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ONUR SOZU

Doktora Tezi olarak sundugum “Organojel Yapisinda Lipit Tasiyic1 Partikiil
Sistemlerin Uretimi ve Fonksiyonel Ozelliklerinin Arastirilmasi” baslikli bu
calismamin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima bagvurmaksizin
tarafimdan yazildigin1 ve yararlandigim biitlin kaynaklarin hem metin hem de
kaynakcada yontemine uygun bicimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu

onurumla dogrularim.

Kiibra SISLIOGLU
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Kiibra Sislioglu
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139 Sayfa + xiv
2019
Danisman: Prof.Dr. Thsan KARABULUT

Sindirilebilir lipitler ince bagirsakta olusan misel miktarini artirarak yagda ¢oziinen
biyoaktif ajanlarin biyoyararlanimlarini artirirlar. Bu sebeple biyoaktif maddelerin
biyoyararlanimlar1 artirmak amaciyla nano-emiilsiyonlar, kati lipit nanopartikiiller ve
nanoyapilandirilmis lipit tagiyicilar gibi lipit esasli salinim sistemleri kullanilmaktadir.
Bu c¢alisma kapsaminda jelator ve sivi yag iceren nano lipit partikiiller olusturularak

organojel yapili nanoyapilandirilmig emiilsiyon sistemler gelistirilmistir.

Nano-emiilsiyonlart hazirlamak icin ii¢ boyutlu kristal aglar olusturarak organojel
meydana getirebilen Kandelilla vaks jelator olarak kullanilmistir. Yag fazlarinda
Kandelilla vaks, misir6zii yagi ve bunlarin karisimlariyla sirasiyla Kati Lipit
Nanotastyict (SLN) sistem, Sivi Lipit Nanotasiyict (LLN) sistem ve Nano-
yapilandirilmis Organojel Lipit tagiyict (NLC) sistem drnekleri simiile edilmis in vitro
salmim ortamlarinda gastrointestinal sistem (GIT) kosullarinda incelenmis,
bilesimlerindeki farkliliklarin partikiillerinin fiziksel 6zellikleri ve gastrointestinal
akibetleri iizerine etkileri aragtirllmigtir. Agi1z, mide ve bagirsak kosullarina maruz
birakildiktan sonra, 6rneklerin partikiil boyutu, partikiil yiikii ve mikroyapilarindaki
degisimler dl¢iilmiistiir. Ornekler simiile edilmis GIT kosullarinda partikiil 6zellikleri
bakimindan benzer davranis gosterseler de SLN ornekginin lipaz aktivitesiyle
sindirilemedigi, LLN ve NLC o6rneklerinin trigliserit bilesenlerinin ise tamamen
sindirilerek Kandelilla vaksin NLC 6rneginde lipaz aktivitesinde inhibisyona neden

olmadig1 gozlemlenmistir.



Kendiliginden birlesimle nano boyutlu fibril aglar meydana getirerek organojel
olusturabilen y-orizanol ve f-sitosterol karigimi, organojel yapili nano-emiilsiyon
olusturmak amaciyla yag fazinda piring kepegi yagini yapilandirmak igin
kullanilmigtir.  Antioksidan 6zellige sahip jelatdr bileseninin enkapsiile edilen £-
karotenin kimyasal stabilitesi lizerine etkisi hizlandirilmis test kosullarinda depolanan
orneklerde analiz edilmis, organojel nano-emiilsiyon sistem ile enkapsiile edilen S-
karotenin stabilitesinin arttig1 elde edilen sonuglarla gdsterilmistir. Ayrica yag fazinda
%15 ve %30 jelator karisimi iceren NLC 6rnekleri ve LLN 6rneginin in vitro GIT
kosullarinda partikiil boyutu, partikiil yiikii ve mikroyapilarindaki degisimler
Olglilmiistiir. Yag fazinda %15 jelatér karigimi iceren organojel nano-emiilsiyon
orneginin agiz fazindan ince bagirsak fazina kadar stabilitesini koruyarak ulagabildigi,
NLC-%30 ve LLN orneklerinde partikiil stabilitesinin korunamadig: tespit edilmistir.
En yiiksek [-karotenin biyoerisilebilirlik orant NLC-%15 06rneginde Olglilmiis,
biyoerisilebilirlik iizerine in vitro GIT kosullarinda partikiil stabilitesinin etkisinin

onemli oldugu gozlemlenmistir.

p-sitosterol ve y-orizanol organojel nano-emiilsiyon sistemin, keten tohumu yaginin
oksidatif stabilitesi lizerine etkisini aragtirmak amaciyla; MCT (orta zincir uzunluklu
trigliserit karisimi), f-sitosterol ve y-orizanol ile hazirlanan nano-emiilsiyonlar keten
tohumu yagi ile hazirlanan nano-emiilsiyonlarla 1:1 oranda karistirilmigtir.
Hizlandirilmis oksidasyon kosullarinda depolama siiresince orneklerin fiziksel
stabilitesi partikiil boyutu ve partikiil yiikii analizleri ve mikroskop goriintiileri ile
oksidatif stabiliteleri ise PV (Peroksit sayis1) ve TBARS (Tiyobarbiitirik asit say1st)
analizleri ile belirlenmistir. Depolama sonunda y-orizanol ve [-sitosterol kompleksi
ile hazirlanan organojel nano-emiilsiyon 6rnegi fiziksel olarak diger 6rneklere kiyasla
daha stabil bulunurken, organojelatdr bilesenlerinin partikiiller arasi transferinde
meydana gelen farkliliklar sonucunda oksidatif stabilite en yiiksek y-orizanol ve f3-
sitosterol nano-emiilsiyonlarinin ayri1 ayri hazirlanip sonradan karigtirildigi 6rnekte

tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Organojel nano-emiilsiyon, Nano yapilandirilmis Lipit

Tastyicilar, Kandelilla vaks, §-karoten enkapsiilasyonu, S-sitosterol, y-orizanol
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Digestible lipids increase in the number of mixed micels formed in the small intestine
and promote the bioavailability of oil-soluble bioactive agents. Lipid-based delivery
systems such as nano-emulsions, solid lipid nanoparticles and nano-structured lipid
carriers are therefore being designed to enhance the bioavailability of bioactive
components. In this study, organogel based nano-structured emulsion systems were
developed by forming nano lipid particles containing a mixture of gelator and liquid

oil as their oil phase.

Candelilla wax, which is capable of an organogel transition via three-dimensional
crystal network, was used in the composition of oil phase of nano-emulsions as gelator.
The Solid Lipid Nanoparticle (SLN), Liquid Lipid Nanoparticle (LLN) and
Nanostructured Lipid Carrier (NLC) systems, which were formed with the oil phases
of Candelilla wax, corn oil and their mixtures respectively, the impact of lipid phase
alteration on the physical properties and gastrointestinal fates of the particles were
investigated using a simulated gastrointestinal tract (GIT) model. After exposure to
mouth, gastric and intestinal conditions, changes in particle size, particle charge and
microstructures of samples were analysed. Although the samples exhibit similar
behavior in the simulated GIT in terms of their particle properties, it was observed that
SLN samples could not be digested by lipase activity, and the triglyceride composition
of LLN and NLC samples were completely digested, the lipase activity in the NLC

sample was not inhibited in the presence of Candelilla wax.

il



The complex mixture of y-oryzanol and f-sitosterol, which can form organogels via
self-assembled nano-sized fibril networks, was used as gelator in order to structure rice
bran oil phase of organogel based nano-emulsions. The effect of the gelator
component, known that have antioxidant properties, on the chemical stability of f-
carotene was analyzed under accelerated test conditions and it was shown that
encapsulation of S-carotene with organogel based nano-emulsion system improves the
stability comparing to LLN system. In addition, NLC samples containing 15% and
30% gelator mixture in the oil phase and the LLN sample were investigated at the in
vitro GIT conditions in terms of particle size, particle charge and microstructurel
changes. It was determined that the organojel nano-emulsion sample containing a
mixture of 15% gelator in the oil phase was found to be able to reach from the mouth
phase up to the small intestine phase invariably while the particle stability in NLC-
30% and LLN samples could not being maintained. The highest [-carotene
bioaccessibility was measured on NLC-15% sample indicating that particle stability
of samples in the human GIT conditions is significantly important for high

bioaccessibility.

In order to investigate the effect of y-oryzanol and [-sitosterol on the oxidative
stability of flaxseed oil; the nano-emulsions prepared with the oil phases of MCT
(medium chain triglycerides), y-oryzanol and f-sitosterol were mixed in a 1:1 ratio
with the nano-emulsions prepared with only flaxseed oil. The physical stability of the
samples during the storage under accelerated oxidation conditions was determined by
particle size and charge analysis and microscope images besides oxidative stability by
PV (peroxide value) and TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) analysis. At
the end of storage, organogel nano-emulsion sample prepared with y-oryzanol and S-
sitosterol complex was found to be physically more stable than other samples. The
most effective oxidative stability due to the differences in the transfer of organogelator
components between different type of nano-emulsion droplets was determined in the
sample which the y-oryzanol and f-sitosterol nano-emulsions were prepared

separately and mixed afterwards with flaxseed nanoemulsion.

KEYWORDS: Organogel nano-emulsions, Nano-structured Lipid Carriers, Candelilla

wax, [f-carotene encapsulation, y-oryzanol, f-sitosterol
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1. GIRIS

Nano teknoloji; materyallerin, araglarin ya da sistemlerin sekil ve boyutlariin
nanometre skalasinda iiretimi, karakterizasyonu, yararlanilmasi ve kullanilabilir hale
getirilmesine olanak veren bir bilim dalidir. Partikiil boyutunun nano skala araligina
indirilmesi maddenin ylizey alaninin hacmine oranimi artirarak, mekanik, optik ve
elektrokimyasal  Ozelliklerini  degistirmekte ve reaktivitesini artirmaktadir.
Nanoteknolojinin gida alaninda uygulanmasiyla gidalarin makro skalada olgiilen
ozelliklerinden tekstiir, tat ve diger duyusal 6zelliklerinde, renklendirme 6zelliginde,
islenebilirliginde ve raf 6mrii siiresince stabilizasyonun saglanmasinda iyilesmelerin
meydana gelmesiyle yeni iiriin olanaklar1 artmistir. Bunun yaninda bu teknolojiyle
biyoaktif bilesenlerin suda ¢Oziiniirliigii, termal stabiliteleri ve biyo-yarayishliklar
gelismektedir. Nanoenkapsiilasyon ise; nano boyutlu merkez materyallerin, 6zellikle
hassas biyoaktif bilesenlerin, kabuk materyalle kaplanarak uygun olmayan ¢evresel
kosullardan korunmasina, uyusmazliklarin uzaklastirilmasina, ¢oziiniir hale
getirilmesine ya da istenmeyen tat ve kokularin maskelenmesine olanak veren bir

teknolojidir (Ezhilarasi ef al., 2013; Simoes et al., 2017).

1990’1 yillarin baglarinda enkapsiilasyon teknolojisinde hidrofobik bilesiklerin
enkapsiilasyonu i¢in tasiyict kismin lipit oldugu, mevcut sistemlere alternatif bir
sistem olarak “Kat1 Lipit Nanotasiyicilar” (SLN) gelistirilmistir. Bu sistemin klasik
nano-emiilsiyonlardan temel farki tastyiciligr saglayan lipit kismin oda sicakliginda
kat1 formda bulunabilen erime noktasi yiiksek olan yaglar olmasidir. Bu sistemlerdeki
partikiiller yiiksek sicakliklarda sivi karigimlarken oda sicakliginda kati hale
doniisiimlerinden yararlanilarak {iiretim imkanlar1 olugmustur. SLN {iretimi igin
gereken lipit yapinin kismen yiiksek erime noktasina sahip olmasi gerekir. Genel
olarak SLN formiilasyonu kati lipit, slirfaktan ve sudan olusmakla beraber bazi
uygulamalarda yardimci siirfaktan maddeler de kullanilmaktadir. Yag bilesiminde
yaygin olarak; erime noktasi yiiksek yag asitleri, trigliseritler ya da bunlarin karigimi
kullanilmaktadir. Stirfaktan lipit partikiillerini su igerisinde dagitarak stabilize etmek
icin kullanilir. Biyoaktif bilesenin hareketi, SLN’nin lipit matriksinin fiziksel

durumunun kontrolilyle saglanmaktadir. Bu partikiillerin submikron boyutlarda



iretimi i¢in yliksek devirde karistirmak yetersiz olabildiginden yiiksek basing
homojenizasyonuyla, mikrosivilastiricilarla ya da ultrasonifikatorler
kullanilmaktadir. SLN’ler yiiksek biyo-uyumluluk, organik solvent igermemesi,
farkli liretim yontemleri kullanilsa dahi; yeniden iiretilebilirlik imkaninin yiiksek
olmasi ve kolaylikla iiretim miktarmin artirilabilmesi gibi avantajlarindan dolay1
enkapsiilasyon uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Biitiin bu olumlu
ozelliklere ragmen, bazi sinirlamalar da mevcuttur. Bilesimindeki lipit matriksin
benzer molekiillerden olusmasi neticesinde olusan kristal yapraklarin miikkemmel
sekilde dizilimi biyoaktif bilesenlerin tutunmasi icin gereken alani azaltir ve
dolayistyla bilesik yiikleme kapasitelerinin diisiik olmasina neden olur. Bunun yani
sira depolama esnasinda lipitlerin polimorfizimi; a ve B’ formun B forma donilismesiyle
olusan miikemmel yapidaki kristaller SLN partikiiliiniin patlamasina ve biyoaktif
maddenin ortama dagilmasina neden olur. 1990’11 y1llarin sonlarinda bu sinirlamalarin
iistesinden gelmek amaciyla Nano yapilandirilmis lipit tasiyict (NLC) sistemler
gelistirilmistir. Bu yaklagimla ylikleme kapasitesini, diger bir deyisle enkapsiilasyon
etkinligini artirmak amaciyla hidrofobik tasiyict bolge daha kompleks lipit
karigimlarindan olusturulmustur. Lipit bilesimi kati1 yaglarla saglanan SLN’ lerden
farkli olarak NLC’ lerde; lipit matriksinde kati yagin yanisira bir kisim sivi yagda
kullanilarak miikemmel dizilimli kristal olusumu 6nlenmis ve bu sayede hem daha
fazla bilesik yiliklenmis hem de depolama sirasinda partikiillerin patlamasi dnlenmistir

(Fathi et al., 2012; Tamjidi et al., 2013).

Fathi et al., (2013), gidalar1 zenginlestirmek amaciyla hesperetin yiiklenen SLN ve
NLC tasiyict sistemleri siit 6rneklerine katarak duyusal analize tabi tutmus; hesperetin
yiiklenmis nano tastyicilarin eklendigi ornekle, sade siit 6rnegi arasinda istatistiksel
olarak énemli bir farklilik olmadigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismanin sonucunda NLC
sistemle enkapsiile edilen hesperetinin hem ¢ozliniirliigiiniin artirildigini hem de

acims1 tadinin oldukga iyi maskelendigini ifade etmislerdir.

Zhang et al., (2013) tarafindan yapilan NLC ve nano emiilsiyon sisteme [3-
karotenin immobilize edildigi ve 90 giin oda sicakliginda depolama siiresi boyunca
stabilitesinin takip edildigi bir ¢alismada, f-Karotenin par¢alanma hizinin soya yagi
ile hazirlanan nano emiilsiyonla enkapsiile edilen drnege kiyasla, NLC 6rneginde daha

yavas oldugu tespit edilmistir.



Zheng et al., (2013) tarafindan yapilan bir bagka calismada konjuge linoleik asidin
merkezde yer aldigi farkli tasiyict lipitlerle enkapsiile edildigi ve NLC

formiilasyonunun iyi kontrol edilebilen bir salinim profili oldugu bildirilmistir.

Kismi hidrojenasyonla kat1 yag iiretiminde yan iiriin olarak olusan trans yaglarin,
doymus yaglara kiyasla; kardiovaskiiler kalp rahatsizliklar1 {izerine daha olumsuz
etkisinin oldugu kesfedildiginden beri, gida endiistrisinde biitiin iirlinlerden trans
yaglarin ¢ikarilmasi i¢in ciddi bir baski olusmustur. Bir¢ok {iretici bu sorunu frans
yaglarin yerine doymus yaglar1 getirerek ¢ozmeye calismigtir. Ancak halk sagligina
tehdit olusturan bu durum yeniden diizenlemeye alinarak “1 porsiyon 0,2 g dan fazla
trans yag icermemeli ve 2 g dan fazla da doymus yag igermemeli” kriteri uygulamaya
konulmugtur (Martins et al., 2018). Bu diizenlemeler gida endiistrisini, fonksiyonel ve
besinsel agidan kabul edilebilir hem frans hem de doymus yaglarin yerine gecebilecek

alternatif arastirmaya yoneltmistir (Rogers et al., 2009b; Siraj et al., 2015).

Yaglarin yapilandirilmasinda bitkisel yaglar1 kati yaga doniistiirmek i¢in son
yillarda one ¢ikan ve literatiirde gittikce artan arastirmalara neden olan yontemlerden
biri de organojelasyondur. Organojelasyon ile; ii¢ boyutlu ag yapi olusturabilen
organojelatorlerin igerisine, organik yapili oda sicaklifinda sivi olan lipitler
immobilize edilerek yar1 kat1 ve yumusak materyaller elde edilir. Organojelatorler,
non-kovalent etkilesimlerle (hidrojen bagi, van der Waals kuvvetleri, kolombik
etkilesimler, n-m baglanmasi gibi) kendiliginden filamentler seklinde birleserek (self-
assemble) jel olusturur (George and Weiss, 2006; Co and Marangoni, 2012; Martins
et al., 2018).

Genel olarak bir bilesigin organojelatdr islevi gorebilmesi icin; yaglara afinitesi
olan lipofilik kisim ve supramolekiiler birlesmenin olmasi i¢in baglanti kism1 (uygun
fonksiyonel gruplar) olmak iizere iki karakteristik boliime sahip olmasi gerekir.
Gidalarda kullanilabilmesi i¢in, organojel olusturmada kullanilacak jelatoriin
yenilebilir olmast gerekmektedir. Polimer yapili yiliksek molekiil agirlikli
organojelatorlerin ¢ogu toksik bilesiklerdir ve gida uygulamalarina uygun degildir.
Ancak yenilebilir polimer jelator tiirleride olup, gida saflifinda jelator arastirmalart
halen devam etmektedir (Hughes et al., 2009). Bu yenilebilir jelatdr sinifi icerisinde
lipit yapili olanlar: trigliseritler, digliseritler, monogliseritler, yag asitleri ve/veya yag

alkolleri, sorbitan tristearat ve/veya lesitin, sorbitan monostearat, fitosterol ve orizanol,



vakslar, vaks esterleri gibi diisiik molekiil agirlikli bilesikleridir (Co and Marangoni,

2012; Patel and Dewettinck, 2016; Martins et al., 2018).

Kirilov et al., (2008) tarafindan farmakolojik uygulamalara yenilik getirmek
amactyla mevcut lipit tasiyict sistemler heniliz aragtirilmakta iken organojelasyon
yontemiyle; jelatdr olarak hidroksi-stearik asitle yar1 kat1 hale getirilen dikapril eter,
ayni anda hazirlanan stabilizor igeren suyla 75°C de karistirilarak pre-emiilsiyon elde
edilmis, daha sonra ultrasonifikasyonla nano partikiillere doniistiiriilerek model bir
sistem iiretilmistir. Ilag ve kozmetik endiistrisi i¢in dnerilen bu calisma sonrasinda elde
edilen nanopartikiiller SLN ve NLC sistemlerle karsilagtirilmamis, baska jelatorlerle
olusum arastirtlmamis, ozellikle de gida uygulamalarina uygun formiilasyonlarla

incelenmemistir.

Biyoaktif bilesenlerin ¢ogu (yag asitleri, karotenoidler, tokoferoller, flavonoidler,
polifenoller, fitosteroller, yagda ¢Oziinen vitaminler, aromalar ve koruyucular)
lipofilik yapilidirlar. Bu lipofilik bilesiklerin enkapsiilasyonu i¢in genellikle sulu
ortamlara uygun kolloid dagilimlar gereklidir. Onemli bir diger hususta, ince
bagirsakta sindirilebilir lipitlerin varligr ile bu lipofilik biyoaktif bilesenlerin
absorpsiyonunu kolaylastirarak biyoyararlanimlarini artirmaktadir. Sindirim sirasinda
lipitler hidrofobik bilesenleri ¢oziindiiriip transfer eden misellerin miktarini artirir. Bu

sebeplerle lipit tasiyicilara olan ilgi giin gegtikge artmistir (Fathi ez al., 2012).

Bitkilerde yaygin olarak bulunan dogal pigmentlerden karotenoitler, 1s1 151k ve
sicakliga karst duyarliliklar1 yiiksek bilesiklerdir. Karotenoid bilesikler arasinda
provitamin A aktivitesi ve yiiksek antioksidan kapasitesi bakimindan besinsel agidan
en aktif olan B-karotendir. B-karoten olduk¢a hidrofobik oldugundan dolayi, suda
¢cozlinmez, oda sicakligindaki yagda az miktarda ¢oziiniir. Bu 6zelliklerinden dolay1
gida formulasyolarma eklenmesi olduk¢a zorlagsmaktadir. Diger taraftan, kristal
formunda biyo-yarayighliklar1 zayif oldugundan, bu bilesigin nano boyutta
enkapsiilasyonu ile stabilitesi, islenebilirligi ve biyoyarayishlig: artirilabilmektedir

(Hentschel et al., 2008; Mun et al., 2015).

Bu ¢alisma kapsaminda SLN ve NLC’lere alternatif olarak ayni1 yontemle ancak
farkli formulasyonla {iretilebilen nano yapilandirilmis organojel partikiiller

onerilmektedir. SLN ve NLC sistemlerde partikiillerin stabil yapist kat1 yag ile



saglanirken; bu yeni sistemde yapi, sivi yagmn jelatdrle immobilize edilmesiyle
olusturulan jel ile saglanarak in vitro sindirim kosullarinda yapisal stabilite
aragtirtlmig, biyoaktif bir bilesenin (B-karoten) organojel partikiiller icine
immobilizasyonunun kimyasal ve fiziksel stabilitesi iizerine etkisi ve antioksidan
etkiye sahip oldugu bilinen bir jelatdriin organojel partikiil sistemin oksidatif stabilitesi

iizerine etkisi incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Emiilsiyonlar

Emiilsiyonlar birbirine karismayan iki sividan birinin digerinin igerisinde kiigiik
damlaciklar halinde dagilmis halde bulundugu c¢ogunlukla su ve yagdan olusan
sistemlerdir. Emiilsiyonlar, her iki fazin baslangic konsantrasyonlarina bagl olarak,
daha acik bir ifadeyle yag ve su fazlarinin birbiri i¢inde nispi dagilimina gore farkl
sekillerde smiflandirilmaktadir. Yag damlaciklarinin su fazi igerisinde dagildigi
emiilsiyonlara; su igerisinde yag emiilsiyonlar1 (O/W; oil in water) denir. Bu tiir
emiilsiyonlara 6rnek olarak siit, krema, soslar, mayonez, ¢orbalar ve bazi igecekler
verilebilir. Su damlaciklarinin yag fazi igerisinde dagildig: siztemlere de yag iginde su
emiilsiyonlar1 (W/O; water in oil) denir ve gida endiistrisinde kullanilan en 6nemli
ornekleri margarin ve tereyagidir. Emiilsiyon sistemlerde damlaciklar halinde bulunan
faz genel olarak dagilan, devam etmeyen faz ve i¢ faz gibi terimlerle ifade edilirken;
damlaciklar1 ¢evreleyen kisim ise devamli faz ve dis faz gibi terimlerle ifade edilir.
Birbirine karigsmayan iki fazin emiilsiyona doniigmesini saglayan isleme
homojenizasyon denilmektedir. Gida endiistrisinde homojenizasyon iglemi yiiksek
enerjili  (yliksek  hizli  karistiricilar,  yiiksek  basing  homojenizatorleri,
mikrosivilastiricilar, sonifikatorler gibi) ve diisiik enerjili (spontane emdilsiifikasyon
gibi) ¢esitli yontemler mevcuttur (Tadros, 2013; McClements, 2015; Roohinejad et al.,
2018).

Yag ve su fazlarinin homojenizasyonu ile emiilsiyon iliretmek miimkiindiir,
ancak yogunluk farkliligindan dolay1 bu iki sistem hizla birbirinden ayrilarak yag fazi
iist kisimda toplanma egilimindedir. Su ve yag molekiilleri birbirine etkilesimi
olmayan polaritede olduklarindan, termodinamik olarak stabil degillerdir. Amaglanan
belli bir zaman diliminde kinetik olarak stabil emiilsiyonlarin iiretimi ancak
stabilizator olarak adlandirilan bilesiklerin kullanimiyla miimkiindiir (Boon et al.,

2008).



2.2. Nano-emiilsiyonlar

Emiilsiyonlar1 partikiil boyutlarina gére makroemiilsiyonlar, nano-emiilsiyonlar
ve mikro emiilsiyonlar olmak iizere ii¢ temel kategoride siniflandirmak miimkiindiir.
Ancak nano-emiilsiyonlarin literatiirde net sekilde ifade edilmis bir partikiil aralig1
mevcut degildir (Roohinejad et al., 2018). Cesitli kaynaklara gore tanimlanmaya
calisilan nano-emiilsiyon partikiil 6zellikleri hakkinda derlenmis literatiir verilerine ait

tablo asagida verilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Partikiil ¢aplarina gére emiilsiyonlar (Roohinejad et al., 2018)

Makro-emiilsiyon ~ Nano-emiilsiyon = Mikro-emiilsiyon Referanslar
- 20-200 nm - (Solans et al., 2005)
- 50-1000 nm - (Sanguansri and Augustin, 2006)
0.2-10 pm 20-200 nm 5-100 nm (Flanagan and Singh, 2006)
- <500 nm - (Anton ef al., 2008)
- 20-200 nm - (Gutierrez et al., 2008)
1-100 um 50-200 nm <100 nm (Huang, 2010)
20-200 um 20-200 nm 4-100 nm gf;%i‘:e;; 2§01 ; McClements
> 200 pm <200 nm <100 nm (Komaiko and McClements, 2016)
1-100 um 20-500 nm 10-100 nm (Gupta et al., 2016)

Makroemiilsiyonlar biiytlik boyutlu emiilsiyon damlaciklarindan olusurlar, genel
olarak mekanik kuvvet uygulanarak {iretilen damlaciklarin ortalama yarigaplar: 100
nm ile 1000 pm arasindadir ve klasik emiilsiyon veya konvensiyonel emiilsiyonlar
olarak da adlandirilirlar. Bu tiir emiilsiyonlar termodinamik olarak stabil degildirler ve
zamanla emiilsiyon kirilmast gergekleserek iki faz birbirinden ayrilir. Nano-
emiilsiyonlar ise makro-emiilsiyonlara kiyasla daha kiiciik emiilsiyon
damlaciklarindan olusan, mini emiilsiyonlar olarak da tabir edilen yar1 ¢ap1 yaklasik
10 nm ile 100 nm arasinda olan emiilsiyonlardir. Literatiirde “ultrafine emiilsiyonlar”
(Yang et al., 2012) ve “submikron emiilsiyonlar” (Solans et al., 2005; Kaltsa et al.,
2016; Siddiqui et al., 2017; Huang et al., 2018b) gibi tanimlamalar da mevcuttur. Nano
emiilsiyonlarin partikiil boyutlar1 klasik emiilsiyonlara gére daha kiigiik olmasi1 onlarin
kinetik olarak daha stabil olmasini saglamaktadir ancak, hala termodinamik olarak
stabil degildirler ve faz ayrimina meyillidirler. Mikroemiilsiyonlar partikiil yar1 ¢caplari
2-50 nm arasindadir ve mikroemiilsiyonlarda birlestirmeyi saglayacak serbest enerji,
hazirlandig1 fazlar1 olusturan bilesiklerinkinden daha diisiik oldugu i¢in yalnizca
karigtirmayla kendiliginden olusurlar; bu sebeple termodinamik olarak stabildirler

(McClements, 2012b; McClements, 2015; Roohinejad et al., 2018).



Nano-emulsiyonlar ayrica, partikiil boyutlarinin goriiniir 15181n dalgaboyundan
(400-700 nm) kiiclik olmasi sonucunda 15181 hi¢ yansitmama ya da zayif yansitma
etkileri dolayisiyle ¢ogunlukla saydam (transparan) ya da yar1 saydam olarak
tanimlanirlar. Ancak emiilsiyonlarin bulanik goriintiileri, ¢aplarinin boyutlart 80 nm
nin altina diistiigli zaman transparana dondiigli ve saydam goriiniimlerinin belirgin
olmasi i¢in partikiil boyutu dagilimlarinin da tamamen 80 nm nin altindaki boyutlara

sahip olmasi gerektigi bildirilmistir (Wooster et al., 2008).

Gida sistemlerinde kullanilan nano emiilsiyonlarin ¢ogunlugunun ¢ap1 100 nm
ile 100 um arasinda degismekteyken, son yillarda 6zgiin fizikokimyasal 6zellikleri
dolayisiyle 100 nm altinda ¢apa sahip emiilsiyonlardan yararlanmak {izerine de ilgi

oldukg¢a artmistir (McClements, 2015; Rai et al., 2018; Roohinejad et al., 2018).
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Sekil 2.1. Nano-emiilsiyon partikiilllerinin merkez kabuk yapilarinin sematik olarak
gosterimi (McClements and Rao 2011)

Nano-emiilsiyonlarin gida endiistrisinde uygulamalar1 agisindan en Onemli
avantajii vitaminler, aromalar, renk maddeleri, antioksidantlar, koruyucular ve
nutrasotikler gibi lipofilik fonksiyonel bilesiklerin enkapsiile edilmesine olanak
saglamalaridir. Lipofilik bilesikler genellikle emiilsiyon iiretimi 6ncesinde yag fazi ile
karigtirilirlar, bdylece nano-emiilsiyon {iretildigi zaman bu bilesikler yag fazi
icerisinde hapsedilmis olur. Su i¢inde yag (O/W) nano-emiilsiyonlarinin Sekil 2.1°de
gosterildigi lizere lipofilik merkez materyal ve ylizey aktif maddeden (siirfaktan)

olusan kabuk kismi olmak iizere merkez kabuk tipi yapiya sahip oldugu diisiiniilebilir.



2.2.1. Nano-emiilsiyonlarin Stabilitesi

Nano-emiilsiyonlarin klasik emiilsiyonlara gore fizikokimyasal Ozellikleri
bakimindan 6nemli diger bir fark: partikiil boyutlarinin daha kiigiik olmasi neticesinde
zamana kars1 daha stabil olmalaridir. Stabilite kavrami nano-emiilsiyonlarda partikiil
boyutundaki degisimle ifade edilebilir ve stabil olmayan nano-emiilsiyonlar;
gravitasyonel ayrilma, flokiilasyon, koelesans ve Ostwalt olgunlagsmasi (Oswalt
ripening) olarak adlandirilan ¢esitli fiziksel olaylarin gelismesine egilim gosterirler
(McClements, 2015; Karthik et al., 2017; Rai et al., 2018). Bu fizikokimyasal olaylarin

sematik gosterimi Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. Nano-emiilsiyonlarda emiisiyon stabilitesinin bozulmasina neden olan
cesitli fizikokimyasal mekanizmalar (McClements and Rao, 2011)

Gravitasyonel ayrilma gida emiilsiyon sistemlerinde gdzlemlenen en yaygin
emiilsiyon kirilmasi formlarindan biridir. Emiilsiyon damlaciklariyla onlar1 gevreleyen
stv1 fazin farkli yogunluklara sahip olmasi neticesinde damlaciklara etki eden gelen
net bir gravitasyonel gili¢, damlaciklart harekete gecirir. Yemeklik yaglarin
cogunlugunun sivi formlarinda yogunlugu sudan daha diisiik oldugundan su i¢inde yag
emiilsiyonlarinda emiilsiyon damlaciklar1 yukar1 dogru hareket etme egilimindedirler
ve bu olaya kremaj denilmektedir. Yag i¢inde su emiilsiyonlarinda ise su damlaciklari
yogunluk farkindan dolay1 asag1 yone hareket eder bu olay da sedimentasyon olarak

adlandirilir (McClements, 2015).



