minimally processed celery
during refrigerated storage. Food Chemistry, 94(1), 68-74.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2004.10.051

Woodle, M. C., & Papahadjopoulos, D. (1989). Liposome Preparation and Size
Characterization. Methods in Enzymology, 171(1984).

Yen, G.-C., & Duh, P.-D. (1994). Chemical and antioxidant properties of broccoli growing
in Bangladesh. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 42, 629-632.
https://doi.org/0Q21-0561/9411442-Q629%$Q4.5Q/O

108



T
|}
& Asetat Bufferi Ultrasonikasyon

g Distile Su _ — =

& Fosfat Bufferi Yuksek Hizh| | | Mikrofludizasyon

H Homejenizasyon 4°C 25°C
+

Jﬂ0WWW@fﬁﬂlWl@NWﬂM&f!?Mﬂ@NNW

FOSFOLIPIT

| Kontrol 2k 5dk 8dk Q
N /
.. ® \
400 900 1300
Kontrol bar  bar bar

Distaki Su
Igteki Su
Lipit Katmanlar1

YUMURTA  SOYA

Ters Laplace
Donisiimii 1

u
g | Kamaln Su
1 2 3
7 s A

S

SN

Lipozomlarin sprey iiriin olarak gida
iiriinlerine uygulanmasi

Soya Lesitini Lipozom

Prob Tipi Ultrasonikasyon



TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje YUrGtlcusu:

Yrd. Dog. Dr. HALIL MECIT OZTOP

Proje No: 1130442

Proje Baslig: Manyetik Rezonans Gérintileme (MRG) ve NMR Relaksometre Teknikleri Kullanilarak
Karakterize Edilen Lipozom Sistemleri ile Yag Oksidasyonunu Onleyici Sprey Uriin
Gelistiriimesi

Proje Turl: Uluslararasi

Proje Siresi: 36

Arastirmacilar:

Danismanlar:

Projenin Yirataldugu
Kurulus ve Adresi:

ORTA DOGU TEKNIK U. MUHENDISLIK F. GIDA MUHENDISLIGI B.

Projenin Baslangic¢ ve Bitis Tarihleri:

15/10/2013 - 15/02/2017

Onaylanan Biitce:

291300.0

Harcanan Blitce:

271047.42

Oz:

Lipozomlar hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesiklerin kapsile edilmesi amagli farmasotik,
kisisel bakim, kimya ve gida endustrisinde kullanilan, polar yapilar iceren iki tabakali kiresel
yag kesecikleridir. Bu yapilardan olusan enkapsilasyon sistemlerinin biyo-uyumlu, biyo-
bozunur olmalari, toksik etkilerinin olmamasi ve istenildiginde kapsullenmis maddeyi
salabilmesi 6zellikleri bu sistemleri birgok yonden avantajli kilmaktadir. Ayrica, polimer bazli
enkapsulasyon sistemleri ile kargilastirildiginda, kullanildigi ortamin viskozite degerini ve
tekstirel 6zelliklerini fazla degistirmemesi de diger avantajlaridir. Lipozom elde etmek igin
kullanilan polar yaglarin dogadaki baglica kaynaklari; yumurta ve soya lesitinidir. Bu
galismada, bu iki kaynaktan elde edilen lesitinlerden hazirlanan lipozomlar hazirlanmis, soya
lesiti ile hazirlananlarin dayanikliliklari fazla oldugundan bu lipozomlarin igerisine antioksidan
aktivite gésteren fenolik bilesikler kapsitile edilerek, yag oksidasyonunu engellemek lzere
kullanilacak sprey bir uriin elde edilmigstir. Sprey uygulama igin oksidasyona hassas bir gida
olan findik segilmistir. Elde edilen urln, tamamen dogal kaynaklar kullanilarak uretildigi igin
uygulandigi gidaya herhangi bir kimyasal eklenti s6z konusu olmamigtir. Sprey urin
gelistirme caligmalari gergevesinde 6ncelikli olarak lipozom sistemlerinin karakterizasyonu
yapilmis ve Urundnin dayaniklihgi incelenmistir. Son asamada elde edilen Urunler findik
lizerine uygulanarak, findiklarin duyusal ézellikleri incelenmistir. Uriiniin karakterizasyonu ve
fiziksel dayanikliligin élgulmesi igin tahribatsiz bir 6lgme teknigi olan Manyetik Rezonans
Goruntuleme (MRG) , NMR Relaksometre baglica metotlar olarak kullaniimig ancak NMR
Relaksometre tekniginin fiziksel 6zelliklerle daha iyi bir sekilde iligskilendirildigi gérulmustur.
Ayni zamanda karakterizasyon amacl, pargacik boyu analizi, zeta potansiyel, 151k mikroskopu
teknikleri de kullaniimistir. Lipozom sistemlerinin kimyasal dayaniklilik testleri i¢in i¢csel
oksidasyonunu 6lgmek amaciyla hidroperoksit dlgiimleri spektrofotometrik ydntemlerle
belirlenmis, yesil cay 6zutulu lipozomlar icin antioksidan, fenolik madde miktari tayinleri de
yapilmistir. Lipozomlarin dayanikliliklarini giiglendirmek igin biyopolimer kullanarak kaplama
da yapilmis ancak kaplamasiz lipozomlara gére dayanikhlikta ciddi bir fark gézlenmemistir.
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