Flokiilasyon ise iki ya da daha fazla emiilsiyon damlaciginin birbirine baglandigi
ancak bireysel biitiinliiklerinin korundugu durumda gergeklesen olaya verilen isimdir.
Damlacik yogunlugunun (sayisinin) az oldugu seyreltik emiilsiyonlarda flokiilasyon,
emiilsiyonlarin raf Omriiniin azalmasma sebep olan gravitasyonel ayrimi
hizlandirmaktadir. Flokiilasyon, emiilsiyon viskozitesinde artisa sebep olurken
damlacik konsantrasyonunun yeteri kadar yiiksek oldugu emiilsiyonlarda jel olusumu
da gozlenebilir. Flokiilasyon bu sebeple diisiik viskoziteye sahip olmasi istenen
iiriinlerde istenmeyen kalite kayiplarina sebep olabilirken; kontrol edilebilir diizeyde
gerceklesen flokiilasyon arzu edilen tekstiirel yapinin olusmasina neden olmasi

sebebiyle avantajli olabilmektedir (Boon ef al., 2008; McClements, 2015).

Emiilsiyonlarin fiziksel stabilitelerinin bozulmasina neden olan bir diger proses
ise koelesansdir. Koelesans; iki ya da daha fazla emiilsiyon damlaciginin biraraya
gelerek daha biiylik bir emiilsiyon damlacigina doniismesiyle sonuglanan olaya verilen
isimdir. Partiikiillerin boyutlar1 biiyiidiikkge her iki faz arasindaki temas alani
azaldigindan termodinamik olarak stabiliteleri artmaktadir. Bu bakimdan koelesans ile
nano-emiilsiyonlarin kinetik olarak stabiliteleri azalirken, termodinamik olarak
stabiliteleri artmaktadir. Koelesans sonucunda partiliillerde kremaj ve sedimentasyon
olaylar1 hizlanirken en nihayetinde faz ayrimi ger¢eklesmektedir. Koelesansa neden
olan unsurlarin kontrol edilmesi daha uzun raf 6mriine sahip {iriin elde etmek agisindan

onem arzeder (Adams et al., 2007; Dexter, 2011; McClements, 2015).

Kismi koelesans olarak adlandirilan olayda ise emiilsiyon damlaciginin birinde
bulunan bir kat1 yag kristali bagka bir damlaciktaki siv1 yaga penetre olur. Normal
kosullarda disar1 ¢ikan kati yag kristali su ile cevrelenecekken, diger bir yag
damlaciginin igine gectigi zaman sivi yag ile g¢evrelenir. Bu sekilde damlaciklar
topaklanmis olur, ¢iinkii yag damlaciginin su yerine yag molekiilleri ile gevrelenmesi
ic enerjilerinin indirgenmesi nedeniyle termodinamik olarak daha elverislidir.
Zamanla partikiiller kismi olarak birlesme egilimi gosterirler, ¢linkii birlegsme
emiilsiyon icerisindeki yagin suya maruz kalan temas alanini azaltmaktadir (Adams et

al., 2007; McClements, 2015).

Ostwalt olgunlagma ise; ¢oklu dagilimli bir emiilsiyonda kii¢iik damlaciklardan
biliylik damlaciklara dogru, arada bulunan devamli faz1 gegerek gerceklesen kiitle

transferiyle biliylik emiilsiyon damlaciklarmin biiylimesi olayma verilen isimdir.
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Ostwalt olgunlasmanin  gerceklesmesini saglayan itici kuvvet; emiilsiyon
damlaciklarinin boyutu azaltikca, devamli fazin cevreledigi damlacigin igerisinde
bulunan maddenin (yani yagin) ¢oziiniirliigiiniin artmasidir (Kabalnov, 2001; Adams
et al., 2007). Oswalt olgunlagsma normal kosullarda uzun zincirli trigliseritler iceren
emiilsiyonlarda su ve trigliserit fazin karsiliklt ¢oziiniirliiklerinin diisiik olmasi
nedeniyle yoksayilabilir diizeyde gergeklesirken kisa zincirli trigliseritleri, aromatik
yaglar1 ve esansiyel yaglari igeren emiilsiyonlarda 6nem arzeder. Yag fazi uzun zincirli
trigliseritlerden olugsada eger, su fazinda alkol bulunuyorsa yagin ¢oziiniirliiglinii
artiracagindan Oswalt olgunlasma meydana gelebilir (Taylor, 1998; Kabalnov, 2001;
Adams et al., 2007; Dexter, 2011; Tadros, 2013; McClements, 2015).

2.2.2. Nano-emiilsiyonlarin Formiilasyonlari

Gida safliginda nano-emiilsiyonlarin iiretimleri i¢in gereken major bilesenler
yag, su ve stabilizatorler olarak siralanabilir. Bu bilesenlerin dogru oranda hazirlanan
karigimlar1 emiilsiyonlarin 6zelliklerini ve stabilitelerini belirlemektedir. Yag fazinin
bilesiminde kullanilan yaglar; bitkilerden, hayvanlardan, baliklardan ve kabuklu
yemiglerden olusan ¢esitli kaynaktan elde edilebilmektedir ve emiilsiyon iiretiminde
kullanilacak yag seciminde yagin; besinsel profili, aroma profili, kristalizasyon
ozelligi, oksidatif stabilitesi ve kalitesi dikkate alinan genel 6zelliklerdir. Kullanilan
yaglarin bazilariin fazla miktarda tiiketilmesiyle saglik tizerine olumsuz etkilerinin
olabilecegi; diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler rahazsizliklar gibi ¢esitli hastaliklara

neden olabilecegi de dikkate alinmasi gereken bir diger unsurdur (Tadros, 2013).

Su fazin1 olusturmak i¢in kullanilan su bilesiminde 6nemli miktarlarda organik
ve inorganik  kontaminantlar icermektedir.  Asitler, bazlar, mineraller,
mikroorganizmalar ve kotii kokular gibi suyun fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerini
bozan bu tiir kontaminantlar emiilsiyonlarin kalitesini kotii etkileyecegi icin

kullanilmadan 6nce ¢esitli yontemlerle uzaklastirilirlar (McClements, 2015).

Emiilstifiyer stirfaktanlar, yag damlaciklari ve su fazi1 arasinda bir ara yiizey film
tabakas1 olusturarak nano-emiilsiyonlarin stabilitesini saglarlar. FDA tarafindan
onaylanmis, gida endiistrisinde kullanima uygun, tek bir ¢esitten ziyade c¢ok cesitli
stirfaktanlar mevcut olup, iirlinde arzu edilen etkiyi olusturmak amaciyla iiretim

basamaklarinda uygulanabilecek mekanik islemlere karsi depolama esnasinda
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meydana gelebilecek flokiilasyondan ve/veya koelesanstan korumak iizere farkl

stirfaktan se¢imleri yapilabilmektedir (Tadros, 2013).
2.2.3. Yag Faz

Nano-emiilsiyonlarin 6nemli bileseni olan yag fazi cok g¢esitli apolar
bilesiklerden olusturulabilir. Bu bilesikler basta trigliseritler olmak {izere;
monoagilgliseroller, diagilgliseroller, serbest yag asitleri, aromatik yaglar, esansiyel
yaglar, mineral yaglar, yag ikame maddeleri, vakslar, yagda ¢oziinen vitaminler ve
karotenoidler, kurkumin, fitosteroller, Koenzim Q gibi ¢esitli besinsel degeri olan
bilesiklerdir (McClements and Rao, 2011). Lipit esash tastyict sistemler, “Sivi lipit
emiilsiyon sistemler (LLN)”, “Kati Lipit Nanopartikiiller” ve “Nano-yapilandiriimig
Lipit Tastyicilar” olmak iizere genel olarak ii¢ kategoriye ayrilirlar. Bu ii¢ sistemi
birbirinden farkl kilan bilesimlerinde kullanilan yaglarin fiziksel 6zellkleri olup; Lipit
emiilsiyonlarda kullanilan yaglar oda sicakliginda sivi formda bulunurken, Kat1 lipit
nanopartikiillerin yag fazinda kullanilan yaglar hem oda sicakliginda hemde viicut
sicakliginda kati formda olan yaglardan olusturulmaktadir (Muller ez al., 2008). Nano-
yapilandirilmis lipit tasiyict sistemlerde ise kat1 formda ve sivi formda olan yaglarin

karigimlar1 kullanilmaktadir (Igbal et al., 2012).

Nano emiilsiyonlarin olusumlar: stabiliteleri ve cesitli fiziksel 6zellikleri ¢ogu
zaman yag fazinin polarite, suda ¢Oziiniirliikk, arayiizey gerilimi, refraktif indeks,
viskozite, yogunluk, faz davranis1 ve kimyasal stabilite gibi 6zelliklerine baglidir. Bazi
durumlarda nano-emiilsiyonlarin yag fazinin fizikokimyasal 6zellikleri tiretimlerinde
kullanilan homojenizasyon metodunu simirlandirabilmektedir. Nano-emiilsiyon
iretiminde, diisiik maliyetli olmalari, elde etme kolayligi, fonksiyonel ve besinsel
degerleri sebebiyle misir yagi, aygicek yagi, zeytinyagi, balik yaglart gibi trigliserit
formundaki yaglar daha ¢ok tercih edilmektedirler. Bu yaglarin trigliserit formlarinda
karbon zincir uzunlugu arttikga viskoziteleri, apolariteleri ve ylizey gerilimleri
arttigindan nano-emiilsiyon iiretimlerinde kullanimlar1 zorlagmaktadir. Ancak tiretim
metodlar1 gereken modifikasyonlarla gelistirildiginde uzun karbon zincirine sahip
yaglardan oldukga stabil nano-emiilsiyonlar elde edilebilmektedir. Bu durumun aksine
aromatik ve esansiyel yaglar kismen daha yiiksek polariteye, diisiik yiizey gerilimine
ve diisiik viskoziteye sahip olduklarindan nano boyutta emiilsiyon iiretimine elverigli

olmalarina ragmen, boyutlarini uzun siire stabil olarak koruyamaz koelesansla ya da
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Oswalt olgunlasmayla deforme olmaya egilimlidirler (McClements and Rao, 2011;

McClements, 2015; Rai et al., 2018).

Lipit tastyici sistemlerin yag fazinda kullanilacak yaglarin se¢ciminde en yaygin
olarak dikkate alinan se¢im kriterlerinden biri de enkapsiile edilmek istenen biyoaktif
bilesigin o yag bileseninde ki ¢oziiniirliigiidiir. Gida biyoaktif bilesenlerinin lipit
fazindaki ¢oziiniirligii ayn1 sekilde yiikleme kapasitelerini ve nihayetinde de lipit
nanopartikiilllerin tastyic1 olarak kullanildiklarinda fizyolojik 6zelliklerini dogrudan
etkilemektedir (Hu et al., 2004; Joshi and Patravale, 2008; Kasongo et al., 2011). Aktif
bilesenlerin ¢oziiniirliikleri genellikle UV- spektroskopi ve kromatografik yontemlerle
(HP-LC ve LC-MS gibi) tayin edilebilmektedir. Aktif bilesenler lipit matrikste farkli
dagilma katsayisina ve farkli ¢oziiniirliige sahip olabilirler ve bunun sonucunda ayni
aktif bilesen farkli yag materyallerinde farkli yiikleme kapasitelerine sahip
olabilmektedir. Yag fazinda kullanilacak lipit materyalin se¢iminde her ne kadar
cozlinlirliik yaklasimi yararli olsa da, kompleks olmasi tahmini bir model

gelistirilmesini gili¢lestirmektedir (Roohinejad et al., 2018).
2.2.4. Su Faza

Nano-emiilsiyonlarin iiretiminde kullanilan su fazini olusturan birincil bilesen
su olmakla birlikte suyun igerisinde gesitli polar bilesikler bulunabilmektedir. Su
disindaki bu bilesikler ¢ogunlukla yardimci solventler, karbonhidratlar, proteinler,
mineraller, asitler ve bazlardir. Bu bilesiklerin tiirii ve konsantrasyonlar1 su fazinin
polaritesini, ylizey gerilimini, refraktif indeksini, reolojisini, yogunlugunu, faz
davranigini, pH degerini ve iyonik giiciinii etkiler ve dolayisiylada iiretilen nano-
emiilsiyonlarin olusumu, stabilitesi ve fizikokimyasal Ozellikleri iizerinde 6nemli
etkileri olur. Su fazinin bilesiminin iyi kontrol edilmesi, nano-emiilsiyonlarin optimize
edilmesinde ve stabilizasyonlarinin gelistirilmesinde énemli rol oynar (McClements

and Rao, 2011; McClements, 2015; Rai et al., 2018).
2.2.5. Stabilizatorler

Stabilizator kullanmadan, yalnizca su ve yag fazi homojenize edildiginde normal
olarak hazirlanan emiilsiyonun stabil olmas1 genel olarak miimkiin olmadig1 i¢in nano-
emiilsiyon iiretiminde uzun siire stabilitelerini korumak amaciyla stabilizatorlerin

kullanimi elzemdir. Emiilsiifiyerler emiilsiyon damlaciklarinin yiizeyine adsorbe olan,
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damlaciklarin olusumunu kolaylastiran ve damlaciklar1 agregasyona karst koruyan
yiizey aktif molekiillerdir. Emiilsiifiyerler homojenizator icerisinde yiizey gerilimini
azaltarak emiilsiyon damlaciklarinin pargalanmasini kolaylagtirip daha kiiciik
pargaciklara doniismesini destekler. Nano-emiilsiyonlarin pH, iyonik gii¢, 1sitma,
sogutma ya da uzun siire depolama gibi cevresel streslere karsi stabilitesi agirlikli
olarak kullanilan emiilsiifiyer tiirline baghdir. Gida endiistrisinde kullanilan
emiilsiifiyerlerin ¢ogunlugu, kiiclik molekiillii siirfaktanlar, fosfolipitler, proteinler ve
polisakkaritlerdir. Emiilsiyon olusturmak i¢in hangi yolla homojenizasyon
yapilacagina karar vermede kullanilan emiilsiifiyerin biiyiik etkisi vardir. Kiigiik
molekiillii stirfaktanlar genellikle yiiksek enerjili ve diisiik enerjili homojenizasyon
tekniklerinin her ikisinede uygunken; proteinler ve polisakkaritler diisiik enerji ile
homojenizasyon yontemlerine uygun olmamakla birlikte, yiiksek enerji ile
homojenizasyon tekniklerinde kiiciik molekiillii siirfaktanlar kadar etkili degillerdir.
Ancak proteinler ve polisakkaritler dogal bilesenler olmalari dolayisiyla nano-
emiilsiyon iiretiminde kullanimlar1 cazip gelmektedir (McClements and Rao, 2011;

McClements, 2015; Rai et al., 2018).

Stirfaktanlar1 genel olarak iyonik, non-iyonik ve zvitteriyonik siirfaktanlar

olmak tizere elektriksel karakterlerine gore siniflandirmak miimkiindiir.
Iyonik siirfaktanlar

Gidalarda kullanima uygun iyonik siirfaktanlarin ¢ogu negatif yiikliidiir (6rnegin
monogliseritlerin sitrik asit esterleri, monoglisertlerin diasetil tartarik esterleri, sterol
laktilat tuzlar1) ancak, laurik aljinat gibi 6zel uygulamalarda kullanilan pozitif yiiklii
iyonik siirfaktanlar da mevcuttur. Nano-emiilsiyon iiretimi i¢in yliksek enerji ve diisiik
enerji kullanilarak yapilan homojenizasyon tekniklerinde iyonik siirfaktanlarin
kullanilmaktadir ancak, yliksek konsantrasyonlarda kullanildiklar1 zaman tahrise

sebep olabilirler (McClements, 2015; Ozturk and McClements, 2016).
Iyonik olmayan siirfaktanlar

Iyonik olmayan siirfaktanlar, diisiik toksisiteleri, tahrise sebep olmamalar1 ve
hem yiiksek enerjili hemde diisiik enerjili homojenizasyon tekniklerinde kullanima
uygunluklar1 sebebiyle nano-emiilsiyon iiretimlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Iyonik olmayan siirfaktanlara; seker esterleri siirfaktanlari (sorbitan monooleat, sukroz
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monopalmitat), polioksietilen eter siirfaktanlar1 (Brij 97) ve etoksile sorbitan esterler
(Tweenler ve Spanlar) 6rnek olarak verilebilir (McClements, 2015; Ozturk and

McClements, 2016).
Zvitteriyonik siirfaktanlar

Zvitteriyonik siirfaktanlar ayn1 molekiil izerinde iki ya da daha fazla karsit yiikli
iyonize olmus grup iceren siirfaktanlardir. Bundan dolay1 ¢ozeltinin pH degerine gore
negatif, pozitif ya da notr yiiklii olarak ¢ozelti ortaminda bulunabilirler. Fosfolipitler
GRAS listesinde olan gidalarda kullanimina izin verilmis, yaygin olarak kullanilan
zvitteriyonik Ozellikteki emiilsiifiyerlerdir. Ancak nano-emiilsiyon {iiretimlerinde
fosfolipitlerin yardimc siirfaktanlarla birlikte kullanmilarinda olusum ve stabilizasyon
bakimindan daha etkili sonuglar alinmaktadir (McClements, 2015; Ozturk and
McClements, 2016).

2.2.6. Nano-Emiilsiyon Uretim Teknikleri

Emiilsiyon {iretiminde kullanilan cesitli teknikler bulunmaktadir ve bunlar
yilksek enerji uygulanarak homojenizasyon ve diisiik enerji uygulanarak
homojenizasyon olmak {lizere ikiye ayrilir. Yiiksek enerji uygulanan tekniklerde
kullanilan cihazlar ytiksek enerjiyle etkili bir pargalayici gii¢ uygulayarak su ve yag
fazlarini kii¢iik emiilsiyon damlaciklarina doniistiiriirler. Parcalayici enerjinin seviyesi
damlalar1 birarada tutarak eski haline getiren kuvvetleri gegmelidir ve homojenizasyon
prosesinin siiresi homojenizasyon alanindaki damlalarin daha kiigiik damlalara
boliinmesine yetecek diizeyde olmalidir. Nano emiilsiyon iiretiminde yaygin olarak
kullanilan cihazlar; yiiksek basing homojenizatorleri, mikrosivilastiricilar ve
ultrasonik homojenizatdrlerdir. Yiiksek enerji uygulanan yontemlerde genel olarak iki
basamakli nano-emiilsiyon iiretim yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemin birinci
basamaginda dogrudan iki ayr1 fazin birbiriyle karigimi saglanirken, ikinci
basamaginda olugmus olan mevcut emiilsiyonun partikiil boyutunun diisiiriilmesi
hedeflenir. Birinci basamakta su ve yag fazlar yiiksek hizli karistiricilar kullanilarak
kaba bir emiilsiyona doniistiiriiliir, ikinci basamakta ise yiiksek basing homojenizatorii
gibi daha giiglii bir homojenizatdr c¢esiti kullanilarak nano-emiilsiyon tiiretmek

miimkiin olur. iki basamakl1 boyut kiiciiltme ydnteminin sematik gdsterimi Sekil 2.3
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de verilmistir (Anton et al., 2008; Ezhilarasi et al., 2013; McClements, 2015; Rai et
al., 2018).

1. Homojenizasyon 2. Homojenizasyon
basamagi Basamagi
Yag

On kanstirma

Su 2

Sekil 2.3. Iki asamali nano-emiilsiyon iiretim yonteminin sematik gdsterimi
(McClements and Rao, 2011)

2.2.6.1. Yiiksek basin¢ homojenizatorleri

Yiiksek basing valf homojenizatorleri (YBVH); kismen diisiik viskoziteli
emiilsiyonlarin homojenizasyonunda kullanilirlar ve gida endiistrisinde en yaygin
olarak kullanilan homojenizasyon teknigidir (Sekil 2.4). Genellikle YBVH
kullanilmadan o6nce kaba bir emiilsiyonun {retilmesi gerekir. YBVH ile
homojenizasyon islemlerinde elde edilen partikiil boyutlar1 Oncelikli olarak
homojenizasyondan gecis sayisina ve uygulanan basinca baghdir. Gegirme sayisi ve
basing arttik¢a partikiil boyutu azalir. Ayrica YBVH ile homojenizasyon islemi
sirasinda ortamda partikiillerin etrafina hizlica adsorbe olarak emiilsiifiye edecek

siirfaktan maddenin bulunmasi gerekmektedir (McClements, 2015; Rai ef al., 2018).

Kaba Emdilsiyon
Nanoemldilsiyon

‘ Girig Etki cemberi f Cikis

Piston
>

Ayarlanabilir
Valf

Sekil 2.4. Yiiksek basing valf homojenizatorii i¢ dizayninin sematik gosterimi
(McClements, 2015)
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2.2.6.2. Mikrosivilastiricilar

Mikrosivilastiricilar dizayn olarak YBVH’ne benzerler ancak onlara kiyasla
daha etkili kesme kuvveti olusturabilirler. Mikrosivilastiricilardan elde edilen
partikiilller boyutlar1 bakimindan daha homojen dagilimhidir. Mikrosivilastiricilar ve
YBVH’nde emiilsiyonlarin gectigi kanallarin i¢ dizaynlar1 birbirinden farklidir. Temel
olarak mikrosivilastiricilarda kaba emiilsiyon iki akima ayrilir ve daha sonra etkilesim
cemberinin igerisinde etkili bir parcalanma kuvveti yaratmak amaciyla bu iki akim
birbiriyle carpistirtlir. ' YBVH’ne benzer sekilde mikrosivilastiricilarda da
homojenizasyon basinci, gegirme sayisi, emiilsiifier tiirii ve konsantrasyonu, dagilan
ve devamli fazlarin viskozitelerinin orani partikiil boyutuna etki eden etmenleri
olusturur (McClements, 2015; Rai et al., 2018). Mikrosivilagtiricilarin emdiilsiyon
fazlarinin ayr1 ayr1 beslendigi ¢ift giristen olusan ya da tek girisle beslendikten sonra

iki kanala ayrilan farkli dizaynlar1 mevcuttur (Sekil 2.5).

Girig Nanoemiilsiyon
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Su Girisi
_—

Cift Girigli

_

Yag Girigi

Sekil 2.5. Tekli ve ¢ift girigli mikrosivilastiricilarin i¢ dizaynlarinin sematik gosterimi
(McClements, 2015)

2.2.6.3. Sonifikasyon

Sonifikasyon teknigi yiiksek etkili ultrasonik dalgalar  kullanarak
(frekans>20kHz) oldukca diisiik partikiil boyutuna sahip emiilsiyonlar iiretmeye
imkan saglar (Sekil 2.6). Ultrasonikle c¢alisan mekanik titresimler sayesinde
sonikasyonda minik emiilsiyon damlaciklar1 olusur ve bu da kavitasyon kabarciginin

kolapse olmasina ve enerji salinimina neden olur. Ultrasonik giicteki artig dagilan
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fazda daha kiiciik damlaciklarin olmasi ile sonuglanir. Sonifikasyonla nano-emiilsiyon
iiretim tekniginde proses siiresi ¢ok onemlidir. Oldukea kiiciik partikiil boyutlarinin
elde edilmesi kavitasyonun oldugu bodlgede yeteri kadar siire emiilsiyonun
sonifikasyona maruz birakilmasiyla saglanir. Yine homojenizasyonun etkinligi
ortamda bulunan emiilsiyonun tiirii ve miktarina, su ve yag fazlarinin viskozitelerine
bagli olmakla birlikte ultrasonik dalgalarin etkinliginede baglidir (McClements, 2015;
Rai et al., 2018).

Nano-emiilsiyonlar1 ayrica diisiik enerji kullanarak calisan tekniklerle de
iretmek miimkiindiir. Diisiik enerji metotlar1 genellikle siirfaktan-yag-su sistemlerinde
meydana gelen faz gecisine dayanarak nano-emiilsiyonlarin iiretildigi yontemlerdir.
Sabit bir sicaklikta emiilsiyon kompozisyonunun degistirilmesi ya da sabit tutulan bir
emiilsiyon kompozisyonunda sicakligin degistirilmesiyle nano-emiilsiyonlarin
iiretimini saglayan faz gecisini gerceklestirmek miimkiindiir. Diisiik enerji ile nano
emiilsiyon tretiminde kullanilan yontemlerinden en ¢ok kullanilanlari spontane
emiilsiifikasyon, faz gecisine dayanan metotlar ve emiilsiyon inversiyon noktasi
yontemleridir. Bu yontemlerde yiiksek siirfaktan kullanilmasi, uzun zincirli
trigliseritlerin kullanimima uygun olmamalar1 ve sinirli gesitte uygun tasiyici yag
secenegi olmasi dikkate alimmmasi gereken ve endiistriyel uygulamalarda onem

arzedecek onemli hususlardir (McClements, 2015; Rai et al., 2018).

(b)

Sekil 2.6. A) Ultrasonik prob sonifikatér ve B) Ultrasonik jet homojenizatorlerin
caligma dizaynlarinin sematik gosterimi (McClements, 2015)

18



2.2.7. Nano-Emiilsiyon Partikiillerinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Nano-emiilsiyon {iiretim yontemleri dizayn edililirken bir¢ok fonksiyonel
ozellikleri dikkate alinarak tasarlama yapilir. Ornegin; optik &zellikleri, reolojik
ozellikleri, partikiil 6zellikleri ve salinim profilleri amaglanan nihai iirliniin tiretiminin
nasil olacagim1  sekillendirir.  Partikiilllerin ~ karakteristik ~ 6zellikleri nano-
emiilsiyonlarin fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerinin her ikisi tizerinede 6nemli
Olciide etkilidir (McClements and Rao, 2011; McClements, 2015). Partikiil

ozelliklerinin bazilar1 agsagida agiklanmistir.
2.2.7.1. Partikiil kompozisyonu

Cok sayida bilesen kullanilarak nano-emiilsiyon {iretimi gergeklestirmek
miimkiindiir. Emiilsiyonlarda fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerin degisimi
kuvvetli olarak partikiil boyutlarindaki farkliliga baglhdir. Bu 6zellikler emiilsiyonlar
ve nano-emiilsiyonlar arasinda biiytik farklilik gosterirken, belli bir partikiil boyutunun
altindaki emdiilsiyon salinim sistemlerinde 6nemli farkliliklar gézlenmesi beklenmez.
Partikiil boyutundaki farkliliklara gore siniflandirilan emiilsiyon, nano-emiilsiyon ve
mikroemiilsiyonlar arasinda optik Ozellikler, reoloji, stabilite ve biyoaktivite
bakimindan daha kademeli bir degisim vardir (McClements and Rao, 2011;
McClements, 2015).

Yag damlaciklarinin etrafin1 kaplayan emiilsiifiyer tabakasimin kalinligi
kullanilan emiilsiifiyerin dogasina baglidir. Kullanilan emiilsiifiyerlerde ara yiizey
tabakasinin kalinligi, polisakkaritler> proteinler>siirfaktanlar seklinde siralanmakla
birlikte bu degisim genel olarak 2-20 nm arasinda bir kalinlik farki seyreder. Yine
partikiillerin elektriksel yiik 6zellikleri de partikiil komposizyonu ile kontrol edilebilen
bir durumdur. Segcilen emiilsiifiyerin 6zelliklerine gore partikiil yiikii; pozitif, negatif,
ndtr ya da dagildigr soliisyonun pH degerine ya da kompozisyonuna gore degisen

ozellikte olabilir (McClements and Rao, 2011; McClements, 2015).
2.2.7.2. Partikiil konsantrasyonu

Nano-emiilsiyonlarda partikiil konsantrasyonu genellikle dagilan fazin hacimsel
ya da kiitlesel yiizdesi ile ifade edilir ve emiilsiyon damlaciklarinin miktarinin

emiilsiyonun toplam miktarina boliinmesi ile bulunur. Gergekte emiilsiyon
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damlaciklar1 homojen kiireler degillerdir, emiilsiifiyer molekiilleri ile dagilan fazin
cevrelendigi bir merkez yapidan olusurlar. Emiilsiifiyerle merkez arasinda etkilesimin
oldugu ara yiizeyin kalinlig1 damlacik ¢apina oranla kayda deger kalinliga sahip olursa
emiilsiifiyerle kaplanmis damlaciklarin hacmi dagilan fazin hacminden daha biiyiik
olur. Bu durum nano-emiilsiyonlarin stabilitesi ve reolojik ozellikleri i¢in dnemli
sonuglar meydana getirebilir. Bu durumdan nano-emiilsiyonlarda daha az yag icerigi
ile ytiksek viskozitede iiriin elde edilmek istendiginde yararlanilabilir (McClements

and Rao, 2011; McClements, 2015).
2.2.7.3. Partikiil boyutu

Nano-emiilsiyonlarda partikiil boyutu optik ozellikler, reolojik stabilite ve
salimim ozellikleri lizerine etkili oldugu i¢in olduk¢a 6nemlidir. Partikiil boyutlarini
diistirmek icin homojenizasyon isleminin etkinligini ve siiresini uzatmak, kullanilan
emiilsiifiyerin konsantrasyonunu artirmak ya da fazlar arasindaki viskozite oranini
kontrol etmek gibi ¢ok cesitli stratejileri izlemek miimkiindiir. Kabuk tabakasi da
partikiil capmin artmasi iizerine O6nemli katkida bulunabilmektedir. Kullanilan
emiilsiifiyerlere gore farkli arayiizey tabaka kalinliklar1 olusabilmektedir. Siralama
yapilacak olursa; kiiclik molekiillii siirfaktanlar (Tweenler ve Spanlar) < globuler
proteinler (yumurta, peynir alt1 suyu ve soya proteinleri) < esnek proteinler (kazein ve
jelatinler) < polisakkaritler (gam arabik ve modifiye nigastalar), artan ara ylizey

tabakalarina sahiptir (McClements and Rao, 2011; McClements, 2015).
2.2.7.4. Partikiil yiikii

Nano-emiilsiyon damlaciklarinda meydana gelen elektrik yiik iyonize olmus
emiilsiifiyerlerin, mineral iyonlarinin ya da biyopolimerlerin dagilan fazin yiizeyine
adsorbe olmasindan kaynaklanmaktadir. Nano-emiilsiyonlarin elektriksel karakterini
belirli emiilsiifiyer tiirlerinin se¢imi ile kontrol etmek miimkiindiir. Non-iyonik
emiilsiifiyerlerle stabilize edilen nano-emiilsiyonlarin teorik olarak partikiil yiiklerinin
olmamas beklenir ancak ¢ogunlukla dagilan fazda bulunan serbest yag asitlerinden ya
da safsizliklardan kaynakli olarak negatif yiik tasirlar. Iyonik emiilsiifiyerlerden
anyonik siirfaktanlarla (6rnegin lesitin) stabilize edilen nano-emiilsiyonlar negatif
yiikle yiiklenirken, katyonik emiilsiifiyerlerle stabilize edilen nano-emiilsiyonlar

(6rnegin laurik aljinat) pozitif ylikle ytiklenir. Hidrofilik fonksiyonel gruplar iceren
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stirfaktanlar notr, pozitif yiiklii ya da negatif yiiklii olabilirler. Proteinler bulunduklar1
cozeltilerin pH degerinin izoelektrik noktalarina (pI) olan etkisine bagl olarak nétr,
pozitif yiiklii ve negating yiiklii olmalari miimkiin olabilmektedir. Ortam pH <pl
oldugunda pozitif yiikle yiiklenirler, pH=pI oldugunda net olarak bir yiikleri olmazken,
pH>pl oldugunda ise negatif yiikle yiiklenirler. Yiizey aktif polisakkaritler yine
iskeletlerinde bulunan fonksiyonel gruplarin tiiriine gore bir elektrik yiike sahip
olurlar. Mineral iyonlar ve polielektrolitler gibi yiikli hidrofilik bilesikler de
emiilsiifiyerle kaplanmis nano-emiilsiyonlarin yiizeylerine adsorbe olduklar1 zaman
yiiklerinde degisiklige sebep olabilirler. Gam arabik ve modifiye nisastalar gibi ticari
olan bir ¢ok polisakkarit emiilsiifiyerler siilfat ve karboksil gruplarimin varligindan
kaynakli olarak negatif yiikle yiiklii olma egilimindedirler (McClements and Rao,

2011; McClements, 2015).

Nano-emiilsiyonlarin partikiil yiikleri yiizey yiikk yogunlugu (o), elektriksel
ylizey potansiyeli (y) ve zeta potansiyeli ({) ile karakterize edilebilir. Yiizey yiik
yogunlugu, birim ylizey alani basina elektrik yiikii miktar1 iken, yiizey potansiyeli;
sifirdan c'ya kadar yiizey yiik yogunlugunu arttirmak icin gereken serbest enerjidir.
Zeta-potansiyeli ise bir ortam i¢inde askida kalan bir partikiilin etkili yiizey
potansiyeli olup, c¢evreleyen ortamdaki yiiklii tiirlerin damlacik yiizeyine adsorbe
olabilecegini ve net yiikiinii degistirebilecegini hesaba alan bir ol¢iim ydntemidir.
Nano-emiilsiyon damlaciklarinin yiikii etrafinda bulunan yiikli bilesiklerle nasil
etkilesim i¢ine girebilecegi hakkinda bilgi vermesi bakimindan énemlidir. Zit yiiklii
iyonlar birbirini ¢ekerken, ayni yiiklii iyonlar birbirlerini iteceklerdir. Nano-emiilsiyon
damlaciklarinin net yiikleri yeteri kadar biiyiikk oldugunda birbirleri arasindaki
elektrostatik itme giici onlarin topaklanmalarini onler. Su fazinin pH degeri
ayarlandiginda ya da ortama iyonik dengeyi bozacak miktarda tuz eklendiginde nano-
emiilsiyonlarda agregasyon meydana gelir (McClements and Rao, 2011; McClements,

2015).
2.3. Lipit Tasiyic1 Nano-emiilsiyon Salinim Sistemleri

Gidalara uygulanabilir olan nanotasiyict sistemler; karbonhidratlar, protein ve
lipit bazli sistemler olabilir. Karbonhidrat ve protein temmelli nanotastyicilarin bir¢ok
avantajli yan1 bulunmasina ragmen, farkli kompleks kimyasal ve 1sil islemlerin

uygulanmalar1 durumlarinda tamamen kontrol edilememelerinden 6tiirii her zaman
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uygun olamayabilmektedirler. Diger yandan, lipit kaynakli tasiyict sistemler
endiistriyel olarak iiretim, daha fazla enkapsiilasyon etkinligi ve diisiik toksisite gibi

kuvvetli avantajlara sahiptirler (Fathi et al., 2012).

Nano-emiilsiyonlarin en yaygin olarak yararlanildig1 fonksiyonel o6zellikleri
vitaminler, aromalar, antioksidanlar ve koruyucular gibi bircok lipofilik bilesigin
enkapsiilasyonuna olanak vermeleridir. Enkapsiilasyonla bu bilesiklerin elde
edilmeleri ve yararlanimlar1 kolaylasir, biyoyararlanilabilirlikleri artar ve kimyasal
parcalanmaya karst korunmus olurlar. Kiiciik boyutlu lipit tasiyicilarla enkapsiile
edildikleri zaman lipofilik bilesiklerin biyoyarayisliliklarinin arttigini gésteren bircok
calisma mevcuttur. Bu artisa neden olan ¢ok sayida sebep bulunmaktadir. Kiigiik
damlaciklarin daha biiyiik ylizey alanina sahip olmalar1 sebebiyle sindirim
enzimleriyle daha hizli sekilde sindirilebilirler ve damlacik boyutu kiiciildiiglinde
lipofilik bilesiklerin suda ¢oziiniirliikleri arttig1 i¢in absorbe olmalart iyilesir. Kiigiik
emiilsiyon damlaciklar1 ince bagirsaktaki epitelyum hiicrelerini kaplayan mukus
tabakasindan gegebilirler ve bodylece emilim boélgesinde kalma siireleri artar ve
absorpsiyon alanina daha yakin olurlar. Olduke¢a kii¢iik olan damlaciklar epitelyum
hiicre tabakasindan paraseliiler ya da transseliler mekanizmayla dogrudan da

taginabilirler (McClements and Rao, 2011).
2.3.1. Nano-emiilsiyonlar, SLN’ler ve NLC’ler

Nano-emiilsiyonlar normalde sivi formdaki yaglardan iiretilseler de son
uygulama sicakliginda tamamen ya da kismen kristalize olabilen yag fazlarinin
kullanim1 da miimkiindiir. Bu durumlarda nano-emiilsiyonlarin olusum asamasinda
yag fazmmin sicakligimin, yag fazinin erime noktasinin iizerinde tutulmasi
gerekmektedir. Olusturulan nano-emiilsiyon damlaciklarin kristalize olmasi
sicakligin uygun sekilde yag fazinin erime noktasinin altina diisiiriilmesiyle saglanir.
Kat lipit nanopartikiiller (SLN) ve Nanoyapilandirilmis lipit tasiyict sistemler nano-
emiilsiyonlarin bu yaklagimla modifiye edilmis formlaridir. SLN’lerde nano-
emiilsiyon yag damlaciklar1 kati yag ile formule edilip miikemmel dizilimli
kristallerden olusturulurken, nanoyapilandirilmis lipit tastyici sistemlerde yag fazi sivi
ve katt yag karigimi ile formiile edilip nano-emiilsiyona doniistiiriildiikten sonra yag
damlaciklarinin kismen kristalizasyonu saglanarak daha diizensiz kristallere ya da

amorf bir kat1 yapiya doniistiiriilmesi amaglanir. Nano-emiilsiyonlarda emiilsiifiye
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edilmis yagin kristalizasyon sicaklig1 ayn1 yagin y18in haline gore super sogutma etkisi
olarak adlandirilan olayin sonucu olarak daha diisiik bulunur. Bununla birlikte nano-
emiilsiyonlarin dagilan yag fazinda olusan kristallerin yapis1 y1gin haldeki yaga gore
egilme etkisinden (curvature effect) dolay:r farklilik gosterebilir, partikiillerin iic
boyutlu sekillerinin kiire seklinde olmasi kristallerin gelismesi igin gereken alani
kisitlar. SLN ve NLC sistemlerinin dnemli bir avantaji, lipit fazindan molekiilerin
difiizyon hizinin azaltilabilir olmasidir. Bu durum kimyasal degradasyon
reaksiyonlarini yavaslatarak kapsiillenmis lipofilik bilesenlerin stabilitesini arttirabilir

(Fathi et al., 2013).
2.3.1.1. Nano-emiilsiyon sistemlerin uygulamalari

Nano-emiilsiyonlar toksikolojik a¢idan giivenlidir, yiliksek miktarda lipit
icerirler ve biiyiik ¢apta liretime uygundurlar. Klasik emiilsiyonlara gore faz ayrimina
kars1 stabildirler ancak yine de termodinamik olarak stabil olmamalari, kinetik olarak
uygun kosullarda stabil olmalar1 sebebiyle; depolama sirasinda Oswalt olgunlagmasi,
flokiilasyon, partikiill agregasyonu vb. olaylar gerceklesebilmektedir. Nano-
emiilsiyonlar asidik ortamlarda stabil degillerdir ve tasiyici fazin sivi olmasindan
dolay1 biyoaktif maddelerin kontrollii salinimi i¢in ¢ok uygun degillerdir. Nano-
emiilsiyonlarin  asidik ortamlara kars1 stabilitesinin  kitosan vb. polimer
uygulamalariyla artirilarak lipaz aktivitesiyle pargalanmalarmin kontroliiniin

saglandig1 ¢aligmalar mevcuttur (Klinkesorn and McClements, 2009).
2.3.1.2. SLN Sistemlerin Uygulamalari

1990’11 yillarin basinda SLN sistemler diger tasiyict sistemlerden polimer
partikiillerin, lipozomlarin ve emiilsiyonlarin dezavantajlarma karsi alternatif bir
tastyict sistem olarak onerilmistir (Radomska-Soukharev and Muller, 2006; Weiss et
al.,2008). SLN sistemler bir ya da daha fazla kat1 lipit kullanilarak tiretilebilmektedir.
Biyoaktif bilesenin partikiil icerisindeki lokasyonunun kontroliinii SLN’lerin lipit
matriksinin fiziksel halini kontroliiyle saglamak miimkiin olmaktadir. SLN sistemlerde
difiizyon hiz1 yavas oldugundan nano-emiilsiyonlara kiyasla lipit fazin kat1 olmasiyla
daha uzatilmis bir salinim profili elde edilebilmektedir. Bir¢ok avantajina ragmen SLN
sistemlerin hala yetersiz oldugu hususlar mevcuttur. En 6nemli dezavantaji depolama

sirasinda diisiik miktarda biyoaktif bilesen yiiklenmesi ve kati lipit fazda meydana
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gelen polimorfik degisimin (o form — P’ form—  form) sonucu olarak partikiiliin
patlayarak biyoaktif bilesenin ortama dagilmasi stabilitenin kaybolmasidir (Sekil 2.7).
Partikiillerin ayni tiir kristallerler icermesinden dolay1 kristal yapraklar1 ¢ok diizgiin
dizilimli kristal ¢ekirdeklenmeleri olusturdugundan aktif maddenin yiiklenebilmesi
icin sinirl alan kalmaktadir. Bu dezavantajlar salinim sistemlerinde SLN sistemlerin
kullanimini sinirlandirmaktadir (Fathi et al., 2012; Tamjidi et al., 2013; Wang et al.,
2014; Yalcinoz and Ercelebi, 2018).

SLN

—

biyoaktif madde

kati yag
kristalleri B piyoaktif madde

Sekil 2.7. SLN sistemlerde depolama sirasinda aktif maddenin nano-emiilsiyon
damlaciklarindan disar1 ¢ikmasinin sematik gosterimi (Weiss et al., 2008)

2.3.1.3. NLC Sistemlerin Uygulamalari

NLC sistemler SLN sistemlerin dezavantajlarini giderermek amaciyla 1990 Ir
yillarda SLN lerin modifikasyonu ile gelistirilmistir. NLC partikiilleri kismen
kristalize olmustur ve sivi ve kat1 yag karisimindan olustuklarindan daha az diizenli
kristallenmeler meydana gelir. NLC sistemlerde amaglanan sivi formdaki yagin
kristallenen kati yag icerisinde biyoaktif maddelerin enkapsiile olabilecegi
kompartmanlar meydana getirmesini saglayarak SLN’lere gore daha fazla aktif
bilesigin partikiiller icerisinde stabilizasyonunu saglamaktir. NLC sistemlerin yag
fazin1 olusturan lipit karisimi daha yavas polimorfik form gecisine ugrar ve
kristallenme indeksleri daha azdir. Boylece SLN sistemlerdeki daha az aktif madde
yiiklenmesi, partikiillerin par¢alanmasi sonucu aktif bilesenin ortama dagilip kimyasal
par¢alanmaya maruz kalmaya miisait hale gelmesi, stabilitenin kaybolmasi,
biyoyararlanimi ve kontrollii salinimin iyilestirilememesi gibi sorunlarima NLC
sistemleri ile ¢oziim iiretilmis olunmustur. Ancak NLC sistemler iiretilirken dikkate
alinmas1 gereken bazi noktalar vardir. Kati ve sivi yagdan olusan yag fazinin
emiilsiifiye edilmeden dnce s1vi forma getirilmesi biyoaktif bilesigin kat1 ve sivi yagda
tamamen ¢Oziindiiglinden emin olunmasi gerekir. Ayrica ¢oziindiirme islemi sirasinda

aktif maddenin 1siktan etkilenmemesi ve oksidasyonla kimyasal parcalanmaya
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ugramamast i¢in gerekli onlemlerin alinmasi gerekmektedir. Yine liretim dncesinde
yag fazinin hazirlanmasi sirasinda uygulanan 1sil isleme karsi lipit fazin oksidatif
stabilitesinin saglanmasi gerekmektedir. Yag fazinda kullanmak {izere se¢ilen yaglarin
toksikoloojik profillerinin kabul edilebilir olmasi gidalarda ve farmakolojik
uygulamalarda  kullanimlar1  bakimindan 6nem arzeder. Bu baglamda
nanoyapilandirilmis lipit tagiyict sistemlerin formulasyonlarinda orta zincir uzunluklu
trigliseritler (MCT), oleik asit ve oleik asit¢e zengin yenilebilir yaglar, misirozii yagi,
soya cekirdegi yag1 ve aycicek yagi gibi yaglar tercih edilebilmektedir. Kismi olarak
kristalizasyonla nano-emiilsiyon damlaciklarinin stabilizasyonunu saglamak amaciyla
cok cesitli kat1 formdaki yaglarin kullanimi s6z konusudur. Gliseril behenat, gliseril
monosterat, setilpalmitat ve stearik asit en yaygin olarak kullanilanlara 6rnektir. Oda
kosullarinda kati olan bu yaglardan setil palmitat digindakiler GRAS onayli olup ticari
olarak elde edilmeleri miimkiindiir. Ayrica bu kat1 yaglar kismen yiizey aktif 6zellik
tasimakta, aktif bilesenin icinde bulunacagr kafes bdlgelerin olusumunu
saglamaktadir. Stearik asit, uzun zincirli bir doymus yag asididir ve hayvansal ve
bitkisel kaynaklarindan elde edilebilen lipitlerin birincil bileseni olup, sentetik olarak
iiretilenlere kiyasla daha iyi biyouyumluluk ve daha diisiik toksisiteye sahiptir. Ancak
stearik asitin viicut sicakliginin ¢ok iizerinde (69.6°C) erime noktasina sahip olmasi
dikkate alinmasi gereken Onemli bir husustur. Nanoyaplandirilmis lipit tasiyici
sistemlerde SLN’lere kiyasla kullanilan yag fazi igeriginde kati fiziksel formu
saglayarak partikiil olusturmak amaciyla daha az olsa da hala belirli oranda kat1 yag
kullanilmaktadir. Doymus yag igerigi yiiksek olan kat1 yaglarin saglik lizerine olumsuz
etkisi 6zellikle kardiovaskiiler rahatsizliklara neden olmasi bilimsel olarak kanitlanmig
bir gercektir (Fathi e al., 2012; Tamjidi ef al., 2013; Wang et al., 2014; Yalcinoz and
Ercelebi, 2018).

2.4. Organojelin Tanimi

Jel tanimlanmasi zor bir kavram olmakla beraber yapilan ilk tanimlar bu zorlugu
yansitir sekilde olmus “tanimlanmasi farkedilmesinden daha zor olan kollaidal bir
durum” ve “eger jole gibi goriiniiyorsa jeldir” seklinde tanimlamalar yapilmigtir
(Lloyd, 1926; Ferry, 1980; Almdal et al., 1993). Bu tanimlamalarin yani sira ortak
varilan kanilar; jelin s1v1 bilesen ve kat1 jelator bilesen olmak iizere en az iki bilesenden

olustugu ve jelin kati mekanik 6zelliklere sahip oldugu, her iki bileseninde tiim jel
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sisteminde devam eden siirekli bir yap1 olusturdugu yoniinde olmustur. Jelin ayrintili
tanimi1 Flory (1953) tarafindan yapilmais, “analitik bir deneyin zaman dl¢eginde kalici
olan makroskopik boyutlara sahip siv1 bir stirekli fazdan olusan ve reolojik olarak kati
benzeri 6zellik gosteren yapilar” olarak tanimlanmugstir. Jeller likit fazin dogal yapisina
bagli olarak hidrojeller ve organojeller olmak iizere iki kategoriye ayrilmaktadirlar.
Hidrojeller immobilize edilen bilesenin su oldugu; organojeller ise immobilize sivinin
organik solventler ya da yag gibi hidrofobik bir bilesen oldugu jel tiirleridir (Co and
Marangoni, 2012). Organojelin daha ayrintili taniminda ise; sicaklikla geri doniistimlii
ic boyutlu jel aglar icine organik sivilarin hapsedildigi jel yapilar olarak
tanimlanmistir (Rogers et al., 2007; Hughes et al., 2009; Bot et al., 2009b; Co and
Marangoni, 2012; Rehman and Zulfakar, 2014). Yaglarin ya da organik ¢oziiciilerin
(hegzan, benzen gibi) jelasyonu ile elde edilen organojellerin kimya, cevre,
farmakoloji, kozmetik gibi bir¢ok alanda uygulamalar1 olmakla birlikte gida
alanindaki yenilebilir uygulamalari, genel olarak tanimlanan organojellerden ayirmak
amactyla bir ¢ok calismada “oleojel” terimi ile ifade edilmektedir (Dassanayake et al.,
2011; Ogutcu and Yilmaz, 2015; Davidovich-Pinhas et al, 2015; Mert and
Demirkesen, 2016b; Wang et al., 2016; Singh et al., 2017; Ghosh et al., 2017; Martins
et al., 2017; John et al, 2018; Martins et al., 2018; Moghtadaei et al., 2018;
Giacomozzi et al., 2018; Park et al., 2018; Huang et al., 2018a).

Oleojel teknolojisinin gida alaninda 6nemli olmasinin en 6nemli sebebi mevcut
trigiliserit yapilandirma yontemlerine alternatif bir yontem olmasidir. Yaglarin fiziksel
yapilar1 ve fonksiyonel 6zellikleri yapilarinda ihtiva ettikleri yiiksek erime noktasina
sahip yaglara baglidir. Genel olarak kati yaglar oksidatif stabilite ve gidalarda istenen
fonksiyonel yapilarin olusumu ve kullanim sekli bakimindan sivi yaglara kiyasla daha
arzu edilen Ozelliklere sahiptir. Nihai {riiniin tekstiirel yapisi, siiriilebilirligi,
gevrekligi, raf dmrii ve aromasi bahsedilen bu fonksiyonel 6zelliklerdendir. Doymus
yag ve trans yag igerigi yliksek olan shortening ve margarinlerin market raflarinda yer
alan bir¢ok iirliniin formulasyonlarinin vazgecilmez bir parcast olmasi yine bu
fonksiyonel o6zellikleri sunacak alternatif yapilandirma ydntemlerinin olmamasi
sebebiyledir. Ancak frans ve doymus yaglarin tiikketiminin kardiyovaskiiler
problemlere neden oldugu, frans yaglarin hem kotii kolesterol olarak bilinen LDL
degerini yiikselttigi hem de iyi kolesterol olarak tabir edilen HDL degerini diistirdiigi,

doymus yaglarin tiikketiminin ise iyi kolesterole etki etmezken yine kotli kolesterol
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degerini yiikselttigi kesfedilmistir (Mensink and Katan, 1990; Judd et al., 1994; Nestel,
1999). Yiiksek oranda trans ve doymus yag tliketiminin saglik iizerine olan olumsuz
etkilerinin bilimsel camiada bir¢ok caligma ile ispatlanmasi ile kati yag iiretim
endiistrisi lizerinde olusan yogun baski sonucu sagliksiz yaglarin yerini saglikli
yaglarla yer degistirerek, doymus yag miktarini azaltmaya ve trans yag icerigini
elimine etmeye olanak saglayabilecek organojelasyon teknigi kesfedilmistir.
Halihazirda kullanilan kat1 yaglarin fonksiyonelligini verebilecek olan bu teknik, sivi
yaglarin igerisine jelator gorevi goren alisilmadik bilesenlerin eklenmesi sonucu kati
ozellikte oleojellerin olusturulmasi ile saglanmaktadir. %0,5 gibi ¢ok diisiik oranlarda
dahi kullanildiklarinda kendiliginden birlesim saglayan bu jelator bilesiklerin biiytik
cogunlugu diisiik molekiil agirligina sahip bilesiklerdir (Dassanayake ef al., 2011; Co
and Marangoni, 2012; Singh et al., 2017).

2.4.1. Organojelatorler ve Siniflandirilmasi

Cok bilinen hidrojel sistemlere kiyasla organojellerin ¢ok farkli karakteristik
ozelliklere sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu farkliliklardan en 6nemlileri protein,
nigasta, aljinat ve kazein jellere kiyasla polimerik jelatorlerden olusmak yerine daha
diistik molekiiler agirlikli bilesiklerden meydana gelmektedirler. Organojelator olarak
adlandirilan bu bilesikler diisiik molekiiler agirliga sahip olmalarina ragmen jelator
etkiyi gostermeleri icin ¢ok diisiik konsantrasyonlarin yeterli olmasi biiylik bir
paradokstur. Bu siradigt durum organojelatorlerin non-kovalent interaksiyonlarla
baglanmalarini saglayan supramolekiiler 6zellikleriyle agiklanmaktadir. Jelasyonu
saglayan bu etkilesimler hidrojen baglari, n-n etkilesimleri, elektrostatik ve van der

Waals interaksiyonlaridir (Okesola et al., 2015).

a b

Sekil 2.8. Jel olusturma mekanizmalar1 bakimindan organojelator tiirleri; a) kristal
partikiil olusturanlar, b) kendiliginden birlesim kuranlar (Dassanayake et al., 2011)
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Organojelatorlerin - 6nemli diger bir karakteristik 6zellikleri de faz
davraniglaridir. Organojel olusumunu belirleyen unsurlardan biri de jellestirilecek sivi
yagin tiiriidiir. Organojelatoriin bir sivi solventi jele doniistiirme yetenegi solventte
¢oziliniirliik ve ¢oziinmezliginin dengesiyle alakalidir. Bu durumu agiklamak gerekirse;
jelatoriin jellestirilecek yagda kristalize olmasi ya da kendiliginden birlesim kurmasi
icin kismen ¢oziinmemesi gerekir. Ayni zamanda kismen ¢ézlinmeside gerekir ki, sivi
solvent ile etkilesim gosterebilsin. Tersi durumda eger jelatdr solventte ¢ok iyi
¢oziiniirse jel yap1 yerine ¢ozelti meydana gelir. Ya da hi¢ ¢oziinmezse bu kez de jel
yerine ¢okelti meydana gelir (Co and Marangoni, 2012). Bu baglamda jellestirilecek
s1v1 yagin polaritesi ya da apolaritesi jelasyon i¢in gereken jelatdr konsantrasyonunda
etkili rol oynamaktadir (Wright and Marangoni, 2006). Giiniimiize kadar ki biitiin
jelatorlerin  kesfi genel olarak ya deneme yanilma yoluyla ya da tesadiifen

gerceklesmistir.

Oleojelatorler genel olarak jel olusturma mekanizmalart bakimindan,
kendiliginden birlesim kuran sistemler ve kristal partikiil olusturan sistemler olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadirlar. Yag fazinda molekiiler diizeyde kendiliginden
organizasyon ile organojel meydana getirenler kendiliginden birlesim kuran sistemleri
olustururken; kristal partikiillerin yag fazinda ¢ekirdek olusumu ve devaminda kristal
biliylimesi yoluyla organojel olusturan organojelatorler de kristal partikiil olusturan
sistemleri meydana getirmektedir (Sekil 2.8). Olusum mekanizmalarina gére polimer
yapili organojelatorleri de dikkate alarak yapilan daha genel bir siniflandirmada
jelasyon islemi sirasinda kimyasal etkilesimin olup olmamasi durumuna gore fiziksel
ve kimyasal organojeller seklinde de yapilabilmektedir. Jelatér molekiilleri arasinda
meydana gelen etkilesim bag yapilarinda meydana gelen kalici bir degisimi igeriyorsa
kimysal jel; daha zayif olan hidrojen baglari, van der Walls ya da n-n etkilesimini
iceren fiziksel etkilesimlere sahipse fiziksel jelleri meydana getirdikleri seklinde
siiflandirmalar mevcuttur (Bohidar, 2001). Bu agidan meydana gelen fiziksel ve
kimyasal jeller arasindaki en 6nemli farklilik; fiziksel jellerin ¢ogunlukla sicaklikla
geri doniistimlii olmalart, kritik sicakligin altinda jel yapida, tistiinde ise sol ozellikte

olmalaridir (Sagiri et al., 2014; Davidovich-Pinhas ef al., 2016).
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Tablo 2.2. Olusum mekanizmasina gore bazi organojelatorler

Diisitk Molekiil Agirhikh Jelatorler

Jelasyon mekanizmasi

Referanslar

Kendiliginden bilesim
kuran fibril sistemler

Fitosterol + Orizanol

Sorbitan Mono, di, tri-stearat

Monoagilgliseroller
Seramidler

Seker yapili jelatorler

(Sawalha et al, 2013; Bot and
Agterof, 2006; Bin Sintang et al.,
2017)

(Murdan et al., 1999; Jibry et al.,
2006; Almeida and Bahia, 2006;
Sagiri et al., 2016)

(Sein et al., 2002; Yaghmur et al.,
2006; Aguirre-Mandujano et al.,
2009; Da Pieve et al., 2010)

(Rogers et al., 2009b)

(Vibhute et al., 2016; Rajkamal et
al., 2017; Soundarajan et al.,
2018)

Kristal partikiil sistemler

Vaks esterleri

Yag asitleri, Yag alkolleri ve
karisimlari

Yag asidi tiirevleri
Dikarboksilik Asitler
Triagilgliseroller

Lesitin + Sorbitan Mono-di-
tristearat

Bitkisel vakslar: Kandelilla
vaks, Karnouba vaks, Piring
Kepegi vaksi, Aycekirdegi

vakst, balmumu, meyve vaksi

(Daniel and Rajasekharan, 2003)
(Daniel and Rajasekharan, 2003;
Gandolfo et al., 2004; Schaink et
al., 2007)

(Wright and Marangoni, 2006;
Rogers et al., 2009a; Mallia et al.,
2009)

(Cornwell et al., 2013)

(Higaki et al., 2003)

(Kumar and Katare, 2005; Pernetti
et al., 2007a; Avramiotis et al.,
2007)

(Toro-Vazquez et al, 2007;
Dassanayake et al., 2009; Hwang
et al., 2012; Patel et al., 2015a;
Doan et al., 2015; Ogutcu et al.,
2018; Soleimanian et al., 2018)

Polimer Jelatorler

Jelasyon mekanizmasi Referanslar
.. . . e (Laredo et al., 2011; Co and
Fiziksel baglar Polisakkaritler; Etilseliiloz Marangoni, 2012)
Capraz baglanma Proteinler; whey proteini, (Romoscanu and Mezzenga, 2006;
P & B-laktogllobulin Sarkar et al., 2016)

Organojelator 6zellik tasiyan ¢ok sayida polimer yapili jelatér olmasina ragmen

su ana kadar mevcut olanlardan etil seliiloz ve baz1 proteinlerin gidalarda kullanimi

uygundur (Co and Marangoni, 2012). Protein ve polisakkarit yapili bu jelatorlerin

diger jelatorlerden en 6nemli farki dogrudan yapilandirilacak olan yagda dagilmalarini

saglanmasinin zor olmasi sebebiyle, yiiriitiilen ¢calismalarda bu bilesiklerle elde edilen

yumusak yapili jellesmis yag Once yagin bu bilesiklerle emiilsiifiye edilip sonra
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yapidan suyun ¢esitli yontemlerle uzaklastirilmasiyla saglanmaktadir (Romoscanu and

Mezzenga, 2006; Patel et al., 2013; Patel et al., 2014; Patel et al., 2015b).

Oleojelatorleri tanimlamada kullanilan bagka bir siniflandirma ise kullanilan
jelator komponenti sayisina gore tekli bilesenli ya da karigimli  bilesenli
organojelatorler seklindedir. Karisim olarak kullanildiginda jelator fonksiyonuna
sahip oldugu bilinen li¢ grup jelator karigtmi vardir, bunlar; yag asitleri ve yag
alkolleri, lesitin ve sorbitan tristearat ve y-orizanol ve f-sitosterol karigimlaridir.
Birden fazla bilesen kullanilarak jelator etki gosterip bitkisel yaglarin yapilandirildigt
sistemlerde; karisimi olusturan bilesenlerin minimum jelatdér konsantrasyonunda

jelator islevi kazandig1 uygun oranlarin belirlenmesi gerekmektedir (Bot ez al., 2009b).
2.4.1.1. Lipit tasiyic1 sistemlerde en yeni yaklasim: Organojel nano-emiilsiyonlar

Yag fazinin organojel olusumuna uygun tasarlandig1 ancak kati lipit nanopartitil
olarak adlandirildig1 ¢aligmalar literatiirde mevcut olup, organojelasyon tekniginin
poplilarite kazanmasi ile birlikte son yillarda yayinlanan calismalarin basliginda

organojel yapili lipit tastyici sistemler yer almaya baglamistir.

I1k olarak farmakoloji alaninda nano boyutlu jellestirilmis yag partikiil ifadesine
yer verilmis olup, dikaprilil eterin 12-hidroksi sterik asitle yapilandirilarak setiltrimetil
amonyum bromid ve hidrolize provinil alkolle emiilsiifiye edilerek, 20 kHz 600W
enerji kosullarinda toplam 10 dk sonikasyonla submikron boyutlara diisiiriilmiis, yag
fazinin jellestirilmesi sonucunda nonopartikiill dagilmis sistemin stabilitesinin

iyilestigi ifade edilmistir (Kirilov et al., 2008).

Gida alaninda organojel teknolojisinin yayginlagmasiyla tasarlanan organojel
emiilsiyon sistemlerinde aktif bilesenlerin immobilizasyonu denemis ve Yu ve Huang
(2012) tarafindan yayinlanan ¢alismada Tween 20 ile emiilsiifiye edilen lipit fazinda
kurkuminin tasindigi nano-emiilsiyon sisteminde vyiiriitilen deneylerde in vitro
sindirim sistemi kosullarinda organojel partikiilde sindirimle salinimin daha kontrollii
oldugu ve yine in vivo farmokinetik calismayla farelerde Slgiilen biyoyararlanim
diizeyinin yapilandirilmamis partikiillere kiyasla yaklasik 9 kat daha yiiksek oldugu
bildirilmistir.

30



D-limonenin organojel lipit tastyict sistemde yiiksek basi¢c homojenizatoriiyle
iiretildigi bir caligmada (Zahi et al., 2014), farkli homojenizasyon kosullarinin ve
emiilsiifiyerlerin denenmis olup en diisiik partikiil boyutunun Tween 80 ile elde
edildigi (112 nm) ve homojenizasyon kosullarin partikiil boyutu iizerinde anahtar
role sahip oldugu bulgularla belirtilmistir. Iki hafta boyunca farkli sicakliklarda
stabilitenin takip edildigi 6rneklerde D-limonenin organojel icerisine homojenizasyon
oncesi ilavesinin stabiliteyi artirdig1 ifade edilmistir. Devaminda yayinlanan ¢alismada
ise D-limonen igeren organojel nano-emiilsiyon sistemin antimikrobiyal etkisi serbest
formdaki D-limonen ile kiyaslanmis ve organojel yapili nano-emiilsiyon sistemi ile D-
limonenin antimikrobiyal aktivitesinin daha iyilestirilmis oldugu ve nano-emiilsiyon
formun mikroorganizmalarin membranlar1 iizerinde hasar verici etkisinin oldugu

bildirilmistir.

Yine D-limonen iceren organojel nano-emiilsiyon sisteminde bir ¢alismada (Bei
et al., 2015) yag fazina nizin ilavesinin antimikrobial etkisi minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIC), bakteri gelisim egrileri, SEM goriintiileri ve hiicre yapilarinin
salimiminin analizi ile dogrulanmis, sonrasinda gida koruyucusu olarak siit drnegi
tizerinde test edilmigtir. Nizin igeren organojel nano-emiilsiyonun gida

formulasyonlarinda koruyucu olarak etkili bir antimikrobiyal olabilecegi dnerilmistir.

Gida safliginda nano-emiilsiyon sistemin tasarlandigi bir baska calismada (Lu et
al., 2016) orta zincir uzunluklu trigliserit organojelatdr olarak sukroz stearatla
yapilandirilarak, aci biberin major aktif bilesigi olan kapsaisin bilesigi yiiklenmis,
sonikasyon islemiyle Tween 80 varliginda emiilsiifiye edilen organojel fazin partikiil
boyutu 168 nm’ye kadar diisiiriilmiistiir. Biyoyararlanim oraninin iyilestirildiginin
ifade edildigi ¢alismada ayrica kapsaisinin neden oldugu gastrik mukoza iritasyonunun

azaltildig1 vurgulanmastir.

Giincel bir ¢aligmada (Fan ef al., 2017) misir 6zii yag, hindistan cevizi yag1 ve
orta zincir uzunluklu trigliseritin jelator olarak monostearinle yapilandirilmasiyla
hazirlanan organojeller, kendi formulasyonlarinin emiilsifiye edilmis formlariyla
kiyaslanmistir. En yliksek biyoyararlanim orani ve en uzun lipoliz siiresi misirozii yagi
organojelinin Tween 20 ile emiilsiifiye edildigi Organojel Nano-emiilsiyon
orneklerinde Olciilmiis, emiilsiifiye edilmemis formuna gore biyoyararlanim orani

fareler iizerinde in vivo kosullarda yiiriitiilen farmakokinetik analiz sonucunda 11,5 kat
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daha ytiksek bulundugu ifade edimis, benzer sonug in vitro kosullarda hiicresel alinim

testi ile de dogrulanmustir.
2.4.2. Tez Kapsaminda Kullanilan Organojelatorler
y-orizanol ve f-sitosterol karisimi:

y-orizanol en ¢ok piring kepegi yaginda dogal olarak bulunan ve f-sitosterol ise
bir¢ok bitkisel yagin bilesiminde bulunan fitosterollerdir. Dogrudan yenilebilir bir
kaynaktan elde edilmeleri dolayisiyla gida formulasyonlarinda rahatlikla kullanilabilir
olmalar1 bu jelator karisimini diger jelatorlerden ayiran 6nemli farkliliklardan biridir
(Bot and Agterof, 2006; Pernetti et al., 2007b). Bu iki bilesenin karigiminin aygicegi
yaginda yapilandirma ajani olarak kullanildiklarinda transparan goriiniimlii ve uzun
stire dayanikli jel yapi1 olusturabilmelerinin Heike ef al., (1997) tarafindan kesfiyle bu
bilesenler lizerine aragtirmalar giderek artmistir. Organojelator karisiminda bulunan -
sitosterol ile organojel olusumunda benzer isleve sahip olabilecek dihidrokolesterol,
kolesterol, stigmasterol gibi bir¢ok fitosterol vardir (Bot and Agterof, 2006; Bot et al.,
2009a). Ancak y-orizanol yerine gecebilecek baska bir fitosterol heniiz
kesfedilememis olsa da miimkiindiir (Leeson and Floter, 2002).

y-orizanol ve pB-sitosterol karigiminin bitkisel yaglarda sicaklikla dagitilip
sogutulmasiyla elde edilen jel yapinin transparan olmasi jel yapiy1 olusturan bloklarin
goriiniir 15181n dalga boyundan daha kii¢lik olmasiyla agiklanabilmektedir. Molekiiler
diizeyde y-orizanol ve f-sitosterol birbirine ¢ok iyi sekilde paketlenmektedir, her iki
bilesigin tepesindeki sterol kisimlar1 birbirine kenetlenerek y-orizanoliin ferulik asit
kismi ¢ikinti yapmaktadir (Sekil 2.9). y-orizanol ve f-sitosterol bilesikleri arasinda
hidrojen baglariin varligi neticesinde bir ucun daha kalin diger ucun daha ince oldugu
takoz seklini andiran paketlenmis yapt olusumu, sarmal supramolekiiler yapi
olusumuna zemin olusturmus ve bunun sonucu olarak c¢ok ince fibril yapitaslari
meydana gelerek olusan oleojel transparan goriinim kazanmustir. y-orizanol ve f3-
sitosterol karisimi ile aycicek yaginin yapilandirildigi oleojellerde fitosterol
karisiminin 7,2 + 0,1 nm ¢apinda i¢i bosluklu borular seklinde fibriller olusturdugu
bulunmustur (Bot et al., 2008). Yine aycicek yaginda hazirlanan y-orizanol ve farkl
sterollerle olusturulan oleojellerde iki molekiiliin kendiliginden sarmal seritler halinde

kivrilarak olusturdugu fibril borularin ¢aplarinin 6,7-8 nm araliginda oldugu borularin

32



duvar kalinliklarinin ise 0,8-1,2 nm araliginda oldugu 6l¢iilmiistiir (Bot et al., 2009a).
Ayrica yapilan ¢alismalarda organojel agini olusturan bu ince borularin ¢apinin iki
molekiiliin karakteri ile iliskili oldugu, hapsedilen yagla, fitosterol/orizanol oraniyla
ya da bu jelator karisiminin konsantrasyonuyla degismedigi bildirilmistir (Calligaris
et al., 2014). Bu kangimin jelatér olarak kullanildiginda olusan organojel,
immobilizasyonu saglayan agin nano boyutta olmasi sebebiyle transparan

goriinmektedir (O'Sullivan et al., 2016).
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Sekil 2.9. y-orizanol ve p-sitosterol karisiminin paketlenerek sarmal yapili
nanofibrilleri meydana getirmelerinin sematik gosterimi (kirmizi uglu molekiil y-
orizanolii, yesil uclu B-sitosterolil temsil etmektedir) (Duffy et al., 2009)
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y-orizanol ilk olarak piring kepegi yagindan ekstrakte edildiginde tek bir bilesik
oldugu diisiiniilmiistiir ancak, sonrasinda yliksek basing sivi kromatografisi (HPLC)
ile analiz edilerek steril ferulatlarin karisimi oldugu belirlenmistir. Belirlenen
bilesimine gore en az 10 fitosteril ferulattan olugsmakta ve 24-metilen siklo artenil
ferulat, sikloartenil ferulat, B-sitosteril ferulat ve kampesteril ferulatin y-orizanoliin
major bilesenleri oldugu (Sekil 2-10) ve bilesiminin yaklasik %80 ini bu bilesenlerin
olusturdugu tespit edilmistir. Bu bilesenlere ek olarak kafeik asit, cis-ferulik asit
esterleri ve de cok az miktarlarda frans ferulik asidin stigmasterolle, D7-
kampesteroller, D7 stigmasterolle, sitostenolkampestenol ve D7-sitostenol de y-
orizanoliin bilesiminde bulunmustur (Xu and Godber, 1999; Lloyd et al., 2000;
Akihisa et al., 2000; Fang et al., 2003; Lerma-Garcia et al., 2009; Minatel et al., 2016).

y-orizanol ve fB-sitosterol le kompleks olusturarak yemeklik yaglarda organojel
olusturabilme fonksiyonunun yani sira antioksidan etkisi, kolesterol diisiiriicti etkisi ve
anti-enflametuar etkisi amaciyla da farmakoloji, kozmetik ve gida endiistrisinde
kullanilan ¢ok islevli bir bilesiktir. Piring kepegi yaginin sabunlasmayan maddelerinin

bilesiminde ¢ogunlukla bulunan biyoaktif bilesikleri; y-orizanol, tokotrienoller ve
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tokoferoller olusturmaktadir. Bu yagin bilesimindeki y-orizanol miktar1 %0,9-2,9
araliginda ve tokollerin miktar1 %0,1-0,14 araliginda degiskenlik gdstermektedir
(Lloyd et al., 2000). Piring kepegi yaginin sabunlagmayan maddelerinin antioksidan
etkisinin aragtirildig1 bir ¢alismada major bilesiklerinden y-orizanoliin diger major
bilesenlerden tokollere kiyasla daha yiliksek oranlarda yaglarin ve kolesteroliin
oksidasyonunu inhibe edici 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Rong et al., 1997; Xu et
al.,2001; Xu and Godber, 2001). Yine bir baska calismada y-orizanol BHA, BHT gibi
sentetik antioksidan bilesiklerle kiyaslanmis ve ¢oklu doymamis yag asidi bilesimi
dolayisiyla oksidasyona egilimli yaglar lizerinde lipit peroksidasyonunu inhibe ederek
belli bir konsantrasyonun iistiinde, dozajina bagli olarak indiiksiyon periyodunu
uzattig1, 50-100 uM konsantrasyon araliginda yaglarda ¢6ziinen organik radikalleri
inhibe ettigi bulunmustur (Juliano ef al., 2005). Fitosteroller serum kolesterollerinden
LDL degerini disiiriicii etkiye sahiptirler. Bitkisel kaynakli olan bu bilesikler
hayvansal sterollere yapisal benzerlikleri dolayisiyle bagirsaklarda emilim sirasinda
kolesteroliin yerine gecerek kolesterol absorpsiyonunu inhibe etmekte ve salinimlarini
artirarak metabolizmadan atilimlarini artirmaktadirlar. Piring kepegi yagi, y-orizanol
ve trans ferulik asitle beslenen farelerde 10 hafta sonunda Slgiilen serum kolesterol
degerlerinde en diisiik LDL kolesterol diizeyinin y-orizanol grubunda tespit edildigi
yine HDL kolesterol degerlerini de yiikselterek normal kan lipit profilinin olusumunu
sagladig bildirilmistir (Wilson et al., 2007). Benzer sonuglar baska caligmalarla da
elde edilmistir (Sasaki et al., 1990; Cicero and Gaddi, 2001; Tsuji et al., 2003; Ausman
et al., 2005; Berger et al., 2005).

Molekiiler Yapi Bilesik
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Sekil 2.10. Orizanoliin dort major bileseninin kimyasal yapilar1 (Lerma-Garcia et al.,
2009)
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Kandelilla Vaks

Vakslar fonksiyonel grup igerebilen uzun hidrokarbon zincirlerinden olusan
yagst yapilardir. Vakslarin yapisinda bulunabilen fonksiyonel gruplar alkoller,
esterler, ketonlar ve aldehitlerdir. Elde edildikleri kaynaklar; bitkiler, bocekler, deniz
canlilar1 ve petrol kaynakli olabilmektedir. Kozmetik, boya, yiizey kaplama, miirekkep
ve gida endiistrisinde ¢esitli vakslar halihazirda kullanilmaktadir. Petrol kaynaklardan
elde edilenler yerine gida, farmakoloji ve kozmetik sanayinde kullanilmak tizere
biyolojik kaynakli olanlar tercih edilmekte ise de bitkisel kaynaklardan elde edilenler
bu amaca en uygun olan vakslar1 saglamaktadir. Bilinen en yaygin bitkisel vakslar
Kandelilla vaks ve Karnauba vaks olup, piring kepegi vaksi, aycekirdegi vaksi ve

cesitli meyvelerden elde edilen vakslarda mevcuttur (Dassanayake et al., 2011).

Yemeklik yaglarin organojelasyonla yapilandirilmasinda kullanilan simdiye
kadar kesfedilen organojelatorler arasinda dogal kaynakli vakslar; oldukca iyi yag
tutma Ozellikleri, olduk¢a diigiikk oranlarda jelasyon saglamalariyla iligkili olarak
ekonomik avantajlar1 ve insanlarda tiiketimlerine uygunluklarinin onaylanmis oldugu
bircok vaksin mevcut olmasi bakimindan kullanimlar1 en ¢ok gelecek vaat eden
jelatorlerdir. Vakslar kullanilarak iiretilen organojellerin sicaklikla geri dontigiimlii
olma ve emiilsiyon stabilize edebilme gibi 6zellikleri onlar1 daha da ilging kilmaktadir
(Hwang et al., 2013; Blake et al., 2014; Patel et al., 2015a). Bitkisel kaynakli vakslar
arasinda Karnauba vaks, Kandelilla vaks ve piring kepegi vakst FDA tarafindan gida
katkis1 olarak kullanimlarinin uygunlugu onaylanmis vakslardandir (O'Sullivan et al.,

2016).

Kandelilla vaks Kuzey Meksika ve Giineybati Amerika Birlesik Devletleri
bolgelerinde yetisen Euphorbiaceae ailesine mensup Euphorbia cerifera ve
Euphorbia antisyphilitica bodur ¢ali tiirlerinin yapraklarindan elde edilmektedir (Hare,
1910; Co and Marangoni, 2012). Kandelilla vaks FDA’nin 21CFR, 175.105, 175.320
ve 176.180 diizenlemelerine gore global olarak kabul edilmis bir gida katkisidir.
Kandelilla vaksimin bilinen bilesimi %49-50 oraninda 29 ile 33 karbon sayisi
araligindaki n-alkanlardan, %20-29 oraninda 28 ile 34 araliginda cift sayili karbonlu
alkol ve asitlerin esterlerinden, %12-14 oranlarinda alkollerden ve sterollerden ve %7-
9 oranlarinda serbest asitlerden olusmaktadir (Toro-Vazquez et al., 2007). Kandelilla

vaksin n-alkan bilesimini biiyiik c¢ogunlukla hentriokontan (C3iHes: 9%78.,9)
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olusturmakla birlikte minér olarak nonacosane (CaoHeo: %4,2) ve tritriacontane
(Cs3Hes: %8) de bulunmaktadir. n-alkan ylizde bilesimi Kandelilla vaksin safligina
gore degismektedir. Saflastirilmamis Kandelilla vaksinda n-alkan bilesimindeki
oranlar1 (C31He4: %33,2; Ca9Heo: %2,5; C33Hss: %4,5) saflastirilmis olana kiyasla daha
diistiktlir. Bilesiminde ¢cogunlukla bulunan n-alkanlar karbon sayilarina bakildiginda
genel olarak tek sayili olup, iz miktarda ¢ift sayilt olan triakontan (C3oHe2: %0,8) ve
dotriakontan (Cs2Hes: %0,4) da bulunmaktadir (Co and Marangoni, 2012). Kandelilla
vaksin yemeklik yaglarda organojelasyonla yapilandirmalarini saglama kabiliyeti
bilesimindeki n-alkanlar sayesinde gergeklesmektedir. Her ne kadar bilesimindeki
major n-alkan hentrikontan olsa da ¢alismalar iz miktarda bulunan ¢ift sayili karbonlu
dotriakontanin Kandelilla vakstan elde edilen organojellerin fiziksel ozellikleri
iizerinde tahmin edilenden oldukga fazla etkisinin oldugunu gdstermistir (Morales-
Rueda et al., 2009a; Morales-Rueda et al., 2009b). n-alkan cesitlerinin organik
stvilarda ve daha az karbonlu diger alkanlarda sicaklikla geri dontigiimlii organojeller
olusturabilme 6zellikleri ¢aligmalarla daha oncelerinde bildirilmis olmakla birlikte
(Abdallah et al., 1999; Abdallah et al., 2000), 24-36 karbon sayisi araligindaki n-
alkanlarda olusturulan organojel Orneklerinde karbon sayisi arttikca organojellerin
stabilitelerinin arttig1 ifade edilmistir (Abdallah and Weiss, 2000). Kandelilla vaksin
cesitli yemeklik yaglarda ve emiilsiyonlarda organojel olusumu termal ve fiziksel
ozellikleri bakimindan arastirilmig (Toro-Vazquez et al., 2007; Chopin-Doroteo ef al.,
2011; Hwang et al., 2012; Rocha et al., 2013; Toro-Vazquez et al., 2013), shortening
yerine kullanilabilecek kat1 yag alternatifi olarak g¢esitli gida formulasyonlarina
katildiginda yapisal degisimler iizerine etkileri de ortaya konmustur (Hwang et al.,

2013; Mert and Demirkesen, 2016a; Hwang et al., 2016).

2.5. Simiile Edilmis Sindirim Kosullarinda Nano-emiilsiyonlarin Davranislar ve

Biyoyararlanimlar:

Agizdan alindiktan itibaren agiz, mide, ince bagirsak ve kalin bagirsak
kosullarini temsil eden gastrointestinal bolgelerden (GIT) (Sekil 2.11) geg¢isi sirasinda
nano-emiilsiyonlar bir dizi kompleks fizikokimyasal ve fizyolojik olaylara maruz
kalmaktadir. Nano-emiilsiyon sistemlerin dizayninda bu GIT’da gergeklesen olaylarin

anlasilmasi biiylik rol oynamaktadir (McClements, 2015).

36



Gastrointestinal sistemde lipitlerin sindirimi hakkinda bilgi sahibi olunmasi
insan saglig1 lizerine etkilerinin arastirilmasi agisindan 6nemlidir ve insan kan lipit
profilinin takip edilmesinde, her bir makrobesinin sindirim iizerine etkisinin
doygunluk ve doyma hissi ile iliskisinin anlagilmasinda, sindirilemeyen ya da kismen
sindirilebilen yaglarin kullanimiyla kalori yogunlugunun ayarlanmasi gibi unsurlarin

arastirilmasinda temel olusturmaktadir (Marciani et al., 2009; Singh et al., 2009).

Nano-emiilsiyon salinim sistemlerinin ve igerigine enkapsiile edilen biyoaktif
bilesenlerin biyolojik akibetleri hakkinda bilgi sahibi olunmasi, bu bilesiklerin
enkapsiilasyon kosullarinin optimize edilebilmesi ve tiikketime uygunluklarina karar
verilebilinmesi bakimindan 6nem arzeder. Partikiillerin boyutlarinin nano skalaya
indirgenmesi aktif bilesenlerin biyolojik 6zelliklerinde 6nemli degisikliklere neden
olabilmektedir. Aktif bilesenlerin nano boyuta indirilerek biyoyararlanim miktarinin
artirtlmasiyla ytiksek dozda aliminin toksikolojik etkiye sebebiyeti sorusu ve ¢oziim
yollart aragtirllmalart devam etmektedir (Hagens et al., 2007; Bouwmeester et al.,
2009). Nano-emiilsiyonlarin kompozisyonlari, boyutlari, yapilari, elektriksel yiikleri
ve ara yiizey karakteristikleri insan viicuduna alindiktan sonraki GIT akibetlerini
etkileyen bilinen 6énemli unsurlardir (McClements and Rao, 2011; McClements and

Xiao, 2012; McClements, 2013).

Simiile edilmis ortamlarin hazirlandig testlerle in vitro kosullarda nano-
emiilsiyonlarin yapilarinda meydana gelen degisimler, sindirilebilirlikleri ve aktif
bilesiklerin salinim mekanizmalar1 yaygin olarak arastirilmaktadir. insan ya da hayvan
sindirim sistemlerinin olduk¢a kompleks fizikokimyasal ve fizyolojik olaylar
barindirmasi dolayistyla birebir olarak simiilasyonlariin zor olmasi sebebiyle her ne
kadar in vitro sindirim sistemi modelleri ile in vivo modellerden elde edilen sonuglar
farklilik gostersede in vitro deneylerle nano-emiilsiyonlarin biyolojik 6zellikleri

iizerine arastirmalar yiiriitiilmektedir (Hur ef al., 2011).
2.5.1. Agiz Faz

Nano-emiilsiyonlarin sindirim sirasinda agiza alimlarindan itibaren maruz
kaldiklar1 ilk bolge agiz boslugudur. Agiz boslugunda ilk olarak miisin polimeri,
amilaz enzimi, sodyum ve kalsiyum tuzlari iceren ve notral pH ya sahip olan agiz

salyasi ile karigirlar. Salya ile karismanin beraberinde sicaklik degisimi, seyrelme,
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kompleks akis ve zorlama etkilerine maruz kalirlar. Agiz salyasi igeriginde bulunan
molekiiller nano-emiilsiyonlarin ihtiva ettigi yag damlaciklarinda ya da diger kolloidal
partikiillerde salya ortamindaki molekiillerin lipit damlaciklarini birbirine yaklagmasi
yoniinde zorlamasimin etkisiyle deplesyon ya da koprii kurma olarak adlandirilan
flokiilasyonun meydana gelmesine sebep olabilirler (McClements, 2015). Labaratuvar
ortaminda sindirim sistemi kosullar1 simiile edilirken agiz fazinda dil ve agiz
kavitesinin birebir taklit edilmesinin zor olmasi sebebiyle bu agsamada simiile edilmis
salya sivisi ile karigtirarak galkalama sicaklik ve siire gibi kosullar uygulanmaktadir

(McClements and Li, 2010).

Salya igeriginde bulunan amilaz enzimi nano-emiilsiyon formulasyonunda varsa
eger nisasta molekiillerini hidrolize ederek vizkozitelerinde farkedilir bir diisiise
sebebiyet verirler. Ayrica agiz icerisinde damak, dil ve dislerden olusan agiz
boslugunun i¢ ylizeyi ile temas ederek duyusal olarak algilanmasinda 6nem arzeden
ag1z hissi meydana getirirler. Ag1z fazinda nano-emiilsiyonlarin yapilarinda meydana
gelen emiilsiifiyerlerin yer degistirmesi, ya da salyadan gelen musin tarafindan
kaplanmasi gibi degisimler devaminda takip eden GIT sirasinda degisimler meydana
getirerek sindirim hiz1 ve siiresini etkileyebilirler. Agiz fazinda salya ile karsilasip agiz
ortam kosullarindaki evresini tamamlayan sivi materyal “bolus” ismi ile refere

edilmektedir (McClements and Xiao, 2012; McClements, 2015)
2.5.2. Mide Faz1

Agiz fazindaki evresini tamamlayan bolus sivisi yutulduktan sonra yemek
borusundan (6zefagus) gecerek gastrik sivisi ile karistigt mide fazina ulasir, ince
bagirsaga ulagmadan Once burada onemli olaylarin cereyan etmesi sonucu bir¢ok
degisime ugrarlar. Mide gastrik s1visi sindirim sirasinda yiiksek asitli i¢erigi sayesinde
mikroorganizmalar1 deaktive ederek enfeksiyona karsi koruma saglar ayrica gida
matrikslerinin par¢alanmasini kolaylastirarak besinlerin daha kolay absorbe olmasina
da yardimci olur. Agizdan herhangi bir sey alinmadan aclik durumunda mide 6zs1visi
genellikle oldukca asidiktir ve pH degeri 1-3 araligindadir. Ancak yemek yedikten
sonra yenilen yemegin miktarina ve tiiriine bagli olarak pH degeri belirgin sekilde artis
gosterir. Gastrik sivi salgilanarak zamanla pH degeri tekrar asidik olana kadar devamli
olarak azalir. Mide gastrik ortam1 ayni zamanda kalsiyum, sodyum ve potasyum tuzlari

gibi ¢ok cesitli iyonlar ihtiva ettiginden oldukca yiiksek (yaklasik 150 mM) iyonik

38



giice sahiptir. Mide ortamindaki degisen pH degeri ve iyonik giice bagli olarak nano-
emiilsiyonlarin elektrostatik etkilesimler neticesinde stabiliteleri degisebilir. pH degeri
proteinlerde, polisakkaritlerde, yag damlaciklarinda, minerallerde ve diger gida
bilesenlerinde elektriksel yiikii belirleyen en 6nemli unsurdur. Nano-emiilsiyonlarda
pH ve iyonik giiclin degisiminin etkisi onlar1 stabilize eden emiilsiifiyerin dogasiyla
oldukga iligkilidir. Mide fazinin yiiksek asidik ortam kosulu karotenoidler gibi bazi
aktif gida bilesenlerinin kimyasal par¢alanmasina neden olabilmekte, stabilizatorlerin
par¢alanmasina neden olduklar1 zaman ise nano-emiilsiyonlarin stabiliteleri dogrudan
degismektedir. Mide 6zs1vist igerisinde bulunan proteaz ve lipaz gibi enzimlerde yine
nano-emiilsiyonlarin akibetini etkileyen Onemli parametrelerdir. Proteinlerin
emiilsiifiyer olarak kullanildig1 sistemlerde proteazlarin adsorbe olmus proteinleri
sindirmeleri sonucunda lipit damlaciklar1 agregasyona karst artik koruma altinda
olmayacak ve stabilitelerini kaybedeceklerdir. Bu baglamda proteinlerin yapisida
etkili olmakta kazein gibi esnek proteinler B-laktoglobiilin gibi globiiler proteinlere
gore daha hizli sindirilmektedirler. Gastrik sivi igerisinde viicut tarafindan salgilanan,
alinan gidalarla birlikte gelen ya da sindirim prosesi sirasinda olusan fosfolipitler,
proteinler ve bazi safra tuzlar1 gibi yiizey aktif bilesikler de bulunmaktadir. Bu yiizey
aktif maddeleri de nano-emiilsiyon damlaciklar1 etrafinda adsorbe olup, ara yiizey
kompozisyonunu degistirerek biyolojik 6zelliklerinde degisiklige sebep olabilirler. Ek
olarak, mide gastrik sivisi igerisindeki yine viicut tarafindan salgilanan ya da agizdan
alinan polimerlerden miisin, direngli nigastalar ve besinsel liflerde deplesyon ya da
koprii kurma flokiilasyonuna sebep olabilirler. Mide ortaminda midenin hareketinden
kaynaklanan ¢ok kompleks bir akis ve gii¢ paterni meydana gelmekte bu sayede alinan
gidalar karigtirilip, pargalanip nakledilmektedir. Mide fazindan gecerken nano-
emiilsiyonlarda; kompozisyon, yapi, boyut, yiik ve fiziksel durum o&zelliklerinde
bircok degisiklik meydana gelebilmekte ve bu degisikliklerin ¢ogu nano-emiilsiyonun
baslangic kosullarindaki 0Ozellikleriyle dogrudan iligkili olmaktadir. Nano-
emiilsiyonlarin gastrik kosullardaki stabilitesi 6nemli olup, biyolojik olarak doygunluk
hissinin algilanmas1 iizerinde de etkisinin oldugu bildirilmistir. Stabil nano-
emiilsiyonlar midenin heryerine esit olarak dagilarak mideden ge¢ bosalir ve stabil
olmayanlara kiyasla daha fazla tokluk hissi yaratir (Boon ef al., 2008; McClements,
2015).
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In vitro sindirim kosullarinda mide fazinin simiilasyonu genellikle 6rnegin pH
degerini oldukga asidik kosullara ayarladiktan sonra, belirli bir siire viicut sicakliginda
karigmas1 saglanarak gerceklestirilmektedir. Mide ortamimindaki kompleks akis
profilini, dinamik salgilamalar1 ve mekanik giicleri birebir simiile eden caligsma
gruplarida mevcut olup, genellikle kendine has oOzellikleri olan mide ylizeyinin
partikiillerle etkilesiminin etkisi ihmal edilmektedir. Lipit damlaciklarinin mide duvari
ylizeyine yapismasi lizerine dizayn edilen sistemler i¢in birebir simiilasyon onemli

olabilmektedir (McClements and Li, 2010).
2.5.3. ince Bagirsak Faz

Mide gastrik ortamini terkeden kismi olarak sindirilmis gidalari igeren “kimiis
(chyme)” olarak adlandirilan s1vi, kontrollii bir sekilde azar azar ince bagirsaga pilorik
sfinkter ad1 verilen valf kasi aracihigiyla fiskirtilarak génderilir. ince bagirsak mide ile
baglandig1 noktadan itibaren sirasiyla duodenum, jejunum ve ileum adi verilen tii¢
boliime ayrilir. Duodenum bdliimiine ulagan kimiis, safra tuzlarinin, fosfolipitlerin,
sindirim enzimlerinin, bikarbonatin ve diger tuzlarin bulundugu alkali ince bagirsak
stvisi ile karigir. Bu boliimde pH degeri bikoarbonat ile kontrol edilerek ndtr olana dek
artig gosterir. Mide fazinda kismi olarak sindirilen sivinin geri kalan sindirilmemis
kism1 da ince bagirsak fazinda salgilanan bu karigim tarafindan sindrime ugrar.
Proteinler ve peptitler proteaz enzimleri tarafindan kisa peptitlere, trigliseritler ve
digliseritler lipaz enzimleri tarafindan serbest yag asitlerine ve monogliseritlere,
nigastalar ve oligosakkaritler amilaz enzimleri tarafindan daha kisa oligosakkaritlere
ve glukoza parcalanirlar. Ince bagirsakta meydana gelen bu kimyasal ve fiziksel
degisimler neticesinde karma miseller olarak atfedilen, lipofilik mikronutrientlerin ve
sindirilmis makronutrientlerin absorpsiyonunu 1iyilestiren kolloidal yapilar
olusmaktadir. Karma miseller genel olarak miselleri, kesecikleri ve safra tuzlarindan,
fosfolipitlerden, serbest yag asitlerinden ve monoagilgliserollerden ve diger yagda
¢cozlinen vitaminler ve nutrasotikler gibi mindr lipofilik bilesiklerden olusan likit
kristalleri igermektedirler (Sekil 2.12). Karma miseller lipofilik bilesenleri liimen ad1
verilen bagirsak boslugundan transfer ederek, mukus tabakasindan gegcirip absorbe
edildikleri yer olan epitelyum hiicrelerinin yiizeyine ulastirirlar. Mukus tabakasi
yaklasik 400 nm c¢apli gbzenekler bulunduran polimerik jel bir ags1 yapidadir. Mukus
tabakasi bir elek misali gorev yaparak biiyiik partikiillerin gegisini engelleyerek kiigiik
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partikiillerin emilimini saglar. Epitelyum hiicreleri ince bagirsak bosluguna kiyasla
daha asidik kosullara sahip olmasinin etkisiyle 6zellikle serbest yag asitlerinin emilimi
sirasinda  Onemli rol oynar, serbest yag asitlerinin karboksil gruplarinin
protonasyonunu saglarlar, polaritelerinde diisiis meydana getierek absorpsiyonlarini

kolaylastirirlar (McClements, 2015).

AGIZ

pH: 5-7
Enzim: amilaz
Biyopolimer: ‘s

Mausin
Tuz:Kalsiyum ve ]\CE
Sodyum = -
Silre: 5-60 sn B‘\G l RSJ‘\ l\
pH 6-7.5
Enzim: Pankreatin (lipaz,
proteaz)
Biyopolimerler: Musin
Safra tuzlary, diger tuzlar
Agitasyon
1-2 saat
MIDE
pH: 1-3 g ‘
Enzim: Pepsin,gastrik 4 k.\ LIN
Lipaz BAGIRSAK
Biyopolimer: Miisin
Tuzlar ) pH 5-7
Agitasyon Enzim: Mikrobiyal
Siire: 30dk- 4 Saat enzimler

Bakteriler
Agitasyon
12-24 saat

Sekil 2.11. Insan GIT sisteminin farkli bolgelerindeki fizikokimyasal kosullarin
sematik gosterimi (McClements ve Li, 2010)

In vitro sindirim testinin ince bagirsak basamaginda pH degeri ayarlanarak,
enzim aktiviteleri gerceklestirilerek ve safta tuzu ve fosfolipitleri iceren biyolojik
stirfaktanlar ve mineraller eklenerek ortam kosullar1 simiile edilmektedir. Simiile ince
bagirsak sivisi igeriginde in vivo kosullara miimkiin olan aslina en yakin formulasyon;
tamponlar, tuzlar, organik molekiiller, proteinler, enzimler, yardimei enzimler, safra

tuzlar1 ve fosfolipitlerle hazirlanmaktadir (Kalantzi et al., 2006; Ye et al., 2018).

Ince bagirsak fazin1 tamamlayan &rnek genel olarak “digest” olarak

adlandirilmaktadir.
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Sekil 2.12. Karisim misellerin i¢ine girerek mukus tabakasindan gecen ve sonrasinda
epitelyum hiicreleri tarafindan ¢esitli mekanizmalarla absorbe olan bilesikler: Serbest
yag asitleri, monogliseritler ve lipofilik aktif bilesikler (McClements, 2015)

2.5.4. Kolon Fazi

Emiilsiyonlar mide ve ince bagirsak fazin1 tamamladiktan sonra genel anlamda
tamamen sindirimleri gerceklesmis ve absorbe edilmis olurlar ancak ihmal
edilemeyecek onemli miktarda fraksiyonlar1 kalin bagirsaga gegebilirler. Trigliseritler,
proteinler ve nisasta gibi bilesikleri formulasyonlarinda igeren nano-emiilsiyonlar ince
bagirsak fazina ulastiktan sonra tamayla sindirimlerini tamamlayabilirken, mineral
yaglar ve besinsel lifler gibi sindirilmeyen bilesikler kullanilarak nano-emiilsiyon
meydana getirilmisse tam olarak sindirim ve absorpsiyon gerceklesmeden kalin
bagirsaga ulagmalari da miimkiindiir. Kalin bagirsak ¢esitli bilesikleri parcalayip
onlardan yararlanan ¢ok cesitli ve farkli mikroorganizmalar1 bulundurmaktadir. Bu
mikroorganizmalar sayesinde salgiladiklar1 enzimlerle besinsel liflerde sindirilerek
insan sagligma faydali olabilecek kisa zincirli yag asitlerine ve diger iiriinlere
doniigtlrtiliirler. Bu olaydan kalin bagirsak ortamima salinmasi istenen aktif
bilesiklerin gonderilmesinde ve o bdlgede salinmasinda yararlanilabilinmektedir

(McClements, 2015).

Kalin bagirsak kosullar1 in vitro testlerde simiile etmesi en zor olan asamadir.
Genel olarak insan kalin bagirsagindaki bakteri popiilasyonlarini yansitacak sekilde
bir ya da daha fazla simiile edilmis ortamda ornekler inkiibe edilerek kolon kosullar1
statik olarak simiile edilmektedir. Kolon kosullarin1 gercege en yakin igerikle

hazirlamak genel anlamda bakteri popiilasyonunun her bireyde farkliliklar gostermesi
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sebebiyle pek miimkiin degildir. Bakteri simiilasyonuna nazaran bakterilerin
salgiladiklar1 enzimlerle ortam kosullarin1 olusturan g¢alismalar olmakla birlikte,
dogrudan hayvan modelleri lizerinde in vivo kosullarda arastirma yapmak daha kolay
olabilmektedir. Biitiin bunlarin yanisira, eger orneklerin ince bagirsak kosullarinda
tamamen sindirilip absorbe oldugu biliniyorsa bu basamak ihmal edilebilinmektedir

(McClements and Li, 2010).
2.5.5. Biyoyararlanim

Nano-emiilsiyonlar, ®-3 yag asitleri, karotenoidler, fitosteroller ve yagda
¢cozlinen vitaminler gibi bircok lipofilik bilesiklerin; enkapsiilasyon, koruma ve
salmim sistemlerinde kullanimlar1 bakimindan olduk¢a uygun sistemlerdir. Bu
bilesiklerin ¢ogu dogrudan saf formlarinda gidalarin igerisine katmak i¢in uygun
olmayabilmektedirler. Cesitli biyoaktif bilesiklerin genel olarak enkapsiile edilme
sebepleri, fiziksel, kimyasal ya da enzimatik parcalanmalara karsi korumak,
istenmeyen kotli  kokularint maskeleyerek tiiketici begenisini artirmak, diger
bilesiklerle etkilesime girerek onlarin biyolojik aktivitelerinde diigiise ya da
stabilitelerinin bozulmasina sebep olmalarini onlemek, biyoyararlanim miktarlari
diistik olan bilesiklerin biyoyararlanim oranlarini artirmak, hedeflenen GIT’da

salimimlarin1 saglamak gibi esaslara dayanmaktadir (McClements, 2015).

Biyo-yararlanilabilirlik terimi GIT kosullarinda sindirilmis bilesiklerin en son
ince bagirsakta emilerek sistemde sirkiilasyona katilan fraksiyonu olarak
tanimlanmaktadir. Biyoyararlanilabilirligin hesaplanmasinada genel olarak ii¢ faktor

dikkate alinmaktadir.
BY=BE*T*A (2-1)

Biyoyararlanilabilirligin ~ hesaplanmasinda  kullanilan  terimlerden  BE;
biyoerisilebilirlik, T; transfere karsi stabilite. A; Absorpsiyon miktarini ifade
etmektedir. Biyoyararlanabilirligin hesaplanabilmesi i¢in bu terimlerin dogru

anlagilmasi ve hesaplanmasi gerekmektedir.

Biyoerisilebilirlik nano-emiilsiyon tarafindan ince bagirsakta salinan bilesiklerin

erisilebilir olan fraksiyonunu ifade eder.
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BE (%) = —misel 5 100 (2-2)

Mdjgest

Transfer (T); agizdan alinan nano-emiilsiyon drneklerinin ince bagirsak fazina

ulagabilen miktarini ifade eder.

T (%) =——4igest__ » 100 (2-3)

Mpanoemiilsiyon

Absorpsiyon (A); ince bagirsak fazinda salinan aktif bilesenlerin epitelyum

hiicreleri tarafindan absorbe edilen miktarini ifade eder.

Mgp be edil
A(%)_ apsorbe ediien x 100 (2_4)
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Sekil 2.13. Simiile edilmis ince bagirsak fazinin santrifiijleme sonrasinda elde edilen
yag fazi, misel faz1 ve pelletin sematik goriintiisii (McClements and Li, 2010)

Enkapsiile edilen lipofilik bilesenlerin nasil salindiginin anlagilmas: yapilacak
analizlerle miimkiin olabilmektedir. Bu anlamda en ¢ok kullanilan metot GIT sindirim
asamalarinda ince bagirsak fazini1 tamamlayan digest Orneginin santrifiijlenmesi
neticesinde; yag fazi, misel fazi ve pellet olmak iizere {i¢ fazin birbirinden ayrilmasidir
(Sekil 2.13). Santrifiij tiipliniin en alt kisminda bulunan pellet genellikle yogun
bilesiklerden olusmakla birlikte sindirilmemis proteinler, besinsel lifler, safta tuzu
serbest yag asitlerinin ¢oziinmeyen kalsiyum sabunlar1 ve mineral icermektedir. Orta
kisimda bulunan sulu faz genelllikle safra tuzlari, fosfolipitler ve yag sindirim yan
iirlinleri olan serbest yag asitleri ve monogliseritleri ihtiva eden miselleri ve kesecikleri
bulundururlar. Misel ve keseciklerle ayrica enkapsiile edilen lipofilik bilesiklerde yine
misel fazinda bulunurlar. Ust kisimda bulunan krem tabakasinda ise sindirilmeyen
yaglar ya da yag damlaciklar1 olarak bulunabilirler. Santrifiij ssonrasinda elde edilen

her bir tabaka birbirinden ayrilarak spektrofotometrik, kromatografik ya da
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elektroforetik yontemlerle analiz edilebilir. Bu teknik bilgilerden yola ¢ikarak sindirim
sonrasinda yag damlaciklarindan salinan enkapsiile edilmis lipofilik aktif bilesenlerin
miktarlarindan yararlanilarak biyoyararlanim miktarlarini hesaplanabilinmektedir (Ye

etal.,2018; Guetal., 2018).
2.5.5.1.Partikiil kompozisyonunun etkisi

Nano-emiilsiyonlarda partikiil kompozisyonlar1 genel olarak merkez kisminda
lipitlerin ve lipofilik materyallerin bulundugu ve adsorbe edilen emiilsiifiyerlerin
kabuk kismini olusturarak merkez kismi cevreledigi bir yapidan olugmaktadir.
Lipofilik kisim; trigliseritlerden, digliseritlerden, monogliseritlerden, aromatik
yaglardan, esansiyel yaglardan, mineral yaglardan, yag ikamelerinden, kivam
artiricilardan, yagda ¢Oziinen vitaminerden ve nutrasotik  bilesiklerden
olusabilmektedir. Merkezi olusturabilen bu lipofilik iceriklerin bir kismi insan GIT
kosullarinda sindirilebilirken, bir kismi sindirilmeden yani viicut tarafindan absorbe
edilmeden disar1 atilmaktadir. Ornegin trigliseritler ve digliseritler gibi lipit yapili
bilesikler bagirsak kosullarinda lipaz aktivitesi sonucunda yikima ugradiktan sonra
absorbe edilirken, mineral yaglar ve yag ikame maddeleri enzimler tarafindan
parcalanamadiklar1 i¢in yapisal degisiklige c¢ok fazla ugramadan viicuttan
uzaklagsmaktadirlar. Karotenoidler ve fitosteroller gibi biyoaktif bir kisim lipofilik
bilesikler ise sindirilmeye gerek olmadan dogrudan ince bagirsaklarda absorbe
edilerek metabolizma faaliyetlerinde islev gormektedirler. Nano-emiilsiyon
kompozisyonlarinin kabuk kismi bir ya da birden fazla materyalden olusabilmektedir.
Stirfaktanlar, fosfolipitler, proteinler, polisakkaritler ve minerallerden olusabilmekte
ve bu bilesikler GIT kosullarinda farkli hiz ve siirelerde sindirilebilmektedirler.
Ornegin fosfolipitler ve proteinler midede ve ince bagirsaklarda salgilanan proteazlar
ve fosfolipazlarin aktivitesi ile sindirime ugrarken besinsel lifler kalin bagirsaga
ulagana kadar sindirilmeyebilirler. Bu baglamda merkez ve kabuk kisimlar1 olugturan
partikiil kompozisyonu nano-emiilsiyonlarin biyolojik akibetlerinin anlagilmasinda

onemli rol oynamaktadir (McClements, 2011).
2.5.5.2. Partikiil boyutunun etkisi

Lipofilik biyoaktif bilesenlerin dogrudan tiiketilmesi yerine oldukca kiigiik

partikiil boyutlarna diisiiriilen nano-emiilsiyonlarin igerisine enkapsiile edildikten
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sonra tliketilmeleri c¢esitli potansiyel avantajlari beraberinde getirmektedir. Bu
avantajlar1 maddeler halinde ifade etmek gerekirse; birinci etki biyoaktif bilesiklerin
¢Oziiniirliigliniin artmasidir. Olusan kiigiik boyutlu yag damlaciklarin g¢evresinde
biliyiik boyutlu olanlara kiyasla daha yiiksek konsantrasyonda suda dagilmis
coziinmeye hazir aktif bilesen bulunmaktadir. Partikiil boyutu 200 nm’ nin altina
diistiigiinde biyoaktif bilesenlerin ¢oziiniirliigli onemli dl¢iide artis gostermekte bu
termodinamik etki sonucunda intestinal kosullarda intestinal s1visi i¢erisinde ¢6zlinen
aktif bilesen konsantrasyonunun artmasi artan ¢oziliniirliikle iligkilendirilmektedir
(McClements and Xiao, 2012). ikinci etki aktif bilesenlerin nano-emiilsiyon
damlaciklar1 igerisinde kristal formlarina kiyasla difiizyon hizlarinin artmasidir
(Mauludin et al., 2009). Aktif bilesenin boyutu azaldik¢a miktar1 sabit kalsa da etrafini
cevreleyen yag miktari artacaktir. Aktif bilesenin boyutundaki iki kat azalma, diflizyon
hizinda dort kat artisa neden olmaktadir (Sun et al., 2012). Nano boyutlu emiilsiyonlar
icerisinde enkapsiile edilmis biyoaktif bilesenlerin aliminda partikiil boyutunun
tciincti etkisi sindirim hizinin ve siiresinin artmasidir. Partikiil boyutlarinin
azalmasiyla partikiillerin ylizey alami artar ve bdylece intestinal kosullarda lipaz
enziminin aktivite gosterecegi alan artacagindan sindirim hizlanir (Borel ef al., 1994;
Troncoso et al., 2012). Lipit fazin sindirimiyle aktif bilesenler agiga ¢ikarak intestinal
kosullarinda absorbe olmak iizere misel olusumuna katilirlar. Dordiincli olarak
lipofilik biyoaktif bilesenlerin kii¢lik nanopartikiiller igerisine yiiklendiginde
biyoyararlanimlarinin artmasima ince bagirsakta emilimin saglandigi epitelyum
duvarin1 kaplayan mukus tabakasina biiyiik partikiillere kiyasla daha uzun siire
tutunabilmeleri ve igerisinden gegebilmeleri etki etmektedir (Acosta, 2009). Biiyiik
boyutlu partikiiller GIT’den daha hizl1 gegip dissoliisyon ve absorpsiyon i¢in daha
siurl bir siireye sahipken, mukus tabakasindan difiize olan kiigiik boyutlu partikiiller
ince bagirsakta daha uzun siire bekleyebilecek ve bdylece dissoliisyon ve
absorpsiyonun gerceklesmesi i¢in daha fazla zaman burada kalabilecektir. Hatta
boyutlar1 yeteri kadar kiiciik olan partikiiller mukus tabakasindan difiize olarak

dogrudan epitelyum hiicreleri tarafindan absorbe olabileceklerdir (Weiss et al., 2008).
2.5.5.3. Partikiil fiziksel durumunun etkisi

GIT’da in vitro sindirim kosullarinda lipaz enziminin trigliserit molekiillerindeki

ester baglarina ulagabilmesi partikiil kompozisyonuna bagli olarak partikiiliin fiziksel
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durumu ile iligkili olabilmektedir. Simiile edilmis sindirim kosullarinda yiiriitiilen bir
cok calisma kat1 lipit nanopartikiillerin lipit fazin sivi formda oldugu nano-emiilsiyon
sistemlere kiyasla daha yavas hizla pankreatik lipaz tarafindan sindirilebildigini
gostermektedir. Bu durum GIT’da kati lipit igerisinde immobilize edilmis aktif
bilesigin daha kontrollii salinimina olanak saglamaktadir (Bonnaire ef al., 2008). Kat1
lipit nanopartikiillerin in vitro sindirim kosullarinda lipolitik aktivitenin etkisinin
yanisira daha yavas sindirilmelerine neden olan dolayli bir bagka neden ise
partikiillerin kismi koelasyona ugramalar1 gosterilmektedir (Lundin et al., 2008). Ince
bagirsak kosullarinda kismi koelasyona ugrayan partikiillerin stabil sistemlere kiyasla
daha yavas sindirime ugradig1 ve bu durumun lipaz enziminin stabil olmayan kati lipit
nanopartikiil sistemlerinde kiimelenmis yag damlaciklarina etki etmesinin daha zor
olmas: ile agiklanabilecegi bildirilmistir. Kat1 lipit nanopartikiillerde meydana gelen
bu olayin aktif bilesenlerin fiziksel ya da kimyasal pargalanmaya kars1 koruyucu etki
olusturabilecegi ve sindirimi yavaslatarak kontrollii salinim saglayabilecegi
onerilmektedir (McClements and Xiao, 2012). Bu baglamda tamamen kristalize olmus
yag damlaciklarindan olusan kati lipit nanopartikiil sistemler ile kismen kristalize
olmus nano yapilandirilmis lipit tasiyici sistemler; enkapsiile edilen aktif bilesenin
molekiiler diflizyonunun hizin1 azaltmasi, kimyasal par¢alanma reaksiyonlarini
yavaglatmasi ve stabilitelerini gelistirmesi bakimindan sivi lipit tasiyici sistemler olan
nano-emiilsiyonlara kiyasla potansiyel avantajlar ihtiva etmektedir (Weiss et al., 2008;

Salminen et al., 2016; Pezeshki et al., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu tez ¢aligmasinda yapilan deneylerde yag fazi formulasyonlar1 olusturulurken,
farkli deney dizaynlarinda farkli sivi yaglar kullanilmistir. Kullanilan sivi yaglardan;
() misirozii yagi (Mazola, AAK Ltd., UK), keten tohumu yag1 (International collection,
AAK Ltd., UK) ve piring Kepegi yag1 (King Rice, Thailand) Amerika’da bulunan
lokal bir marketten temin edilmis, yaglara ileri bir saflagtirma uygulanmamstir. Orta
zincir uzunluklu trigliserit (MCT) Sasol North America, INC (Houston, ABD)

firmasindan temin edilmistir.

p-sitosterol Bulk Suplements Henderson (Nevada, ABD) firmasindan temin
edilmistir. y-orizanol Tsuno Rice Fine Chemicals (Wakayama, Japonya) firmasindan
temin edilmistir. f-karoten, Kandelilla vaks ve Tween 80 Sigma Aldrich (ABD)
Firmasindan temin edilmistir. Emiilsiifiyer olarak kullanilan bir diger siirfaktanlardan

Q-Naturel 200, Ingredion (Westchester, ABD) firmasindan temin edilmistir.

In vitro kosullarda simiile edilen GIT kosullarin olusturulmasinda kullanilan
kimyasallardan; sodyum klorit, kalsiyum klorit, amonyum nitrat, potasyum fosfat,
potasyum klorit, potasyum sitrat, iire, iirik asit sodyum tuzu, laktik asit sodyum tuzu,
sodyum fosfat mono ve di bazik, safra tuzu, domuz gastrik musini, pepsin ve lipaz

enzimleri; Sigma Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir.

Oksidasyon deneylerinde kullanilan kimyasallardan trikloroasetik asit (TCA),
tiyobarbitiirik asit (TBA), hidroklorik asit, biitiillenmis hidroksi toluen (BHT), 1,1,3,3-
Tetrahidroksipropan (TEP), baryum kloriir (BaCl), demir siilfat (FeSO4.7H>0),

amonyum tiyosiyanat yine Sigma Aldrich (ABD) Firmasindan temin edilmistir.

Kullanilan biitiin reaktifler analitik ya da kromatografik safliktadir. Su icerisinde
yag emiilsiyonlar1 hazirlanirken su fazinda Milli-Q (ultra saf su) kullanilmistir. Biitiin

cozeltilerin hazirlanmasinda yine ultra saf su kullanilmistir.
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3.2.Yontemler
3.2.1. Kandelilla Vaks Kullanilarak Organojel Olusturma

Kandelilla vaksin organojel olusturma etkisini incelemek amaciyla farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan Kandelilla vaksi iceren musirézii yagina uygun
sicaklikta 1s1l islem uygulanarak jelatorlerin erimesi saglanmis ve ayrica 1s1l islem
sirasinda manyetik karistirici ile karigtirilarak jelatdrlerin homojen sekilde y1gin yagda

dagilmasi saglanmistir.

Kandelilla vaks organojelleri hazirlanirken; %0,5, %1, %3, %6, %10, %20, %40
ve %60 oraninda Kandelilla vaks taneleri misir 6zii yaginda 90°C de 15 dk. boyunca
300 rpm de karistirilarak vaks taneleri tamamen eritilmistir. Sonrasinda ornekler
hemen cam kapakli kaplara alinarak hareket ettirmeden bir gece oda sicakliginda

bekletilerek ertesi giin ters ¢evrilip organojel olusumlari kontrol edilmistir.
3.2.2. Kandelilla Vaks Kullanilarak Nano-Emiilsiyon Uretimi

Kandelilla vaks kullanilarak nano-emdiilsiyon iiretiminde sonik dismembrator
(2" problu, Fisher Scientific, Model 500) kullanilmistir. Emiilsiyonlardan NLC
ornekleri %5 yag fazinda misir 6zii yag1 ve yag fazinin %0,5-60’1 vaks icerecek sekilde
hazirlanmistir ve emiilsiyonlarin %95 lik kismini olusturan su fazi igerisinde %2
oraninda Tween 80 ¢oziilerek hazirlanmistir. Toplam emiilsiyon miktarinin %5’ini
olusturacak sekilde sadece misir yagi ve sadece Kandelilla vaks kullanilarak sirasiyla
LLN ve SLN ornekleri de hazirlanmistir. Yag fazi ve su fazi ayri ayri, Kandelilla
vaksin erime noktasina yakin olarak yaklasik olarak 75 °C sicakliga onceden
isitilmistir. Sulu faz yag fazina eklenmis ve el-blender kullanilarak 2 dakika homojen
hale getirilmistir. Sicak kaba emiilsiyon 3 sn ¢alisma ve 3 sn durma siiresi ile toplam
5 dk sonikasyon (500 W, %60 Attn, 20 kHz) islemine tabi tutulmustur. Sonikasyona
asamasina kadar, emiilsiyon sicakligi sabit tutulmaya caligilmistir. Sonikasyon islemi
emiilsiyonun 1sinmasina neden oldugu i¢in, bu siire boyunca sicaklik kontroliine gerek
kalmamis, sonikasyon islemi sonunda emdiilsiyonlar hemen buz igeren bir kutuya
transfer edilerek sogutulmustur. Uretilen drneklerin pargacik boyutu, zeta potansiyeli

ve optik mikroskop dl¢limleri ayni giin iginde alinmustir.
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3.2.3. Kandelilla Vaks Kulanilarak Hazirlanan Organojel ve Organojel Nano-

emiilsiyonlarin Termal Davramislarinin DSC ile Belirlenmesi

Yigin yag fazlarmin ve bunlardan hazirlanan emiilsiyonlarin erime ve
kristallenme noktalar1 Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC, Northampton, MA)
kullanilarak belirlenmistir. Yaklasik 6-10 mg’lik hazirlanan numuneler, aliiminyum
ornek kabina tartilarak, kapaklarla hermetik olarak kapatilmistir. Referans olarak bos
olarak kapatilan panlar kullanilmistir. Programin basinda; numunelere 20 °C’den 100
°C’ye 2 °C/dk hizla artan sicaklik uygulanmistir. 100 °C sicaklikta 1 dk tutulduktan
sonra, 5 °C/dk hizla tekrar 20 °C’ye sogutulmustur.

3.2.4. Kandelilla Vaks Organojel Nano-emiilsiyonlarinin Partikiill Boyutu

Olciimii

Nano-emiilsiyon Orneklerinin partikiil boyutu oOl¢limleri statik 151k cihazi
Beckman Coulter (LS 12 320, Brea, CA, ABD) ile dl¢iilmiistiir. Ornekler analiz
sirasinda ultra saf su ile seyreltilerek uygun Ol¢iim konsantrasyon araligina
getirilmistir. Sonuglar yilizey agirlikli ortalama cap (d [3,2]) ya da hacim agirlikli
ortalama cap (d [4,3]) biriminden ifade edilmistir. Partikiil boyutlarinin biitiin

boyutlarin partikiil dagilimlarindan hesaplandigi formiiller asagida belirtilmistir.
d3= Znid?/ Znid? ve di= Znidi*/ Znid3 (3-1)

Olgiimler en az ii¢ tekerriir olarak iiretilen her bir &rnek igin en az iki paralel

olarak yapilmustir.

3.2.5. Kandelilla Vaks Organojel Nano-emiilsiyonlarimin Zeta Potansiyel (§)

Olciimii

Partikiil yiikii 6lgtimleri, dinamik 151k sagilimi Zetasizer (Zetasizer Nano ZS,
Malvern Instruments, Malvern, Ingiltere) kullanilarak partikiiliin mikro elektroforez
yeteneginin olciimii ilkesine dayanarak gergeklestirilmistir. Olgiimden &nce 50 pl
nano-emiilsiyon 5 ml ultra saf suya eklenip vortekslenmistir. Sindirim basamaklarinda
(ag1z, mide ve ince bagirsak ortamlar1) diliisyon i¢in ultra saf su yerine uygun pH’daki
fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilmistir. Yine ii¢ tekerriir olarak iiretilen 6rnekler i¢in

her bir 6l¢lim en az iki kez alinmistir.
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3.2.6. Simiile Sindirim Sistemi Kosullarinda Kandelilla Vaks ile Hazirlanan

Orneklerin Analizi

Agiz, mide ve bagirsak kosullarini iceren simiile edilmis in vitro insan GIT
kosullar1 olusturularak emiilsiyonlarin biyolojik durumlarmni anlamak amaciyla
ornekler her bir faz i¢in farkli kosullara maruz birakilmistir. Emiilsiyonlarin gectigi
herbir biyolojik faz kendi ortam kosullarin1 (pH, sicaklik, ¢ozeltiler, hareketler ve siire
gibi) en yakin bigimde yansitacak ozelliklerde asagida verilen bagliklarda detaylartyla
anlatildigr iizere hazirlanmaya calisilmistir. Yag fazimin Kandelilla vaksla
yapilandirilarak organojele donustiiriildiigii NLC, yag fazi olarak sadece Kandelilla
vaksin kullanildigi SLN ve yag fazi olarak sadece misir 6zii yaginin kullanildigi LLN
nano-emiilsiyonlar1 bu baglamda hazirlanan in vitro kosullarda test edilmistir. Nano-
emiilsiyon ornekleri on hazirlik olarak ilk olarak ultra saf su ile seyreltilerek
baslangigta %5 olan yag oranlar1 %2 ye diisiiriilmiistiir. Orneklerin simiile edilen in
vitro kosullar 6ncesi ve sonrast; mikroyapi, partikiil boyutu ve partikiil yiikii 6l¢iimleri

alimmustir.
3.2.6.1. Agiz faz

Simiile edilmis yapay salya soliisyonu (SYS) Li ve McClements (2010); Sarkar,
Goh, ve Singh, (2009); Mao ve McCmelents (2012)’in caligmalarinda belirtilen
yontemle hazirlanmigtir. Salyada bulunan glikolize edilmis protein olan Miisin (%3),
20 ml SYS ye eklenerek yapay tiikiiriik ¢calisma soliisyonu (ASWS) elde edilmistir.
ASWS ve daha sonra 20 ml seyreltilmis nano-emiilsiyon ile aym erlende
birlestirilmistir. Bu karigimin pH’s1 NaOH ¢dzeltisi ile 6,8’e ayarlandiktan sonra, 10
dk boyunca viicut sicakligi olan 37°C’ye ayarlanmis bir inkiibatérde (Innova Incubator
Shaker, Model 4080, New Brunswick Scientific, New Jersey, ABD) 100 rpm’lik hiz
ile siirekli olarak galkalanmistir. Toplam 40 ml olan ¢6zeltinin 20 ml si mide fazinda
kullanilmak iizere ayrilmis, kalan 20 ml 6rnek ise partikiil boyutu, partikiil yiikii

Olgtimlerinde ve mikroyapisal analizlerde kullaniimistir.
3.2.6.2. Mide fazn1

Gastrik ortamin olusturulmasi igin, ilk olarak simiile edilmis gastrik sivi stok
cozeltisi (SGFSS) hazirlanmistir. Son hacmi 1 L olan bu ¢dzelti igin damitilmis su

icerisinde 2 g NaCl ve 7 ml HCI ¢oziilmiis ve bu ¢6zelti buzdolabinda saklanmaistir. 20
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ml SGFSS igerisinde proteinlerin hidrolizinden sorumlu gastrik enzim olan 0,064 g
pepsin tartilarak 30 dakika karistirilmigtir. Hazirlanan bu ¢ozelti simiile gastrik sivist
(SGF) olarak adlandirilir. Daha sonra SGF, gastrik faz baslatilmadan hemen 6nce
sicakligint 37°C’ye getirmek i¢in 10 dakika boyunca su banyosunda bekletilmistir.
Mide faz1 i¢in, 20 ml agiz fazi (bolus) numunesi ile 20 ml SGF birlestirilmis 6rnegin
pH degeri uygun asit bazlarla 2,5’e ayarlandiktan sonra 37°C’de 100 rpm’de
karigtirilarak 2 saat siireyle inkiibe edilmistir. Toplam 40 ml olan ¢dzeltinin 30 ml si
ince bagirsak fazinda kullanilmak iizere ayrilmis, kalan 10 ml 6rnek ise partikiil

boyutu, partikiil yiikii 6l¢timlerinde ve mikroyapisal analizlerde kullanilmisgtir.
3.2.6.3. Ince bagirsak faz

Ag1z ve mide fazinin ardindan in vitro kosullarda GIT 1n simiile edilmesiyle
gerceklestirilen sindirim asamalarinin sonuncu asamasi olan bagirsak fazina
gecilmistir. Mide fazinin 2 saatlik inkiibasyon siiresinin tamamlanmasiyla mide fazi
orneginden 30 ml alinarak baska bir behere aktarilmistir. Bagirsak fazinin
olusturulmasimin gerekliliklerinden olan, tuz ¢dzeltisi, safta tuzu ¢ozeltisi ve enzim
cozeltisi bagirsak fazi baslatilmadan 6nce eklemeye hazir hale getirilmistir. Bu amagla
her bir 6rnek i¢in 1,5 ml kullanilacak olan tuz ¢ozeltisi; 0,055 g kalsium klorit ve 0,329
g sodyum kloritin ultrasaf suda tamamen ¢oziilmesiyle, 3,5 ml kullanilacak olan safra
tuzu ¢ozeltisi; 0,1878 g safra tuzunun pH 7’ye ayarlanan fosfat tamponunda bir gece
karigtirilmasiyla ve enzim ¢ozeltisi; 0,06 g lipaz enziminin yine pH 7’ye ayarl fosfat
tamponunda ince bagirsak fazi baglatilmadan hemen 6nce 30 dk boyunca manyetik
karistiricida karistirilarak hazirlanmistir. Bagirsak fazi, mide fazindan alinan 30 ml
ornegin, pH-Stat (835 Titrando, Metrohm USA Inc., Riverview, FL) otomatik
titrasyon tnitesi yakininda bulunan 37°C’ye ayarlanmis su banyosuna daldirilmasiyla
basglatilmig sicaklik dengeye ulastiginda Ornegin pH degeri uygun asit ve baz
cozeltileriyle 7’ye ayarlanmistir. Tuz ¢ozeltisi ve safra tuzu c¢ozeltisi beher igerisine
sirayla damla damla ilave edilmis ve pH degeri yeniden 7’ye ayarlanmistir. Lipazin
eklenmesiyle pH-Stat tarafindan bagirsak kosullarinda salinan serbest yag asitlerinin
sebep oldugu pH diisiisiinii ndtiirlemek i¢in kullanilan 0,1 N NaOH ¢ozeltisinin hacmi
2 saat boyunca kaydedilmistir. Kandelilla vaksin molekiiler agirliginin kompleks
bilesiminden dolay1 hesaplanamamasi nedeniyle salinan serbest yag asitleri miktar1

sindirilemeyen yag kisminin elimine edilmesiyle hem % serbest yag asidi hemde
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harcanan NaOH miktarinin zamana karst grafige aktarilmasiyla ifade edilmistir.
Harcanan NaOH miktarinin kontrol 6rnegindeki degeri emiilsiyon ornegi yerine
sadece emiilsiifiyer iceren tampon ¢ozeltisinin kullanildig1 kosullarda Sl¢tilmiis ve bu
miktar 6rnek i¢in harcanan miktarlardan ¢ikarilmistir. Serbest yag asidi (FFA) salinimi
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir.

100 X VNqOH X MNqOH X Myqp
%FFA = E (3-2)
Wyag X 2

%FFA= Serbest Yag Asidi (%)

V naon= Harcanan NaOH miktar1 (L).

M naon= NaOH c¢ozeltisinin molaritesi.

m yag= Kullanilan yagin Molekiil agirligi (misir germ yagi: 824 g/mol)
W yag= sindirim sisteminde bulunan yagin agirlig (gram)

3.2.6.4. Optik ve konfokal mikroskop ile mikroyapinin goriintiilenmesi

Nano-emiilsiyon karigimlarinin mikro yapilar1 Konfokal Lazer Taramali
Mikroskobu (Nikon D-Eclipse C1 80i, Melville, NY, ABD) kullanilarak
goriintiilenmistir. Nano-emdtilsiyonlarin yag fazi nil kirmizist (1 mg/1 ml etanol) ile
boyanarak goriiniir hale getirilmistir. Emiilsiyonlarin micro grafikleri 60 x objektif
lensi floresans modunda kaydedilmistir. Nil red i¢in uyarilma ve emisyon spektrumlari
sirasiyla 543 ve 605 nm sec¢ilmistir. Yag fazi nil red ile boyandiktan sonra mikroskop
goriintiisiinde her bir yag damlacigi parlak kirmizi bélgeler seklinde gortiliirken su fazi

koyu renkli olarak belirmistir.
3.2.7. y- Orizanol ve B-sitosterol ile Organojel Olusturma

y-orizanol ve f-sitosterol karisimlar: piring kepegi yaginin organojelasyonunun
saglanmas1 amaciyla kullanilmistir. Farkli S-sitosterol: y-orizanol oranlarinda (100:0,
80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100) ve farkli toplam jelator karisimi oranlarinda (%S5,
%10 ve %15) piring kepegi yaginda eritilerek yaklasik 90°C de 15 dk boyunca 300
rpm’de homojen sekilde karigmasi saglanmistir. Daha sonra hazirlanan organojellerin
oda sicakligina gelmesi saglanmig, organojel olusumlar1 yercekimine karsi akisin

gbzlemlenmesi amaciyla cam kaplarin ters ¢evrilmesi ile elde edilmistir.
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3.2.8. y-Orizanol ve B-sitosterol Organojel Nano-emiilsiyon Uretimi

Organojel o/w nano-emiilsiyonlar1 %10 yag ve %90 su fazindan olusmak iizere
iki asamali emiilsiyon iiretimi yontemi ile hazirlanmistir (McClements, 2015). Yag
faz1 i¢in %15 oraninda organojelator karisimi kullanilmis, tasiyici yag gorevi goren
jelator eklenmis piring kepegi yaginda 9%0,5 oraninda [-karotenin ¢oziinmesi
saglanmistir. Su fazi ise %2 oraninda siirfaktan maddenin (Q-Naturel) 10 mM sodyum
fosfat tampon c¢ozeltisinde (pH 7) ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Emiilsiifiyer olarak
kullanilan Q-Naturel, %70 oraninda Saponin aktif bilesenini igerdigi i¢in hesaplamalar
aktif madde lizerinden yapilmistir. Jelator karisiminda y-orizanol ve f-sitosterol 1:1
molar oraninda kullanilmistir (y-orizanol MA=602,9 g/mol, [-sitosterol MA=414,7
g/mol; yaklasik 3:2 w/w). Iki asamali emiilsiyon iiretiminin ilk asamasinda kaba
emiilsiyon iretilmistir. Bu agsamada yag fazinda jelator karigiminin ve f-karotenin
tamamen ¢oziilmesi i¢in 15 dk boyunca 90°C de 300 rpm de karigtirilmistir. Ayni
kosullarda, ayni islem su fazina da uygulanmis ve sonrasinda su fazi yag fazi iizerine
eklenmis, 2 dk boyunca laboratuvar tipi blender (Bamix, Switzerland) ile homojenize
edilerek kaba emiilsiyon haline getirilmistir. Nano-emiilsiyon {iretiminin ikinci
asamasinda ornekleri submikron boyuta diisiirmek i¢in emiilsiyonlar, 12.000 psi
basinca ayarlanmis mikrosivilastiricidan (Microfluidics M110L, Newton, MA, USA)
3 kere gecirilmistir. Kontrol 6rnegi olarak sadece piring kepegi yaginin lipit faz1 olarak

kullanildig1 emiilsiyon hazirlanarak kiyaslamalar yapilmistir.
3.2.9. Emiilsiyon Stabilitesinin Olciilmesi

Yag fazina y-orizanol ve f-sitosterol karigimimin jelator olarak %0, %15
oranlarinda eklenerek {iretilen Q-Naturel ile stabilize edilen [-karoten enkapsiile
edilmis nano emiilsiyonlarin sicaklik ve pH degiskenlerinde partikiil boyutlari, zeta
potansiyelleri ve [-karoten degradasyon Olc¢limleri asagida agiklanan yontemlerle
Ol¢iilmiistiir. Yapilan 6n denemelerde 6rnekler 37°C ve 55°C derece sicakliklarda bir
hafta boyunca (7 giin) depolanmig, 37°C derecede Onemli bir degisim
gozlemlenmemesi iizerine 55°C derecede pH 3 ve pH 7 degerlerine ayarlanan

emiilsiyonlarin depolama sirasindaki stabilizasyonlari takip edilmistir.
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3.2.10. Partikiil Boyutlarinin ve Partikiil Yiiklerinin Belirlenmesi

Uretilen nano-emiilsiyonlar1 partikiil boyutlarmin takibi statik 151k yansitmal
Mastersizer 3000 (Malvern Instruments, Malvern, UK) ile yapilmis, her bir 6rnegin
partikiil boyutu ve dagilimlart biitiin dagilimin kullanilarak hesaplandig1 yiizey

agirlikli ortalama partikiil capi (ds2) biriminden ifade edilmistir.

Nano-emiilsiyonlarin zeta (g) potansiyellerini yansitan yiikleri dinamik 11k
yansitmali Zetasizer (Zetasizer Nano ZS-90, Malvern Instruments, Worcehtershire,
UK) kullanilarak partikiillerin mikroelektoeforezi ile belirlenmistir. Analiz 6ncesinde
ornekler analiz edilen 6rneklerle uyumlu pH ve iyonik kompozisyona sahip 10 Mm

sodyum fosfat tampon ¢ozeltilerinde (1:100) seyreltilmistir.
3.2.11. -Karoten Miktarinda Meydana Gelen Degisimin Belirlenmesi

55°C sicaklikta 7 giin depolama siiresi boyunca f-karotenin enkapsiile edildigi
nano-emiilsiyon drneklerinde f-karotenin kimyasal degradasyonu; spektrofotometrik
olarak Ol¢iilmiis, ayrica par¢alandigi zaman solma egilimi olan S-karotenin turuncu-
kirmiz1 karigimi rengine ait degerler (L*, a*, b*) depolama giinlerinde dl¢tilerek -

karoten miktarindaki degisim takip edilmistir.
3.2.11.1. Spektrofotometrik yontem ile f-karoten miktarinin belirlenmesi

Bu yontem f-karotenin nano-emiilsiyonlardan solvent ekstraksiyonuyla izole
edilip, sonrasinda UV spektrofotometreyle (Genesys 20, Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA) miktarinin belirlenmesi esasina dayanarak yapilmistir. [-
karotenle zenginlestirilen nano emiilsiyonlara (50 pl) metilen klorit ve metanol (2:1)
karisimindan (5 ml) ilave edilmis 30 sn vorteksle karistirilmasiyla emiilsiyonun su fazi
ve yag faz1 birbirinden ayrilarak -karoten ekstrakte edilmistir. Berrak alt kistmdaki
faz cam kuvete alinarak absorbans degeri 450 nm de UV-visible spektrofotometre ile
Ol¢iilmiistiir. Solvent ¢ozeltisi metilen klorit: metanol karigimi (2:1) okumalarda kor
olarak kullanilmistir. Sonuglar farkli S-karoten konsantrasyonlariyla ¢izilen standart
kalibrasyon egrisi ile hesaplanmis, sonuglar pg f-karoten/ml nano-emiilsiyon olarak
ifade edilmistir. Ekstraksiyon islemi her bir 6rnegin {i¢ paraleli i¢in en az iki kere

tekrarlanmigtir. Kalibrasyon egrisi Ek 1 de verilmistir.
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3.2.11.2. Renk tayini ile f-karoten miktarimin degerlendirilmesi

Bu yontemde emiilsiyonun yapisina zarar vermeden, [-karotenin kimyasal
degradasyonu sirasinda renk yogunlugunun azalmasi sebebiyle emiilsiyonlarin renk
degisimleri Ol¢lilmiistiir. Tristumulus renk koordinatlar1 (L*, a* ve b* degerleri)
Hunter Kalorimetre (Color Flez EZ, HunterLab, Reston, VA, USA) ile 6l¢iilmiistiir.
L* degeri parlaklig1 (yliksek olmast acik rengi ifade eder), a* degeri kirmizi rengi
(pozitif yiiksek deger kirmizi renk yogunlugunu, negatif yliksek deger yesil renk
yogunlugunu ifade eder), b* degeri sar1 rengi (pozitif yliksek deger sar1 renk, negatif
yiiksek renkte mavi renk yogunlugunu ifade eder) yansitmaktadir. Emiilsiyonlarin
renk Olciimleri 10’ar ml o6rneklerle tek kullanimlik transparan petri kaplarinda siyah
arka planda ol¢lilmiistiir. Okumalar her bir 6rnegin ii¢ paraleli i¢in en az ii¢ kere
tekrarlanmistir. AE degeri asagida verilen formiille hesaplanmis, 7 giinliik depolama

sirasinda AE®, L* a* ve b* degerlerindeki degisimler grafikler izerinde gosterilmistir.

AE =/(Ls = Lo)? + (a; — a0)? + (b; — by)? (3-3)

3.2.12. GIT Kosullarinda y-Orizanol ve [-Sitosterol ile Hazirlanan NLC ve
LLN’lerin Analizi

In vitro sindirim kosullarinda organojelatorle yapilandirilmis organojel nano-
emiilsiyon Orneginin simiile edilmis sindirim sistemi kosullarindaki davranislarini
belirleyebilmek amaciyla %30, %15 ve %0 oraninda jelatorle yapilandirilmis piring
kepegi yagi nano-emiilsiyonlart mikrosivilastiricinin dar kanallarinin  tukanma
ihtimaline karsi uygun olmamasi gerekcesiyle sonikatdr kullanilmugtir. Ornekler
hazirlanirken, kaba emiilsiyon liretimi her bir 6rnek i¢in yukarida anlatilan sartlarla
ayni kosullarda iiretilmis yalnizca nano-emiilsiyonlarin yag fazi bilesimi %10 yerine
%S5 oraninda uygulanmistir. Partikiil boyutlarini nano skalaya diistirmek amaciyla 3sn
caligsan 3sn duran programla toplam 5 dk siireyle sonikasyon (500 W, %70 Attn, 20
kHz) islemi uygulanmis, uygun attn degerine farkli degerlerde denemeler sonrasinda
karar verilmistir. Sonikasyon ugulanan ornekler hizli bir sekilde buz dolu kaplara
daldirilarak sogutulmus, in vitro kosullarda sindirim testi yapilana kadar + 4°C’de

karanlikta depolanmustir.
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Sindirim testi 6ncesinde baslangigta yag orani %5 olan orjinal emiilsiyonlar 3:2
oraninda ultra saf su ile seyreltilerek analiz Oncesinde yag oranlar1 %2 ye
diistiriilmiistiir. Ag1z, mide ve ince bagirsak kosullar1 yukarida deginilen yontemlerle
hazirlanarak her bir 6rnek i¢in en az iki kere tekrarlanmis, her bir tekrar igin en az ii¢
kez pertikiil boyutu, zeta potansiyeli Ol¢iimleri yapilarak, drneklere ait her bir GIT
kosullarinda optik ve konfokal mikroskop goriintiileri alinmistir. Bagirsak fazinda
kontrol 6rnegi olarak %2’lik Q-Naturel ¢ozeltisi kullanilmis pH- stat otomatik
titratorde pH’y1 notiirlemek i¢in harcanan NaOH miktari test 6rneklerinden ¢ikarilarak
elimine edilmistir. Serbest yag asidi salinimi yukarida verilmis olan formiille
hesaplanmig, bilesimde bulunan jelatér karigimini olusturan y-orizanol ve f-

sitosteroliin molekiil agirliklart hesaplamaya dahil edilmistir.
3.2.12.1. Biyoerisilebilirlik oraninin belirlenmesi

Emiilsiyon Ornekleri {ic asamadan olusan simiile edilmis GIT asamalarindan
gectikten sonra, ince bagirsak kosulu sonrasi elde edilen digesta 6rneginden 20 g
tartilarak 18000 rpm de 4°C de 60 dk santriflij (Thermo Scientific, Waltham, MA)
edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen sar1 renkli stipernatant f-karotenin ¢oziindiigii
misel tabakasi olarak kabul edilmis ve bu fraksiyondaki karotenoid miktar1
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Kullanilan yonteme gore; 2 ml misel, 2 ml
kloroform ve 2 ml methanol test tiipline aktarilmig ve 20 sn boyunca karigtirilmistir.
Daha sonra 3500 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Ustte olusan faz bagka bir tiipe
alinmis ve ekstraksiyon 3 kez tekrarlanmistir. Ayni1 islemler ince bagirsak fazinda elde
edilen digesta i¢inde uygulanmis, digestadaki toplam karetoneid miktar1 da tespit
edilmigstir. Uygun seyreltmeler yapildiktan sonra elde edilen ekstraktlarin absorbans
degeri 450 nm’de UV-vis Spektrofotometrede (Cary 100 UV-vis, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) kloroforma karsi okunmustur. Karotenoid
konsantrasyonu fB-karotenin bilinen konsantrasyonlarinda hazirlanan standartlarinin
absorbans degerlerinden elde edilen kalibrasyon egrisinden hesaplanmistir. S-
karotenin biyoyararlanim orani asagida verilen denklemde yerine yazilarak elde
edilmistir.

Biyoerislebilirlik (%) = —miseL % 100 (3-4)

Mdigesta
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m misel = ince bagirsak fazinin yiiksek devirde santrifiijii sonrasinda elde edilen
misel fraksiyonundaki f-karoten miktar1

m dijgesta = ince bagirsak fazi sonunda elde edilen digestadaki B-karoten
miktar1

3.2.13. Keten Tohumu Yagi Nano-Emiilsiyonu ve y-Orizanol ve f-Sitosterol

Karisimu ile Yapilandirilmis Organojel Nano-Emiilsiyonlarin Uretimi

Keten tohumu yag1 nano-emiilsiyonu ve organojel emiilsiyonlar olmak iizere iki
grup nano emiilsiyon {iretilmistir. Her iki grup emiilsiyonda su i¢inde yag nano-
emiilsiyonlar1 %5 yag ve %95 su fazindan olusmak iizere iki asamali emiilsiyon
iiretimi yontemi ile hazirlanmistir (McClements, 2015). Yine her iki grup emiilsiyon
icin Q-Naturel kullanilmis, %0,5 oraninda yiizey aktif madde icerecek sekilde 10 mm
sodyum fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH 7) ¢oziilerek su fazi hazirlanmistir. Birinci
grup emiilsiyonun yag fazi yalnizca keten tohumu yagi kullanilarak hazirlanan bir
ornekten olusurken; ikinci grup emiilsiyonlarin yag fazinda sivi yag olarak
oksidasyona dayaniklit MCT kullanilmis, yag fazinda %35 oranlarinda y-orizanol, S-
sitosterol ve her ikisinin birlikte kullanildigi es molar karigimini igeren nano-
emiilsiyonlar hazirlanmustir. Ikinci grup nano-emiilsiyonlardan sadece y-orizanol ve
sadece [-sitosterol’in MCT’de %S5 oraninda ¢oziilmesiyle hazirlanmig nano-
emiilsiyonlar molar oranda esit miktarda olacak sekilde 3:2 oraninda karistirilarak yeni
bir &rnek daha olusturulmustur. ikinci grup nano-emiilsiyonlarda kontrol érnegi icin
yag fazinda sadece MCT kullanilan nano-emiilsiyon 6rnegi ile birlikte toplam 5 adet

ornek elde edilmistir.

Organojel nano emiilsiyonlarin kaba emiilsiyon {iretimi agsamasinda y-orizanol
ve [B-sitosterol’lin homojen olarak erimeleri ve orta zincirli trigliseritte ¢éziinmesi igin
90 °C’de 10 dk 300 rpm’de karistirilarak 6n 1sitma islemine tabi tutulmustur. Ayni
sicaklikta emiilsiifiyer igeren su fazi da farkli beherlerde 1sitilmis, su faz1 yag fazinin
iizerine aktarildiktan sonra el blenderi ile 2 dakika boyunca karistirilarak kaba
emiilsiyon haline getirilmistir. Nano emiilsiyon iiretiminin ikinci asamasinda
hazirlanan kaba emiilsiyonlar 3 sn ¢alisip 3 sn duran ayarlama ile toplam 5 dk siire
boyunca sonifikasyonla (500W, %70 Attn, 20 kHz) muamele edilerek submikron

boyuta diiiiriilmiistiir. Uygulanan sicak sonifikasyon islemi emiilsiyonun sicakligini
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artirdigindan bu asamada sicaklik korunmustur. islem sonrasinda hazirlanan organojel

emiilsiyonlar buz igeren kaplarda bekletilerek hizla sogutulmustur.

Keten tohumu yag1 nano emiilsiyonu i¢in 6n 1sitma islemi olmadan dogrudan su
faz1 ve yag faz1 kaba emiilsiyon haline getirilmistir. Ayni kosullarda sonikasyon iglemi
(soguk sonifikasyon yOntemi) keten tohumu yagi nano-emiilsiyonu iiretilirken de
saglanmig, farkli olarak sonifikasyon islemi sirasinda oksidasyonu kontrol etmek
amaciyla sonikasyon probunun daldirildig1 beher buz igeisine yerlestirilerek sicakligin

yiikselmesi onlenmistir.
3.2.14. Emiilsiyonlarin Oksidatif ve Fiziksel Stabilitelerinin Olciilmesi

Keten tohumu nano-emiilsiyonlarinin oksidatif stabiliteleri {izerine y-orizanol ve
p-sitositerol bilesenlerinin ayr1 ayr1 ve birlikte etkisini incelemek amaciyla birinci grup
emiilsiyon ile ikinci grubu olusturan her bir 5 ayri nano-emiilsiyon 1:1 oranda
karistirilmigtir.  Antimikrobiyal koruyucu olarak 90,02 oraninda sodyum azide
eklendikten sonra test her analiz giinii i¢in tliplerine 4 er ml esit hacimlerde dagitilmas,
test tliplerinin agz1 kapatilarak buharlagsmay1 6nlemek amaciyla parafilmle sarilmustir.
Hazirlanan nano-emiilsiyon karigimlart hizlandirilmis oksidasyon kosulunda 55°C
sicaklikta karanlik ortamda 10 giin boyunca depolanmistir. Depolama sirasinda belirli
periyotlarla nano emiilsiyon karisimlarinin oksidatif stabiliteleri birincil ve ikincil
oksidasyon {rilinleri sirasiyla peroksit sayist (PV) ve tiyobarbiitirik asit sayisi
(TBARS) yontemleriyle belirlenmis, yontemlerin detaylar1 asagida verilmistir.
Orneklerin fiziksel stabiliteleri ise yukarida daha dnce anlatilan yontemlerden partikiil
boyutu, zeta potansiyeli ve optik mikroskop dl¢iimleriyle takip edilmistir. Orneklerin
her biri iki tekerriir olarak iiretilmis, biitiin dl¢limler her bir tekerriir i¢in 3 er paralel

olarak yapilmstir.
3.2.14.1. Peroksit sayis1 (PV) analizi

Hazirlanan nano emiilsiyon karigimlarinda depolama siiresince meydana gelen
lipit hidroperoksitlerinin miktari; (Uluata ef al., 2015a) tarafindan tarif edilen metoda
gore belirlenmistir. Analiz i¢in hazirlanan test tiipleri inkiibatorden alinarak
vortekslenmistir. Homojen emiilsiyon karigtmindan 0,3 ml alinarak 1,5 ml izooktan/2-
propanol (3:1, v/v) soliisyonu ile karistirtlip 10’ar sn 3 kere vortekslenmistir. Daha

sonra 3400 rpm hizla 10 dk santrifiij (Centrific centrifuge, Thermo Fisher Scientific
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Inc., Fairlawn, NJ) edilmistir. Santrifiij sonrasi iistte biriken organik fazdan 200 ul
almarak 2,8 ml metanol/butanol (2:1, v/v) soliisyonunun iizerine eklenmistir.
Devaminda 15 pl amonyum tiyosiyanat (3,94 M) ve 15 ul Fe' reaktif ¢ozeltileri
eklenmistir. Fe*? reaktifi; esit miktarda karistirilan 0,132 M BaCl» (0,4 M HCl de) ile
0,144 M FeSO4 ¢ozeltilerinin iist fazindan taze olarak hazirlanmistir. Vortekslenen
test tiipleri 20 dk karanlikta bekletildikten sonra absorbans degerleri 510 nm de UV-
vis spektrofotometrede (Genesys 20, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA)
okunmugtur. Hidroperoksit konsantrasyonlar1 kiimene hidroperoksitten hazirlanan
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmig, mM lipit hidroperoksit biriminden ifade

edilmistir. Kalibrasyon egrisi Ek 2 de verilmistir.
3.2.14.2. Tiyobarbiitirik asit sayis1 (TBARS) analizi

Nano emiilsiyon karigimlarinda meydana gelen ikincil oksidasyon iirtinlerinin
miktarint belirlemede kullanilan TBARS analizi (Liang et al., 2017) tarafindan
kullanilan metoda gore uygulanmustir. Ozetle 1 ml emiilsiyon 2 ml tiyobarbiitirik asit
(TBA) c¢ozeltisiyle karistirtlip, 15 dk kaynama sicakligindaki su banyosunda
bekletilmistir. TBA ¢ozeltisi 15 g trikloroasetik asit, 0,375 g TBA, 1,76 ml 12 N HCl
ve 82,9 ml HoO’nun tamamen ¢6ziinene kadar karigtirilip 24 saat dinlendirilmesiyle
hazirlanmistir. Sonrasinda test tiipleri buzlu su igeren bir kaba 10 dk daldirilarak
reaksiyonun durmasi saglanmis, soguyan tiipler 15 dk 2000 rpm’de santrifiij edildikten
sonra 532 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Orneklerdeki TBARS
konsantrasyonu 1,1,3,3 tetraetoksipropan (TEP) standardi kullanilarak hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir. Sonuglar uM TEP birimiyle ifade edilmistir.

Kalibrasyon egrisi Ek 3 de verilmistir.
3.2.15. istatistik Analizi

Analizlerin tamami1 hazirlanan ii¢ 6rnekte en az iki kere tekrarlanarak yapilmis,
bu dl¢limlerden elde edilen sonuglar ortalama ve standart sapma degerleriyle ifade
edilmistir. Ornekler arasinda farkliliklarm &nemlilik diizeyini tespit etmek amaciyla
Olgiilen degerlerin istatistiksel analizleri SPSS software programiyla (IBM
Corporation, USA) one-way ANOVA (posthoc; Duncan test) ve paired samples t-
Testleri kullanilarak analiz edilmistir. Kullanilan istatistiksel analiz yontemlerinde

istatistiksel onemlilik diizeyi p<0,05 olarak secilmistir.
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Sekil 3.1. Tez calismasi kapsaminda kurgulanan deneysel dizaynlarin sematik olarak gosterimi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kandelilla Vaksin Jelatér Olarak Kullanildigi Orneklere Ait Sonuclar
4.1.1. Kandelilla Vaks Organojellerin Olusumunun Gé6zlemlenmesi

Vakslar genel olarak kaynaklarina goére dogal ya da sentetik olarak
siiflandirilan kompleks bilesiklerdir. Kaynaklara bagli olarak yag alkolleri, yag
asitleri, vaks esterleri, steroller, yiiksek erime noktasina sahip alkanlar ve diger
bilesiklerden olusurlar (Akoh, 2017). Vakslar bitkisel yaglarla karistirildiklarinda,
vaksin yapisinda bulunan n- alkanlar zamanla biraraya gelerek bitkisel yag1 igerisine
hapseden 3 boyutlu ags1 yapt meydana getiren mikrokristal formlar olusturular (Blake
et al.,2014).

6 % 10 % 20 % 40 %

Sekil 4.1. Misir 6zli yaginda farkli oranlarda seyreltilerek elde edilen Kandelilla vaks
organojellerinin oda kosullarinda elde edilen goriintiisii

Organojel olusturmak icin gereken minimum orandaki vaksin belirlenmeye
calisildigi yapilan deneyde cam test kaplar1 ters ¢evrildiklerinde akmanin
gozlemlenmedigi jel benzeri yapinin elde edilebilmesi i¢cin en az %1 Kandelilla
vaksiin musir 6zii yagina katilmasi gerektigi tespit edilmistir (Sekil 4.1). Bu sonug
diger arastirmacilar tarafindan bildirilen, Kandelilla vaksin %1-2 oranin iizerindeki
oranlarda soya g¢ekirdegi yagina katildiginda (Hwang et al. 2012) ve aycicek yagina
%]1 in iizerinde oranlarda katildiginda (Toro-Vazquez et al., 2007; Hwang et al., 2012)
organojel olusturdugu ¢alismalarin sonuglartyla benzerlik gostermektedir. Ancak jel
olusumunun gergeklesmesi i¢cin gereken minimum vaks orani iizerinde kullanilan

vaksin safliginin 6nemli dl¢tide etkili oldugu ve Kandelilla vaksin safliginin yapisinda

62



bulunan n- alkan miktar1 ile dogru orantili oldugu Toro- Vazquez tarafindan yiiriitiilen

baska bir ¢alismada tespit edilmistir (Toro-Vazquez et al., 2007).

4.1.2. Kandelilla Vaks Organojellerinin ve Kandelilla Vaks Kullanilarak Uretilen

Nano-Emiilsiyonlarin Termal Davranislar:

Bu boliimde iki ayr1 grup Ornegin erime ve katilasma noktalar1 gibi termal
davraniglart birbirleri arasinda karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir, DSC
kullanilarak tayin edilen erime ve kristallenme sicakliklari ve orneklerin eritme ve
sogutma termogram egrileri Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Tablo 4.1 de verilmistir. Birinci
grup Ornekler sade Kandelilla vaks ve ya§ fazi olarak sadece Kandelilla vaks

kullanilarak tiretilen nano-emiilsiyonun termogramlarindan (Sekil 4.2) olugmaktadir.

Saf Kandelilla vaks ve Kandelilla vaks ile iiretilen nano-emiilsiyona ait termal
egrilerin gosterildigi Sekil 4.2°ye ve termal davranislarini niteleyen erime noktasi
(Tm), erime entalpisi (AHm), kristalizasyon noktas1 (Tc), kristalizasyon entalpisi (AHc)
gibi egrilerde kristalizasyona ve erimeye bagl olarak meydana gelen piklerin tepe
noktalarinin ve boyutlarinin degerlendirilmesiyle hesaplanan sayisal sonuglarin ifade
edildigi Tablo 4.1 e gore, drnekler arasinda erime sicakliklarinda 6nemli bir farklilik
gozlemlenmezken (p<0,05), kristalizasyon sicakliklarinda yag fazini olusturan
Kandelilla vaksin kristalllenme sicakligt (60,15 °C) emiilsiifiye edilmis haline
(43,96°C) gore belirgin sekilde yiiksek bulunmustur. Erime ve kristalizasyon
entalpileri kiyaslandiginda Kandelilla vaksin entalpi degerlerinin 20 kat daha az
miktarda vaks iceren %?5’lik Kandelilla vaksi nano-emiilsiyonuna kiyasla
kristalizasyon entalpisi 20 kattan az, erime entalpisi ise 20 kattan daha fazla yiiksek
bulunmustur. Elde edilen bu sonuglara gore nano-emiilsiyon 6rneginin saf Kandelilla
vaksa gore daha kolay eridigi ancak daha ge¢ kristalize oldugu yorumu yapilabilir.
Emiilsiifiye edilen yag fazinin kristalizasyon noktasinda gerceklesen diisiis Kandelilla
vaksin yapisinda bulunan safsizliklarla ya da ¢oklu bilesenlerden olugmasiyla iliskili
olan siipersogutma etkisi ile agiklanabilir (McClements, 2012a). Y1gin erimis yaglarda
icerikte bulunan safsizliklar heterojen ¢ekirdeklenme olarak adlandirilan
kristalizasyonun baglamasi i¢in destekleyici ajan gorevi goriirlerken; i) emiilsiifiye
edilmis yaglarda her bir damlacikta bu safsizliklarin olma olasilig1 azalmaktadir, ii)
safsizliklar damlaciklarin i¢ kismindan ara yiizeyine dogru cikabilirler bu durum

damlaciklarin i¢inde kristallesmenin komplikasyonuna neden olabilir ve sonug olarak
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kristallesme homojen c¢ekirdeklenme yoluyla meydana gelebilir (Coupland, 2002;
McClements, 2012a; Gao and McClements, 2016).

14
09
SO
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= -06
......... Yigin
-11 Kandelilla Vaks
——Kandelilla Vaks
16 Nanoemiilsiyonu
20 40 60 80
Sicakhik (2C)

Sekil 4.2. Sade Kandelilla vaks ve yag fazi1 olarak sadece Kandelilla vaks kullanilarak
iiretilen nano-emiilsiyonun termogramlarinin karsilagtirilmasi

Ikinci grup oérnekler misirdzii yaginda %3 oraminda Kandelilla vaks igeren
organojel ile toplam emiilsiyon miktarinda %3 oraninda Kandelilla vaks iceren %5 yag
fazinin %2 Tween 80 ile emiilsiifiye edildigi nano-emiilsiyon 6rnekleridir. Nano-
emiilsiyon Orneginin yag fazi %60 Kandelilla vaks icermektedir. Kandelilla vaks
organojel 0rnegi de Once vaks tamamen eriyene kadar karistirilarak isitilmis, daha
sonra homojen eriyik oda sicakligina sogutularak organojel olusturmasi saglanmigtir.

Ikinci grup drneklerin termogramlart Sekil 4.3°de gdsterilmistir.

Tablo 4.1. Kandelilla vaks kullanilarak elde edilen organojel ve nano-emiilsiyon
orneklerinin termal 6zellikleri

Ornekler Tm AHm (J/g) Tc AHc (J/g)
Kandelilla vaks 64,91+ 0,11 ¢ 15543+12,94b  60,1540,16c  147,97+9.80 b
Kadelilla vaks 63,3140,53 ¢ 5,95+0,46 a 43,96+0,42 b 8,2940.23 a
emiilsiyonu

. .

703 Kandelillavaks 6 o010 450 22810092 327940582 4,930,132
organojeli

. .

703 Kandelillavaks 5, o9 1 59 23610352 36,66+0,08 a 5,4240,19 a
emiilsiyonu

Sonuglar ti¢ tekerriiriin ortalamasini (n=3) + standart sapmay:1 (p<0,05) ifade etmektedir. %3 (w/w)
Kandelilla vaks konsantrasyonu ile hazirlanan organojel ve emiilsiyon érnegindeki oran fiiriinlerin son
hacimlerindeki orant ifade etmektedir.
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Ikinci grup 6rneklerin kosullarinda esit oranda Kandelilla vaks igerdiklerinden
safsizlik konsantrasyonlarinin da esit olmasi sebebiyle kristalizasyon sicakliklar
birbirine yakin bulunmusg ancak erime noktalarina bakildiginda emiilsiifiye organojelin
%3 Kandelilla vaks i¢eren y1gin organojelin erime noktasindan daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Tablo 4-1). Erime noktalarinda meydana gelen bu farkliligin altinda
yatan sebep yigin yag ve nano-emiilsiyon olmak iizere bu iki sistemde farkli
kristalizasyon olusum sekillerinden kaynaklanabilir. Daha oncede belirtildigi gibi
yigin yaglar heterojen kristalizasyona egilim gosterirken, kiigiik yag damlaciklarinin
olustugu emiilsiifiye yaglarda homojen kristalizasyon meydana gelmektedir
(McClements, 2012a). Ikinci grup &rneklerin erime ve kristalizasyon entalpileri
karsilastirildiginda bilesimlerinde bulunan Kandelilla vaks miktarinin ayni olmasinin

sonucu olarak istatistiksel olarak énemli bir farklilik gézlemlenmemistir (p<0,05),
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Sekil 4.3. Misirozli yaginda %3 Kandelilla vaks igeren organojelin ve yag fazi olarak
misirdzi yaginda %60 Kandelilla vaks kullanilarak iiretilen nano-emiilsiyonun DSC
termogramlarinin karsilagtirilmasi

4.1.3. Yag Fazinda Artan Kandelilla Vaks Konsantrasyonunun Nano-

Emiilsiyonlarin Partikiil Boyutu ve {-Potansiyeli Uzerine Etkileri

Kandelilla vaks ile yag partikiillerinin organojele doniistiiriildiigli kabul edilen

artan konsantrasyonlarda Kandelilla vaks eklenerek toplam %35’lik yag fazinin
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kalanimin musirézii yagindan olustugu nano-emiilsiyonlar iiretilmistir. Oncesinde
isitilmis her iki yag ve su fazi 6n karisgim yapildiktan sonra elde edilen kaba
emiilsiyonlarda olusan partikiil boyutlarin1 submikron diizeye diisiirmek amaciyla
toplamda 5 dk siiresince sonikasyona maruz birakilmiglardir. Sonikasyon prosesi
sirasinda; 6rnek hacmi, prob boyutu, beher sekli, prob ucunun yerlestirildigi derinlik,
ortam sicaklig1 gibi bazi parametreler sabit tutulmaya calisilmistir. Ornekler buz igeren
kapta hizli sekilde sogutulduktan sonra oda sicakligi kosullarina getirlimis ve lazer
kirinim 6lgeri (Beckmann Coulter) ile partikiil boyutu ve Zetasizer ile zeta potansiyeli
olgiimleri alinmistir. Uretilen farkli oranlarda Kandelilla vaks iceren nano-emiilsiyon
orneklerinin partikiil boyutlar1 ve zeta potansiyelleri Tablo 4-2 de verilmis, bazi

orneklerin partikiil boyut dagilimlar1 da Sekil 4.4 de kiyaslanmigtir.

Tablo 4.2. Farkli oranlarda Kandelilla vaks iceren nano-emiilsiyon Orneklerinin
partikiil boyutlar1 ve zeta potansiyelleri

i OB g
%100 Misirdzii Yagi 170,7+ 1,54 -255+332
%0,5 Kandelilla vaks 160,0+1,7° -332+3,1°
%1 Kandelilla vaks 171,74+ 0,6 4 34,141,220
%3 Kandelilla vaks 171,0+ 1,04 37,1 £1,9¢
%6 Kandelilla vaks 167,34 0,6 « -38,4+2,1 9
%10 Kandelilla vaks 165,0+ 1,0 41,2+ 1,8 °fe
%20 Kandelilla vaks 162,3+2,3 b -40,0 £ 1,5 df
%40 Kandelilla vaks 178,74+ 0,6¢ -43,0 £ 0,8 feh
%60 Kandelilla vaks 196,7+3,8f -44,3+0,3 ¢
%100 Kandelilla vaks 150,3+7,62 -46,8 +£0,3 1

Sonuglar ii¢ tekerriiriin ortalamasini (n=3) + standart sapmay1 (p<0,05) ifade etmektedir. % (w/w)
olarak ifade edilen Kandelilla vaks konsantrasyonu ile hazirlanan emiilsiyon érnegindeki yag fazinda bulunan
oran olup kalan kistm misirézii yagina aittir.

Tablo 4-2°de verilen sonuglar gdstermektedir ki, artan konsantrasyonlarda
Kandelilla vaks eklenerek iiretilen nano-emiilsiyonlarin partikiil boyutlar1 150 — 179
nm araliginda degismektedir. Formiilasyona eklenen Kandelilla vaks
konsantrasyonunun partikiil boyutu iizerine etkisinin Onemsiz diizeyde oldugu
goriiliirken, sadece Kandelilla vaks kullanilarak iiretilen kati lipit nanopartikiiliin
partikiil boyutunun diger orneklerin partikiil boyutlarina kiyasla daha kii¢iik oldugu
goriilmiistiir. Nano-emiilsiyon iiretim kosullar1 genel olarak ele alindiginda; 6nemli

iiretim parametrelerinden, yag yiizdesi, uygulanan basing ve dongii ya da enerji ve
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stiresinin  partikiil boyutu degisimi iizerinde yag fazinin formulasyonunun
degistirilmesine kiyasla daha az etkisinin oldugu bilinmektedir. Nano-emiilsiyonlarin
yag fazinda bulunan sivi yaga belli oranlarda kati lipit katilarak NLC iiretiminin
partikiil boyutu iizerine etkisinin olup olmadig: literatiirde baska calismalarda da

incelenmistir (Saupe et al., 2005; Asumadu-Mensah et al., 2013).

Uretilen nano-emiilsiyonlarin %100 Kandelilla vaksin emiilsiifiye edilmesiyle
tiretilen ornek SLN, %60 Kandelilla vaks ve kalaninin misir6zii yagi oldugu kati ve
s1v1 yag karisimu ile iiretilmig organojel nano-emiilsiyon ornegi NLC ornekleri olarak,
sadece s1v1 formdaki misirozii yagi kullanilarak iiretilen naoemiilsiyonlar ise LLN ler
olarak adlandirilmistir. SLN, NLC ve LLN orneklerinin Sekil 4.5’de verilen partikiil
boyutu dagilimlar1 incelendiginde SLN 6rneklerinin digerlerinden farkli olarak daha

dar bir pike sahip oldugu ve tekli dagiliminin daha iyi oldugu goriilmiistiir.

30
@25 —SLN
<
£ 20
<
=
£ 15
< —NLC
é: -
=10 —— —
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N
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-5
—LLN
0
10 100 1000 10000
Partikiil Capi d3,2 (nm)

Sekil 4.4. SLN (Kandelilla vaks1), NLC (Kandelilla vakst ve misir yagi karisimi) ve
LLN (misir yagi nano-emiilsiyonu) partikiil biiyiikliigii dagilimi

NLC ve SLN sistemlerin partikiil boyutlar1 dagilimlarinin karsilastirildig: bagka
bir calismada aycicek yagina %10 kat1 lipitin katildigit NLC 6rneginin SLN 6rnegine
kiyasla daha iyi bir partikiil boyutu dagilimina sahip oldugu bildirilmistir (Asumadu-

Mensah et al., 2013). Bu farkli bulgunun emiilsiyon iiretim tekniklerinin farkli
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olmasindan kaynaklanmaktadir. Jafari et al. (2006) tarafindan yiiriitiilen bir bagka
calisgmada mikrosivilagtirma ve sonikasyon teknikleri kullanilarak nano-
emiilsiyonlarin partikiil boyutu dagilimlar1 kargilagtirilmig, her iki yontemle de
submikron boyutta emiilsiyonlar iiretilebilmesine ragmen, mikrosivilagtirmanin
sonikasyona kiyasla nano-emiilsiyonlarda daha dar boyut dagilimi verdigi
bildirilmistir. Buna karsin elde edilen partikiil dagilimi ve iiretim kolaylig1 acilarindan

SLN iiretimi icin sonikasyon tekniginin daha uygun olabilecegi sdylenebilir.

Nano-emiilsiyonlarin elektriksel yiikleri; onlarin diger yiiklii bilesiklerle nasil
etkilesime girecegini ve farkli elektriksel yiikli ortamlarda stabilitesinin nasil
olacagim anlamak acisindan onem arzeder. Net yiikii 30 mV dan daha yiiksek olan
nano-emiilsiyonlar bircok durumda stabil kabul edilebilirler. Ornekler arasinda
kargilagtirma yapmak ve agregasyona karsi stabilitelerini 6l¢gmek amaciyla Zeta
potansiyelleri ol¢iimleri alinmistir. Bu a¢idan degerlendirme yapildiginda organojel
olusturmak amaciyla yag fazina artan oranlarda Kandelilla vaksin katildigi nano-
emiilsiyon Orneklerinde artan Kandelilla vaks oraninin Tween 80 ile stabilize edilen
nano-emiilsiyonlarin stabilitesini artirdig1 gézlemlenmistir (Tablo 4-2). Non-iyonik bir
stirfaktan olan Tween 80 ile kaplanan nano-emiilsiyonlar teorik olarak yiiksiiz olmalar1
gerekirken negatif yiiklii olduklari 6l¢iimlerde tespit edilmistir (McClements, 2015).
Negatif yiiklii olmalar1 altinda yatan sebep, nano-emiilsiyonlarin lipit fazlarinin
kompozisyonunda bulunan serbest yag asitleri ve diger iyonik bilesikler olabilecegi
bildirigmigtir (McClements, 2011). Calismada kullanilan Kandelilla vaksin temin
edildigi Sigma firmasindan alinan bilgiye gore Kandelilla vaksin asit sayis1 11-19 mg
KOH/g olup bu durum negatif yiiklii nano damlaciklarin olusmasinda etkili olmus

olabilir.

4.1.4. Kandelilla Vaks ile Hazirlanmis SLN, NLC ve LLN Orneklerinin In Vitro
Sindirim Kosullarinda Elde Edilen Sonuclari

SLN, NLC ve LLN olarak adlandirilan lipit faz1 bilesimi iizerinde farkliliklar
gosteren nano-emiilsiyonlar, agiz, mide ve bagirsak fazlarindan olusan in vitro
sindirim kosullarinda davraniglarin1 izlemek igin olusturulan simiile insan GIT
basamaklarina maruz birakilmistir. Partikiil biiytikligt, partikiil yiikii ve mikroyapisal
ozellikleri, baslangic dahil olmak {izere her fazda meydana gelen degisiklikler

belirlenmis olup partikiil biiyiikligii degisiklikleri Sekil 4.5.a’da ve zeta yiikii degisimi
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Sekil 4.5.b’de ve optik mikroskop goriintiileri Sekil 4.6’da gosterilmistir. Nano-
emiilsiyon numuneleri arasinda, SLN’nin lipit faz1 bilesiminde sadece Kandelilla vaksi
vardir ve LLN’de sadece misir yagi, NLC’de ise yag faz1 bilesimi hem kat1 vaks hem
de s1vi misirdzii yagi 60:40 orani ile hazirlanmistir. Bu ii¢ nano-emiilsiyon numunesi,
yukarida tartigilan artan vaks oranlari ile lipit fazindaki farkliliklara gore analiz edilen
nano-emiilsiyonlardan farkli olarak, in vitro sindirim testi i¢in taze olarak
hazirlanmistir. Bu iki dizi iretimin bazi 6rneklerin baslangi¢ 6zelliklerinde, daha 6nce
belirtildigi gibi sonikasyon islemi sirasinda kontrol edilemeyen kosullardan
kaynaklanan pargacik biiyiikligii ve zeta yiikii arasinda 6nemsiz derecede farkliliklar
vardir. In vitro sindirim testi i¢in liretilen nano-emiilsiyonlar, artan jelator oranlarina
gore LLN, NLC (lipit fazinda %60 Kandelilla balmumu) ve SLN’nin partikiil
biiytikliikleri sirastyla 151 nm, 172 nm ve 130 nm iken, 6nceki iiretimde ortalama
olarak 170 nm, 196 nm ve 150 nm degerleri 6l¢iilmiistiir. Sindirim kosullarinda test
oncesi Ornekler ayni1 sirayla ortalama olarak -35,9, -48,3 ve -47,2 zeta yliklerine sahip
iken, daha once bu 6l¢iimlerin -25,5, -43,2 ve -46,8 oldugu belirtilmistir. Sindirimin
ilk adiminda, numuneler ag1z fazinda miisin i¢eren simiile edilmis tiikiiriik s1visina tabi
tutulmus, iic numunenin de partikiil biiyiikliigi agiz fazindan gectikten sonra
baslangigtaki partikiil biiyilikliikleriyle orantili olarak artma egilimi gostermistir.
Parcacik biiyiikliiglinlin artmasina neden olan bu degisiklik, “deplesyon flokiilasyonu”
olarak adlandirilan artan musin konsantrasyonunun partikiillerin arasindaki boslugu
azaltarak birbiriyle etkilesmesini saglayarak flokiilasyonla boyutlarinin artmasiyla
aciklanabilir ve ayrica miisinlerin spesifik baglanma veya kopriileme davranisi da
flokiilasyon olusumunda etkili olabilir (Vingerhoeds et al., 2005). Benzer egilim
partikiil yiiklerinde de go6zlenmistir, tim Orneklerin negatif yiikii baglangi¢
kosulundaki ytikleriyle ile orantil1 olarak azalmistir. Zeta potansiyelinin biiytikliiglinde
gozlenen azalma, tiikiiriik ¢ozeltisinde mevcut olan tuzlar nedeniyle elektrostatik
tarama etkisine bagli olabilir, ayrica anyonik yag damlaciklar ylizeyine anyonik miisin
molekiillerinin absorbe edilmesi de bu duruma etki etmistir, miisinler tuz kopriileriyle
ornegin Ca™ iyonlar1 tarafindan veya hidrofobik etkilesimler ile emiilsiyon
damlaciklarinin yiizeyine tutunabilmektedir (Ozturk et al., 2015; Zhang et al., 2016).
Orneklerin net yiikleri yani zeta potansiyelleri azaldiginda partikiillerin stabilitesi de
azalir ve agiz fazinda flokiilasyonlarin meydana gelmesini tetiklenir. Optik

mikroskopla elde edilen agiz fazina ait goriintiiler (Sekil 4.6) incelendiginde elde
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edilen gorseller her {ii¢ Ornekte de flokiilasyon meydana geldigini acgikca

gostermektedir.
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Sekil 4.5. Gastrointestinal evrelerinin , SLN (Kandelilla vaksi), NLC (Kandelilla vaks1
ve musir 0ziiyagi karisimi; 60:40) ve LLN (misirdzii yagi) sistemlerinin A) Partikiil
biiyiikliikleri B) Zeta potansiyelleri tizerindeki etkisi

Kiiciik harfler (a, b, c d), farkl yag fazi icerikleri ile iiretilen SLN, NLC ve LLN dérnekleri
araswndaki farkliigi (aym GIT asamasinda) ifade ederken, biiyiik harfler (A, B, C, D) farkli GIT

asamalarindaki onemli degisimleri ifade (aymi érnekte) etmektedir (p<0,05); One way ANOVA,
Duncan).
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Mide fazinda nano-emiilsiyon orneklerinde gergeklesen fizikokimyasal
degisiklikler incelendiginde, tiim Orneklerde agiz fazinda meydana gelen
agregasyonun mide fazindan sonra benzer sekilde gelistigi, tim 6rneklerin partikiil
biiyiikliikleri artarken, negatif zeta potansiyel biiytikliiklerinin SLN, NLC ve LLN
orneklerinin gastrik faz éncesi degerleri ile orantili olarak azaldig gériilmiistiir. Iyonik
olmayan bir yiizey aktif madde olan Tween 80, daha yiiksek pH degerleri kosullarinda
negatif olarak yiiklenme ve 4’ten diisiik pH degerleri ise pozitif olarak yiiklenme
egilimindedir. Cevresel pH degerinin damlaciklarin partikiil ytikiine etkisinin atfedilen
nedenlerinden biri, OH-iyonlarmin yiizey aktif maddelerin hidrofilik gruplarina
adsorpsiyonudur. Bu nedenle, agizdan mide fazina gegis sirasinda pH degerindeki
degisime bagl olarak tiim Orneklerin net yiikiinde bir azalma beklenmistir. Diger
taraftan, mide fazinin etkisine bagli olarak net partikiil yilikiinde meydana gelen
azalmanin bir baska nedeni simiile mide sivisi ile gelen Na * gibi ilgisiz elektrolit
iyonlari olabilir. Bu tiir iyonlar elektrostatik tarama etkisine bagli olarak H* iyonlariyla
rekabet ederek damlaciklarin iyonlagsma giiciinii azaltir (McClements 2015).
Orneklerde Kandelilla vaksindan kaynaklanan serbest yag asitleri veya yiizey aktif
madde i¢indeki safsizliklar da parcaciklarin negatif yiiklii olmasina neden olur. Zeta
yiikii azalmasimin Kandelilla vaksinin muhtevasinin oraniyla iligkisi, ayn1 zamanda
Kandelilla vaksindaki serbest yag asitlerinin (COO") gruplariyla mide ortaminda

bulunan (Na" iyonlarinin reaksiyonuna bagli olabilir.

Ince bagirsak fazinin sonunda, baslangic kosullarina kiyasla her bir drnegin
partikiil boyutlarinda 6nemli degisimler gozlemlenmistir. Kimiis olarak adlandirilan,
mide fazindan ince bagrsak fazina gegen yar1 sindirilmis 6rneklerin partikiil boyutlari
incelendiginde bir onceki fazla kiyasla LLN 6rneklerinin partikiil boyutlarinda artig
meydana geldigi, NLC 6rneklerinde 6nemli diizeyde bir artis meydana gelmedigi, yag
fazinda sadece Kandelilla vaks bulunan SLN o6rneklerinde ise partikiil boyutlarinda
azalma meydana geldigi gézlemlenmistir. Yine bu fazda da partikiil boyutu 6l¢itimleri
ile optik mikroskop oOlglimleri karsilagtirildiginda sonuglarin birbiriyle bagdastig
goriilmiistiir. Sekil 4.8°de optik mikroskop goriintiilerine yakindan bakildiginda LLN
orneklerinin ince bagirsak fazinda diger orneklerden farkli olarak farkedilebilir
sekillerde daha biiyiik floklarin varligi gézlemlenmistir. Bu floklar lipaz aktivitesi
sonucu olusan serbest yag asitlerinin ve monoagilgliserollerin ortamda ¢ézlinmesiyle

ve safra tuzlarindan olusan vezikiillerin olusturdugu misellerdir.
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BASLANGIC AGIZ MiD INCE BAGIRSAK

LLN
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SLN

Sekil 4.6. Gastrointestinal agamalarin SLN, NLC ve LLN 6rneklerinin mikroyapilari iizerine etkisi
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SLN orneklerinin bir sonraki boliide agiklanan Sekil 4.7°de verilen serbest yag
asidi salmim profilinden anlasildig1 iizere, Kandelilla vaksmin sindirilemedigi
goriilmiistiir ve bundan dolay1 ince bagirsak fazinda olugsan miseller ve vezikiiller
yeteri kadar biiyiik degildir, sadece safra tuzundan olusmaktadirlar. Nano-emdiilsiyon
ornekleri ince bagirsak fazinin notral kosullariyla (pH 7) karsilastiklar1 zaman biitiin
orneklerin net yiik degerleri artig gostermis, sindirim dncesindeki orijinal yiikleri gibi
negatif olarak yiiklenmislerdir. Beklendigi iizere, ince bagirsak fazi sonunda LLN
ornekleri anyonik sindirim bilesenlerinden 6zellikle safra tuzlar1 ve lipaz aktivitesi
sonucu salinan serbest yag asitlerinin negatif olarak yiiklenmeyi desteklemesi sonucu

diger o6rneklere kiyasla daha fazla negatif yiikle yiiklenmistir.

4.1.5. SLN, NLC ve LLN’lerin Serbest Yag Asidi Salimmm Profillerinin

Degerlendirilmesi

Simiile bagirsak kosullarinda SLN, NLC ve LLN o6rneklerinin sindirim hizi,
zaman i¢inde salinan serbest yag asitlerini notralize etmek icin tiiketilen 0,1 N NaOH
miktar1 pH-stat yontemi kullanilarak 2 saat boyunca izlenmistir. Molekiiler agirligini
bildigimiz herhangi bir yag i¢in, tiikketilen NaOH miktar1 kullanilarak salinan serbest
yag asidi ylizdesini hesaplamak miimkiindiir, ancak Kandelilla vaksinin molekiil
agirhginin  hesaplanmasinin, kompleks bilesiminden dolayr miimkiin olmamasi
sebebiyle orneklerin sindirim oranlar tiiketilen NaOH profili ile degerlendirilmistir.
Sekil 4.7°de goriildiigi iizere, lipit faz1 olarak sadece Kandelilla vaksi igeren SLN,
neredeyse tamamen sindirilmeyen bir profil sergilemistir. LLN ve NLC o6rnekleri,
partiikiil 6zellikleri bakimindan simiile edilmis GIT de benzer sekilde davranmasina
ragmen, Kandelilla vaks1 varliginda lipit partiikiillerinin lipaz tarafindan sindirilmesi

inhibe edilmemistir.

Kandelilla  vaksin in  vitro kosullarda lipaz enzimi tarafindan
par¢alanamamasinin sonucu olarak sindirilemedigine karar verilmis, buradan yola
cikarak zamana kars1 serbest yag asidi salinimi profili incelemesi misir 6zii yaginin
molekiiler agirlig dikkate alinarak hesaplanmistir. Yine Sekil 4.7°de goriilen grafikte
sadece Kandelilla vaks ile hazirlanan nano-emiilsiyon drneklerinde serbest yag asidi
salinim1 olmamakla beraber LLN 6rneklerinde misir 6zii yagindan gelen trigliseritlerin
%96,7 oraninda serbest yag asitlerine doniistiigli, NLC 6rneklerinde ise bu oranin

%112,6 oldugu goriilmiis, mevcut trigiliseritlerin tamaminin sindirildigi buna ek
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olarak organojel nanoemiilsiiyon kompozisyonuna sahip NLC 6rneklerinde misir 6zii
yagindan gelen triglisertilerin yan1 sira Kandelilla vaksindan kaynaklanan serbest yag

asidi salimimininda gergeklesmis olabilecegi anlasilmistir.

Sadece Kandelilla vaks kullanilarak hazirlanan nano-emiilsiyon 6rneklerinde
ince bagirsak in vitro ortam kosullarinda 2 saatin sonunda Kandelilla vaksin
bilesiminden gelen serbest yag asidi saliniminin NLC oOrneklerine kiyasla diisiik
olmasi, organojel nanopartikiil formuna getirilen NLC 6rneginde bu salinimin daha
kolay gerceklesmis olabilecegini akla getirmektedir. Bu degisim biyoaktif bir bilesigin
enkapsiile edildigi NLC sistemlerle Kandelilla vaks gibi bilesiklerin lipit fazinda
kullanilarak doymus yag asidi kullanilmadan hazirlanan diisiik kalorili NLC organojel
sistemlerle ince bagirsak ortaminda daha kontrolli salinimlarmin saglanmasi

bakimindan 6nem arzedebilir.
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Sekil 4.7. Simiile edilmis ince bagirsak kosullarinda bekletilen SLN, NLC ve LLN
orneklerine ait NaOH tiiketiminin ve sindirilebilir yaglarina ait serbest yag asidi
saliniminin zamana kars1 degisimi
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4.2. y-Orizanol ve p-Sitosterol Karisimi ile Yapilandirilmis Organojel Nano-

Emiilsiyon Uretiminin Gerceklestirilmesi

4.2.1. y-Orizanol ve f-Sitosterol Organojellerin Olusumunda Jelator

Konsantrasyonuna Karar Verilmesi

y-Orizanol ve f-sitosterol, kendiliginden birlesimle (self-assemble) organojel
olusturabilen diisiikk molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Yani bu iki molekiil, sivi
formdaki yagda eritilerek dagitildiklar1 zaman, birbiri ile etkilesime giren fonksiyonel
gruplarinin kendiliginden bir araya geldigi fibril goriiniimlii aglar olusturarak sivi yagi
icerisine hapseden alanlar meydana getirirler. Bu karisimin jelatdr olarak
kullanildiginda olusan organojel, immobilizasyonu saglayan agin nano boyutta olmasi

sebebiyle transparan goriinmektedir (O'Sullivan et al., 2016).

Bu calismada ilk olarak kendiliginden birlesimle organojel olusturabilen iki
molekiilden y-orizanol ve f-sitosteroliin organojel olusturabildikleri en uygun oran
arastirllmis, bu baglamda %100:0; %80:20; %60:40; %40:60; %20:80 ve %0:100
oranlarinda f-sitosterol ve y-orizanol karigimlarinin %5 ve %15 oraninda piring
kepegi yaginda eritildikten sonra oda kosullarinda sogutulup bir giin bekletilen
orneklerin ters gevrilip jel olusumuna baglh olarak akma durumunun olup olmadigi
fotograflanarak gozlemlenmistir (Sekil 4.8). %5 oraninda toplam jelatoriin piring
kepegi yagina katilarak hazirlanan organojel 6rneklerinin farkli oranda y-orizanol ve
p-sitosterol oranlar1 incelendiginde; %5 jelator oraninin yalnizca %40:60 S-sitosterol:
y-orizanol oraninda organojel olusturabildigi diger oranlarda organojel olusturma
testinin olumsuz sonug¢ verdigi goriilmiistiir. Yapilan onceki ¢alismalarda (Bot et al.,
2008; Moschakis et al., 2016) benzer sekilde %40:60 S-sitosterol: y-orizanol oraninin
kendiliginden birlesim i¢in Ongorilen en uygun oran oldugu ve bu oran ile
molekiillerin molekiil agirliklarinin orani arasinda (MA y-orizanol: 602,89 g/mol; MA
p-sitosterol: 414,71 g/mol) dogrusal bir iligkinin oldugu dogrulanmistir. %15
organojelator karigimi igeren deney setinin goriintiisii incelendiginde f-sitosteroliin
kendi basina organojel olusturabilme egilimi gozlenirken, y-orizanoliin bu oranda
piring kepegi yaginda yalnizca sol olusturabildigi kendi basina jelatoér etkisinin
olmadig1 saptanmistir. Ayn1 zamanda organojel 6rneklerinde f-sitosterol orani arttikca
transparan gorilintlinlin yerini opak goriintiiye biraktig1 da gozlemlenmistir. Bu durum

bire bir molar oran olan 40:60 y-orizanol ve f-sitosterol karigiminda jelator
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bilesenlerinin kendiliginden birlesimle jel olusumunda es miktarda rol almalari sonucu
transparan goriiniime sebep olan oldukca ince sarmal fibriller olusturmasi ve f-
sitosterol oraninin artmasiyla eslesebilecekleri y-orizanol olmamasi sebebiyle

kristallesmelerin baslamasiyla agiklanmaktadir (Moschakis et al., 2016).

%380 %60 %40 %20
Jelatir %100 p-Sitosterol p-Sitosterol p-Sitosterol p-Sitosterol %100
Karisinu ~ B-Sitosterol ve ve ve ve y-orizanol
%20 %40 %60 %380

y-orizanol  y-orizanol  y-orizanol y-orizanol

%S5

%15

Sekil 4.8. Piring kepegi yaginda hazirlanan farkli y-orizanol ve f-sitosterol jelator
karigimi ile olusturulan organojel gorselleri

Kritik jel konsantrasyonu olan yaklasik %S5 jelator karisimi ile hazirlanan
ornekler ve jellesmenin olusumunda y-orizanol ve B-sitosterol oraninin kritik rol
oynadigini gostermektedir. %15 jelator karisimi igeren organojel deneyi drneklerinde

ise jellesme i¢in f-sitosteroliin oraninin varlig1 6nemli rol oynarken, sadece y-orizanol
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iceren Ornekte sarmal fibril olusumu ve kristal partikiil olusumunun her ikisininde

gergeklesmemesine bagl olarak jel olusumu gozlenmemistir.

Sekil 4.9. Piring kepegi yaginda 60:40 y-orizanol ve f-sitosterol karigimi ile farkl
toplam jelator konsantrasyonlarinda elde edilen organojellerin elde edilen goriintiileri

Artan jelator karisimi konsantrasyonunun organojel olusumu iizerine etkisini
gosteren Sekil’4.9 da ise %5, %10, %15 ve %30 miktarlarinda 1:1 molar oran olan
40:60 f-sitosterol ve y-orizanol oraninda toplam jelatdr miktar: arttikga organojel
orneklerinde olusan sarmal fibrillerin yogunlugunun artmasinin sonucu olarak, rengin
seffaf goriinlimden opak renge dogru dondiigii gozlemlenmistir. Fibrillerin daha
seyrek oldugu ancak organojel olusumu i¢in gereken minimum aglar1 olusturan
miktarin saglandigi kosullarda 15181in dalga boyunun fibrillerin boyutundan daha
yiiksek olmas1 ve fibriller aras1t immobilize edilen yagin bulundugu alanlarin daha
genis olmasi sonucunda transparan goriintiiniin saglanabildigi dogrulanmistir

(Marangoni and Garti, 2015).
4.2.2. y-Orizanol ve B-Sitosterol Yapih Organojel Nano-Emiilsiyonlarin Uretimi

Su igerisinde yag emiilsiyonlar1 %10 oraninda toplam disperse edilen fazin
%85°1 piring kepegi yagi ve %15’ ise 6:4 oraninda y-orizanol ve f-sitosterol
karisimindan olusturularak %2 oraninda aktif saponin igerecek sekilde Q-Naturel ile
10 mM fosfat saline tamponu (pH 7) devamli fazinda mikrosivilagtiricidan 3 kere
gegirilerek hazirlanmistir. Piring kepegi yagina eklenen y-orizanol ve [-sitosterol

karisimi manyetik karistiricida isitilarak tamamen ¢oziinmeleri saglandiktan sonra
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toplam yag fazinin 9%0,5’1 oraninda [-karoten karanlik kosullarda eklenerek
cozlinmesi saglanmistir. Yag fazinin %15 oraninda jelator karisim ile yapilandirildigi
ornekler ve yag fazinin sadece piring kepegi yagi ile hazirlandig1 6rnekler S-karotenli
ve [-karotensiz olarak hazirlanmis, her grup ornek ikiye boliinerek pH degerleri asit
ve baz ¢ozeltileriyle 3 ve 7 ye ayarlanmistir. Genel anlamda GIT da agiz ve bagirsak
kosullarinin pH degerinin yaklasik olarak 7 ve mide kosullar1 pH degerinin yaklagik
olarak 3 olmasi sebebiyle iiretilen nano-emiilsiyon Orneklerinin bu kosullardaki
stabiliteleri hakkinda gézlem yapmak amaciyla 37 °C’de 7 giin depolama yapilmis
orneklerin stabiliteleri arasinda herhangi bir farklilik gézlemlenmemesi sebebiyle
(elde edilen veriler gosterilmemistir) sicaklik 55°C’ye yiikseltilerek hizlandirilmig

kosullarda depolama gerceklestirilmistir.

%15 jelator konsantrasyonundan daha yiiksek miktarlar1 igeren nano-emiilsiyon
iiretim denemeleri yapilmis ancak mikrosivilastirict ile iiretim sirasinda orneklerin
yiiksek basinca maruz kaldig1 dar kanalda kristalizasyon sunucu tikanmalar meydana
gelmesi sebebiyle sonikasyonla farkli Attn degerleri ve siirelerde denemeler yapilarak
en diisiik nano-emiilsiyon ¢apinin elde edilebildigi kosullar se¢ilmistir. Bu sebeple
DSC termogramlarinin Sl¢limii ve in vitro kosullarda sindirim testi analizlerinde
kullanilmak {tizere; 90 °C’de 15 dk 300 rpm de karistirildiktan sonra {izerine ayni
sicakliktaki emiilsiifiyer ¢ozeltisi ilave edilip blender ile sicak pre-emiilsiiyon haline
getirililen nano-emiilsiyon 6rneklerinin, sonikasyonla 5 dk, 3 sn ¢calisma ve 3 sn durma
stiresi ile (500 W, %70 Attn, 20 kHz) c¢aplar1 submikron boyutlara diistiriilmiistiir.
Sonikasyon yontemi bu baglamda yiiksek erime noktasina sahip kat1 yag ya da
kristallerler tiretilen nano-emiilsiyon sistemleri i¢in daha uygun olabilmektedir. Ayrica
mikrosivilastiricidan drnekler gegirilirken her bir ¢evrim sirasinda meydana gelen 1s1
kaybi da partikiil boyutunun kiiciiltiilmesi i¢in sinirlayici olabilmektedir. Sonikasyonla
y-orizanol ve f-sitositerol igeren organojel yapili nano-emiilsiyon sistemlerinde de
yine ornekler pre emiilsiyondan sonikatore taginma sirasinda 1s1 kaybina ugradigi i¢in
denemelerde en yiikksek %30 oraninda jelator karisimi kullanilarak {iretim

gerceklestirilmistir.
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4.2.3. y-Orizanol ve p-Sitosterol Karisimlar1 ile Hazirlanan Organojellerin

Termal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Farkli jelator karisimi yiizdelerinde hazirlanan 60:40 y-orizanol ve fB-sitosterol
oraninda hazirlanan organojel 6rneklerinin termal davraniglarinin belirlendigi eritme
ve sogutma termogramlarindan elde edilen veriler Tablo 4-3’de gosterilmistir. Ayrica
maksimum diizeyde sinyalin alindig1 %30 jelator karisimi iceren organojel dérnegine
ait termogram Sekil 4.8’de verilmistir. Piring kepegi yaginda hazirlanan organojel
orneklerinden elde edilen veriler artan toplam jelator konsantrasyonunda dl¢iilen erime
noktasi ve erime entalpisinin de bu artisa paralel olarak arttigini géstermistir. 60:40 y-
orizanol ve f-sitosterol oranlarinda %5 ve %10 organojelatdr karigimi igceren
orneklerde DSC sogutma egrilerinde kristalizasyon noktalarinin ve entalpilerinin
belirlenmesi i¢in yeterli sinyal alinamazken, %15 ve %30 organojelator karigimi igeren
jellerden elde edilen verilere gore artan jelator karisimi konsantrasyonundaki artigin
kristalizasyon noktasi ve kristalizasyon entalpisinde paralel yonde artisa neden oldugu
gosterilmistir. Her ne kadar makroskopik boyutlarda hazirlanan orneklerde diisiik
organojelator iceriklerinde test tiipleri ters cevrildiginde asagiya dogru akisin
gbzlemlenmedigi jel yapilar meydana gelsede DSC termogramlarinda belirgin sekilde
erime ve kristalizasyon egrileri goriintiilenemeyebilinmektedir (Calligaris et al.,

2014).

DSC termogramlar1 incelendiginde azalan sicaklik degerlerinde kuyruk
olusturan yayvan gorlinlimlii pikler oldugu goriilmistiir. Jelator karigimi miktar
arttikga pikler daha belirgin sinyallere donligmiistiir (veriler gosterilmemistir).
Termogram fiizerindeki erime olayina ait pikin genis ve kuyruklu olmasi, eriyerek
¢oziinmenin pikin tepe noktasina gore dlgililen erime noktasinin kismen daha diigiik
sicakliklarda basladigin1  gostermektedir. Kristalizasyon pikinin yine diisiik
sicakliklara dogru kuyruklu olmasi ise 60:40 oraninda y-orizanol ve B-sitosterol
karisimindan elde edilen organojellerde, fibril olusumunun diisiik sicakliklarda
meydana gelmeye devam ettigini gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar literatiir
bulgulari ile paralellik gostermektedir (Bot et al., 2008; Rogers et al., 2010; Calligaris
et al.,2014).
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Tablo 4.3. y-Orizanol ve f-sitosterol karisimi kullanilarak elde edilen organojel
orneklerinin termal 6zellikleri

Ornekler Tm AHm Tc AHc

%5 Jelator Karisimi 44,96+ 0,52 a 0,41£0,20 a - -
%10 Jelator Karisimi 60,82+ 1,67 b 1,41£ 0,07 b - -
% 15 Jelator Karisimi 73,81+ 1,15 ¢ 2,69+ 0,23 ¢ 18,36+ 1,33 a 0,83+ 0,15a

% 30 Jelator Karigimi 94,16+ 2,54 d 8,95+£0,11d 52,33+ 0,65b 5,51+£0,55b

Sonuglar ii¢ tekerriir ve en az ikiser olgiimiin ortalamasini (n=3) = standart sapmayt (p<0,05) ifade etmektedir. %
(w/w) olarak ifade edilen y-orizanol ve f-sitosterol karisimi (6:4) mn piring kepegi yaginda hazirlanan oranlaridir.

Mikrosivilastirict ile yiliksek basingla yag fazinda %30 organojelator iceren
pirin¢ kepegi yaginin %2 Q-Naturel ile emiilsiifiye edilerek nano-emiilsiyon haline
getirildigi  O0rnegin DSC termogramlarina ait egriler de yine Sekil 4.10°da
gosterilmistir. Organojel olusumu y-orizanol ve f-sitosteroliin 40:60 oraninda
(esmolar miktarda) karistirilip s1vi formdaki yagda eritilip sogutulmasi sonucunda bu
iki bilesigin kendiliginden bilesimle nano boyutlu sarmal fibril aglar meydana
getirmesi ile elde edilmektedir. Toplam %10 yag fazinin %90 Q-Naturel ile
mikrosivilastiricida emiilsiifiye edilmesiyle elde edilen nano-emiilsiyon 6rnegi nihai
olarak %3 oraninda jelator karisimi ihtiva etmektedir ve DSC termograminda erime
ve kristalizasyon noktalar1 net sinyallerle belirlenememistir. Bu durum yag fazi y-
orizanol ve p-sitosterol ile yapilandirilan organojel yapili nano-emiilsiyonlarin
kristalizasyonla organojel formuna doniisen organojellerdekinin aksine kendiliginden
bilesimle meydana gelmesinin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. Yaglarda
kristalizasyon esnasinda igerisinde bulunan safsizliklar, kristallesme i¢in gereken
serbest enerjiyi diisiirerek destekleyici ajan olarak gorev yapar. Nano emiilsiyonlarda
bu safsizliklarin herbir damlacikta bulunma ihtimalinin zayif olmasi sebebiyle kristal
olusumu herhangi bir partikiiliin destekleyici olmadigt kendiliginden kristal olusumu
ile baglayan homojen ¢ekirdeklenme ile meydana gelmektedir. Gergekte safsizliklar
kristal ¢ekirdekleri olusumunu molekiiler yapisina bagli olarak katalize edici ya da
inhibe edici 6zellikte olabilmektedir. Bu baglamda kendiliginden bilesimli kolloidal
yapilarin eklenmesi hidrofobik ¢6ziinenlerin yaglarin i¢ yapilarinda olusan apolar
bolgeler icerisine hapsedilmesini saglayabilir. Bunun neticesinde sivi faz igerisinde
coziinebilecek maksimum ¢o6ziinen madde miktar: yiikselebilir ve kristal olusumuna
itici gilic olusturan ¢ekirdek olusumu azalabilir (McClements, 2012a). Nano-

emiilsiyonlarda y-orizanol ve [-sitosteroliin kendiliginden bilesimle olusturmasi
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muhtemel olan bu apolar alanlar igerisinde kristalizasyonu tetikleyecek olan,
kendiliginden bilesime katilmamis y-orizanol ya da f-sitosterol’lin fazlasi, ¢ozlinmiis
ve kristalizasyonu inhibe etmis olabilir. Yine organojel Orneklerinde de piklerin
yayvan olmasi ve kristalizasyonun bagladigi sicaklik ile erimenin tamamlandigi
sicaklik arasindaki farkin az olmasi bu kristalizasyonun inhibisyonu etkisi ile

aciklanabilir.
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Sekil 4.10. Piring kepegi yaginda %30 y-orizanol ve [-sitosterol karigimi iceren
organojelin ve nanoemiilsiifiye edilmis 6rneginin DSC termogramlari

4.2.4. Nano-Emiilsiyonlarin Uretimi ve Fiziksel Stabiliteleri

Piring kepegi yag1 igerisinde %15 oranlarinda y-orizanol ve -sitosterol jelator
karigimi kullanilarak ve f-karoten yiiklemesi yapilarak ve yapilmadan firetilen nano-
emiilsiyonlarin partikiil boyutlar1 ve dagilimlarindaki degisimler incelenmistir. Genel
olarak mikrosivilagtirictda homojenize edilerek {iretilen biitiin test Srneklerinde
baslangi¢ kosullar1 ve pH ayarlamasindan sonra monomodal partikiil boyutu dagilimi
gozlemlenmis, bu dagilim 55 °C derecede 7 giin depolama sonrasinda da takip
edilmigtir. %15 jelator karisimi igeren pH 3 kosullarindaki orneklerde agregasyon
sonucunda multimodal dagilim gézlemlenmistir (Sekil 4.11). Jelator karigimi iceren

ve igermeyen nano-emiilsiyon gruplarinda S-karoten yiiklenen 6rneklerin tamaminda
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yiiklenmeyen esdegerine kiyasla partikiil boyutlart ayni iiretim kosullarinda daha

diistik elde edilmistir. Yag fazinin viskozitesinde meydana gelen artis
homojenizasyonla elde edilen nano-emiilsiyonlarda partikiil boyutlarinin artmasina
neden olmaktadir. Bu baglamda literetiirde soguk homojenizasyonla iiretim sirasinda
aktif bilesik ilavesinin viskozitenin yiikselmesi dolayisiyla daha biiyiik partikiil
boyutlar1 bulan sonuglarin aksine, sicak homojenizasyonla elde edilen nano-emiilsiyon
orneklerinde sicaklikla ¢zme islemi sirasinda f-karoten ilavesi viskozitede azalma

meydana getirmis olabilir (Davidov-Pardo ef al., 2016).

Tablo 4.4. [-karoten enkapsiile edilmis nano-emiilsiyonlarin depolama siiresince
partikiil yiikleri ve boyutlarinda ki degisim

Ornekler  B-karoten pH 0.Gin Partikal Boy;l%g:lm) 0.Giin - YU‘k7u.Gi'm

LLN Yok 7 225,78 +2,68% 234,67 £ 12,622 -60,03 +0,65¢ -58,88 £1,38f
LLN Yok 3 221,50 £ 2,742 220,17 £0,412 -38,13 £ 0,25°¢ -32,48 £ 0,56 ¢
LLN Var 7 175,33 £3,04 2 201,11 £ 13,03 2 -60,27 + 0,90 ¢ -58,68 +1,39°¢
LLN Var 3 176,56 £2,96 2 188,67 £5,292 -36,05 + 1,834 -31,58 £ 0,81°
NLC-%15 Yok 7 224,50 + 16,98 * 222,50 +£ 18,07 2 -61,00 £ 1,181 -58,05+1,62°
NLC-%15 Yok 3 226,67 + 19,87 2 844,67 + 268,19 ° -28,65 + 1,392 -28,32+1,26*
NLC-%15 Var 7 178,00 + 5,27 * 178,67 £5,57% -58,83 £1,82f -58,68 £ 0,48 f
NLC-%15 Var 3 179,22 +7,102 1107,44 + 283,09 -27,85 £ 0,642 -27,90 + 0,38®

Sonuglar ii¢ tekerriiriin ortalamasint (n=3) ve + standart sapmayi (p<0,05) ifade etmektedir. LLN ornegi yag
fazinda yalnizca piring kepegi yagi kullanilarak iiretilen nano-emiilsiyonu, NLC-%15 érneginde ise piring kepegi
vagi ve %15 oraminda y-orizanol-f-sitosterol (6:4) karisimi bulunmaktadir. Nano-emiilsiyon drneklerinin toplam
yag orant %5 tir. Kiiciik harfler (a, b, c) érnekler arasindaki istatistiksel farkliligi p<0,05 6nemlilik diizeyinde (One
way ANOVA, Duncan) ifade etmektedir.

Jelator icermeyen piring kepegi yaginda f-karotenin yiiklenmeden {iretilen
nano-emiilsiyonun (LLN) baslangigta ve 55 °C derecede 7 giin depolama sonrasinda
ortalama partikiil boyutu 6l¢iilmiis bu deger pH 7 i¢in 225,78 nm den 234,67 nm’ye
yiikselmis; pH 3 i¢in ise 221,50 nm’den 220,17’ye diismiistiir. Yine piring kepegi
yaginda %0,5 oraninda [-karoten yiiklenerek iiretilen nano-emiilsiyonun baglangicta
ortalama partikiil boyutu pH 7 de 175,33 nm olarak belirlenmigken, depolama sonrasi
bu deger 201,11 nm’ye yiikselirken pH 3 de baslangigta partikiil boyutu 176,56
nm’den 188,67 nm boyutlarina yiikselmistir. Depolama sonrasinda LLN 6rneklerinin
partikiil boyutlarinda meydana gelen artislar istatistiksel olarak degerlendirildiginde

meydana gelen degisimlerin 6nemli olmadig1 sonucuna varilmistir (p>0,05).

%15 jelator karisimi ile hazirlanan f-karoten yiiklenmeden iiretilen nano-
emiilsiyonun partikiill boyutu pH 7’de baslangicta 224,50 nm olarak ol¢iilmiis
depolama sonrasinda partikiil boyutu 222,50 nm’ye diiserken bu deger pH 3’de

82



baslangigta 226,67 nm olarak Ol¢iilmiis, depolama sonrasinda 844,67 nm’ye
yiikselmisgtir. Yine %15 jelator karisimi eklenen %0,5 oraninda S-karoten yiiklenerek
iiretilen nano-emiilsiyonun baslangigta partikiil boyutu pH 7°de 178,00 nm olarak
belirlenmisken, depolama sonrasi bu deger degismemis ve pH 3’de baslangicta
partikiil boyutu 179,22 nm den 1107,44 nm boyutlarina yiikselmistir. Bu grup
orneklerde pH 7 kosullarinda depolama sonrasinda meydana gelen degisimler
istatistiksel olarak 6nemli bulunmazken (p>0,05); pH 3 kosullarinda depolamada LLN
orneklerinin aksine partikiil boyutlarinda meydana gelen daha fazla artisin anlaml

oldugu sonucuna ulasilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.11. p-karotenle enkapsiile edilmis nano-emiilsiyonlarin partikiil boyutu
dagilimlari

p-karotenle zenginlestirilen ve f-karotensiz bos olarak hazzirlanan LLN ve NLC
orneklerinin pH 3 ve pH 7 kosullarindaki partikiil boyutlarinda depolama siiresince
meydana gelen degisimlerin gosterildigi grafikler Sekil 4.12.a ve Sekil 4.12.b’de
verilmistir. Grafikler incelendiginde LLN o&rneklerinin depolama siiresince stabil
olduklar1 sdylenebilirken NLC orneklerinde pH 3 kosullarinda 6rneklerin hem pS-
karoten ilave edilen hemde [-karotensiz iiretilen drneklerin 4 ve 5. giinlerden sonra
stabilitelerini  kaybettikleri sdylenebilir. Literatiirde oda sicakliginda ayni

kompozisyonla iiretilen kat1 ve sivi nano-emiilsiyonlarin karsilagtirildigi ¢alismanin
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sonuglarinda kati lipit nanopartikiillerin sivi olana kiyasla stabilitesinin daha diisiik
oldugu bildirilmis ayni ¢calismada f-karoten enkapsiilasyonuyla kimyasal stabiliteleri
karsilagtirildiginda ise yine kati partikiillerde [-katotenin daha hizli pargalandigi
sonuclarla gosterilmistir (Qian et al., 2013). Benzer durum partikiil stabilitelerine
bakildiginda LLN ve NLC ornekleri icinde gegerli olmustur. Sivi partikiillerin
stabilitesi organojel partikiillere kiyasla ilk 4-5 giline kadar ayni olup devaminda
organojel partikiillerin stabilitesi bozulmustur. Ancak f-karotenin kimyasal stabilitesi
bakimindan kiyaslandiginda NLC 6rneklerinde enkapsiile edilen S-karotenin kimyasal
bakimdan LLN 6rneklerine kiyasla daha stabil oldugu bulunmustur. NLC 6rneklerinde
organojel olusumunu saglayan y-orizanol f-sitosterol kompleksinin 4-5 giin stabil
olmasi organojel formunun korunurken bu siireden sonra partikiil boyutlarinda artig
gozlemlenmesi olusan kompleks fibrillerin dekompoze olmasi sonucu meydana
gelmis olabilecegini gostermektedir. NLC 6rneklerinin formulasyonlarinda bulunan y-
orizanol ve f-sitosterol jelator karisiminin B-karoteni kimyasal par¢alanmaya karsi
koruma etkisi irdelendiginde; bu durum partikiil igerisinde olusmasi muhtemel
kompleks fibril aglarin f-karoteni dis ortamdaki pro-oksidan unsurlara kars1 dogrudan
maruziyetten korumasi ya da mevcut jelator karisiminin igerisinde bulunan y-
orizanoliin antioksidan 0Ozelligi sayesinde koruma saglamasi ihtimalleri ile
aciklanabilir. S-karoten enkapsiile edilmig NLC 6rneginde partikiil boyutunda artis -
karotensiz Ornege gore istatistiksel olarak fazla gergeklesmistir (p<<0,05). 55°C
depolama sicakliginda yag fazinda artan oranlarda jelatér karisimi igeren ve %0,5
oraninda f-karotenin enkapsiile edildigi farkli pH degerlerine getirilmis nano-
emiilsiyonlarin zeta potansiyellerindeki degisim izlenmistir. Nano-emiilsiyonlarin zeta
potansiyel degisimini ifade eden ¢izelge Tablo 4.4’ de ve grafik Sekil 4.13 de
verilmistir. Emiilsiifiyer olarak %2 oraninda Q-Naturel ile stabilize edilen nano-
emiilsiyonlarin tamaminin pH 7 ve pH 3 degerlerinde negatif degerlere sahip oldugu
goriilmiistiir. Partikiil yiiklerinin negatif olmas1 Q-Naturel in yapisinda bulunan aktif
bilesik quillaja  saponine bagli kaboksil gruplarinin  iyonizasyonundan
kaynaklanmaktadir (Ozturk et al., 2014). LLN grubu 6rneklerin zeta potansiyellerinde
55°C’de 7 gilin depolama sonucunda baglangi¢ miktarlarina oranla istatistiksel olarak
onemli bulunan azalma meydana geldigi saptanmistir (p<0,05).NLC grubu 6rneklerde

ise yalnizca NLC-%15 orneklerinden pH 7°de depolanan 6rnekte 6nemli bir azalma
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(p<0,05) goriilirken diger drneklerde meydana gelen degisimin 6nemli olmadigi

gorilmiistiir (p>0,05).
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Sekil 4.12. A) B- karoten enkapsiile edilmis ve B) Bos olan LLN ve NLC nano-
emiilsiyonlarin depolama siiresince partikiil boyutlarinda ki degisim
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Partikiil net yiikiinin >30 mV olmasi nano-emiilsiyon partikiillerinin
agregasyona karsi stabil olduklarin1 gostermekle birlikte pH degeri 7°ye ayarlanan
nano-emiilsiyonlarin pH 3’e kiyasla daha stabil olduklarini sdylemek miimkiindiir.
Organojelator konsantrasyonu bakimindan ele alindiginda pH 7°de 6nemli bir farklilik
gozlemlenmezken, pH 3’e ayarlanan nano-emiilsiyonlarda jelator ilavesinin nano-
emiilsiyonlarda net partikiil yilikiinde azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Ayrica
sicaklikla depolama sirasinda pH 7°de kayda deger bir degisim goriilmezken pH 3’de
1 giin depolama sonrasinda %15 jelatdr iceren orneklerde nispeten azalma goriilmiis

devaminda stabil seyretmistir.
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Sekil 4.13. LLN ve NLC nano-emiilsiyonlarin depolama siiresince partikiil yiiklerinde
ki degisim

4.2.5. B-Karotenin Kimyasal Stabilitesi Uzerine Sicaklik ve pH Degerlerinin
Etkisi

4.2.5.1. Solvent ekstraksiyonu

Lipit fazinda farkli oranlarda organojelatér karigtmi eklenerek sicak
homojenizasyonla elde edilen f-karoten enkapsiile edilmis nano-emiilsiyonlarin pH
degerleri HCI ve NaOH cozeltileri ile pH 7 ve pH 3 degerlerine pH metre ile

ayarlanmisg, hazirlanan nano-emiilsiyonlar 55°C de 7 giin boyunca depolanmistir.
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Sekil 4.14. f-karotenin enkapsiile edildigi yag fazinda %15 y-orizanol ve f-sitosterol
organojelator karigimi igeren NLC ve sadece piring kepegi yagi iceren LLN nano-
emiilsiyonlarinin depolama siiresince f-karoten konsantrasyonlarindaki degisim

Sicakligin etkisiyle degredasyona ugrayan [-karotenin nano emiilsiyonlarda
kalan miktar1 metilenklorit: metanol karigtmi  (2:1) ile ekstrakte edilerek
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Sekil 4.14 de verilen sonuglarda goriildiigii
tizere her iki pH degeri sonuglar1 kiyaslandiginda p-karotenin pH 3 degerinde
stabilizesinin pH 7’ye kiyasla diisiik oldugu yani degradasyonun pH 3’de daha hizli
gerceklestigi saptanmistir. Jelatdr eklenmemis nano-emiilsiyonlarin pH 7°de ve pH 3
kosullariin baslangicinda sirasiyla f-karoten miktarlar1 229,5 pg/ml ve 232,8 pg/ml
iken depolama sonrasinda bu degerler sirasiyla 110 pg/ml ve 76,8 pg/ml’ye
diismiistiir. %15 jelatoér eklenen nano emiilsiyonda ise 250,78 pg/ml’den pH 7°de
depolama sonrast 178,8 pg/ml’ye, pH 3°de 258,12 pg/ml’den 142 pg/ml’ye
diismiistiir. Literatiirde nano-emiilsiyon sistemlerinde [-karoten enkapsiilasyonunun
farkli pH degerlerinde stabilitesinin 6l¢lildiigli calismalarda karotenoidlerde meydana
gelen parcalanmanin diisik pH degerlerinde daha yiiksek oldugu onceden ifade
edilmistir (Boon et al., 2009; Qian et al., 2012; Davidov-Pardo et al., 2016). Asidik
kosullarda karotenoidlerin stabil olmama durumlarinin arastirildigi calismalarda;

karotenoidlerin yapisina proton eklenip sonrasinda cis-trans izomerizasyonuna ve ileri
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parcalanma reaksiyonlarina ugradigi bildirilmistir (Mortensen et al., 1997; Mortensen
and Skibsted, 2000). [-karoten miktarinin depolama siiresince degisimlerindeki
bulgulara gore; bu calismada gelistirilen y-orizanol ve B-sitosterol jelator karigimi
(yag fazinda %15) ile liretilen organojel nano-emiilsiyon sisteminin -karotenin asidik

pH kosullarina olan duyarliligini azaltamadig: sdylenebilir.

A) B)

Sekil 4.15. p-karoteninli (A-B) ve [-karoteninsiz (C-D) NLC ve LLN nano-
emiilsiyonlarinin farkli pH degerlerinde 55°C de depolama oncesinde< (A-C) ve
sonunda (B-D) goriintiilerinde ki degisim

4.2.5.2. Renk degerlerindeki degisim

Depolama sicakligimin farkli pH degerlerine getirilmis nano-emiilsiyonlarda
enkapsiile edilen p-karotenin kimyasal stabilizasyonu {izerine etkisi Hunter
kalorimetresi ile dl¢lilmiistiir. Depolama sirasinda L* a* b* ve AE* degerlerindeki
pH 7 ve pH 3’e ayarlanan nano-emiilsiyonlarin renk degisimleri Sekil 4.16’da

verilmistir. Sekil 4.15’de gosterilen sonuglarla uyumlu olarak, kirmizi ve sar1 rengi
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simgeleyen a* ve b* degerlerinde azalma goriiliirken her iki pH degerlerinde de L*

degerinin sicaklikta depolama kosullarinda zamanla artis gosterdigi saptanmuigtir.
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Sekil 4.16. 5-karotenin enkapsiile edildigi yag fazinda %15 organojelator karisimlar
iceren nano-emiilsiyonlarin depolama siiresince renk degerleri A) L* degeri
(parlaklik), B) a* degeri (kirmizi-yesil), C) b* degeri (sari-mavi), D) AE* degeri
Toplam renk degisimini ifade eden AE* degeri de her iki pH degerinde tim
ornekler icin artis egilimi gostermistir. Her iki pH degerlerine getirilen nano-
emiilsiyonlarin 55 °C depolama sicakligindaki toplam renk degisimleri kiimiilatif

degerlerine bakildiginda, jelator karisimi eklenmeyen nano-emiilsiyonda AE* degeri

depolamanin sonunda pH 7’de 41 ve pH 3’de 131 olarak 6l¢iilmiistiir. %5 oranda

&9



jelator karigimi iceren nano-emiilsiyondan pH 7°de AE* degeri 17 ve pH 3’de 72°dir.
%15 jelator karigtmiin eklendigi nano-emiilsiyondan bu deger diger iki nano-

emiilsiyondan farkl1 olarak her iki pH kosullarinda da 13 olarak tespit edilmistir.

p-karotenin sicaklikla kimyasal degradasyona ugramasimin renkteki solmayla
iliskisini yansitan AE* degeri her iki pH degerinde de LLN > NLC seklindedir. Bu
siralama anlamli olarak, eklenen organojelator karisiminin iki ihtimal ¢er¢evesinde -
karotenin kimyasal yikimin1 yavaglattigi sonucunu ifade etmektedir. Bu ihtimallerden
birincisi eklenen organojelator karisiminda bulunan y- orizanoliin antioksidan
aktivitesi neticesinde S-karoteni oksidasyona karsi korumasi yoniindedir. Ikinci
ihtimal ise bu ¢alismanin ¢ikis noktasini olusturan organojelasyon tekniginin nano-
emiilsiyon sistemlere uyarlanmasiyla nano boyuttaki lipit partikiillerin y-orizanol- S-
sitosterol sarmal seritler halindeki ince borularla olusturdugu agin igerisine
hapsedilmesiyle (bariyer etki) piring kepegi yaginin tasidig1 f-karotenin emiilsiyon ara

yiizeyindeki oksidasyona karsi korunmus olmasidir.

4.2.6.In Vitro Sindirim Kosullarinda y-Orizanol ve [-Sitosterol ile

Yapilandirilmis Nano-Emiilsiyonlar

y-orizanol ve f-sitosterol jelatdr karisimi kullanilarak hazirlanan piring kepegi
yaginda %0 %15 ve %30 jelator karisimi iceren %2 Q-Naturel ile stabil edilmis
ornekler agiz, mide ve ince bagirsak fazlarindan olusan simiile edilmis in vitro sindirim
sistemi kosullarina maruz birakilmistir. Partikiil biiyiikligii, partikiil ytlikii, mikroyapi
analizleri, baslangicta ve simiile edilmis agiz, mide ve ince bagirsak kosullarinda
gerceklestirilmis, ince bagirsak fazinin santrifiijii ile elde edilen misel 6rneginde ise
biyo-eldeedilebilirlik O6l¢iimleri yapilmistir. GIT basamaklarinda nano-emiilsiyon
orneklerinin partikiil boyutlarinda ve yiiklerinde meydana gelen degisim Sekil 4.17°de
mikroyapilarinda meydana gelen degisimin konfokal mikroskopla elde edilen
goriintlisii Sekil 4.18 de optik mikroskopla elde edilen goriintiisii ise Sekil 4.19°da

verilmigtir.

In vitro sindirim kosullarinda ytiksek miktarda organojelatorle yapilandiriimig
organojel nano-emiilsiyon drneginin GIT kosullarinda davranislarini belirleyebilmek
amactyla en yiiksek %30 oraninda y-orizanol ve [-sitosterol karigiminin piring kepegi

yaginda ¢ozilip emiilsiifiye edilmesi esasiyla nano-emiilsiyon hazirlada

90



mikrosivilastiricinin - uygun olmamasi  gerekcesiyle sonikatér kullanilmistir.
Kiyaslama yapmak amaciyla sadece piring kepegi yagi (LLN) ve %15 jelator karisimi

iceren (NLC-%15) nano-emiilsiyon 6rnekleride ayn1 kosullara tabi tutulmustur.

Elde edilen nano-emiilsiyon Orneklerinin baslangi¢ kosullarindaki partikiil
boyutlar1 incelendiginde iiretim yonteminin farkli olmasi sebebiyle daha 6nce iiretilen
orneklerden farklilik gosterdigi, LLN 6rneklerinin baslangi¢ kosullarinda en yiiksek
partikiil boyutuna sahip oldugu (335 nm) ardindan NLC-%15 (113 nm) ve en diisiik
partikiil boyutuna sahip olan 6rnegin ise NLC-%30 (75 nm) oldugu goriilmiistiir. Yag
fazina eklenen jelator karisiminin Oswalt biiyiimeye karsi stabilite saglamasinin bir
sonucu olarak partikiil boyutlarmma bakildiginda jelatdr konsantrasyonu arttikca
partikiil boyutunun azaltig1 goriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak jelator karigiminin
piring kepegi yagi ile karistirildiklarinda yag damlaciklarinin polaritesini azaltarak
stabilitelerini artirdiklar1 soylenebilir. Benzer etkiler farkli polaritedeki karisim
yaglarla hazirlanan nano-emiilsiyon 6rneklerinde de gézlemlenmis bu degisim karigim
etkisinin entropisi ile Oswalt biiylimenin inhibisyonu olarak tanimlanmigtir
(Kabalnov, 2001; Chang and McClements, 2014; McClements, 2015). Farkl
kompozisyonlardan olusan orneklerin in vitro sindirim testi oncesinde baslangic
kosullarinda partikiil yiiklerini ifade eden zeta potansiyelleri LLN, NLC-%15 ve NLC-
%30 orneklerinde sirayla -60,4; -58,2 ve -57,3 mV olarak 6l¢iilmiis, 6rnekler arasinda
jelator konsantrasyonu ile ters orantili olarak net yiiklerde azalma meydana geldigi
gozlemlenmistir. Q-Naturel glukonik asit iceren hidrofobik bas gruplara sahip yiizey
aktif saponinlerin aktif bilesimini olusturdugu iyonik bir siirfaktandir. Glikonik asitte
bulunan karboksil gruplarindan dolayr emiilsiifiyer olarak kullanildiklarinda negatif

partikiil yiikii yaratirlar (Yang et al., 2013).
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Sekil 4.17. Gastrointestinal evrelerin, yag fazinda y-orizanol ve f-sitosterol karigimi
(60:40) iceren NLC-%15 ve NLC-%30 ve piring kepegi yagt iceren LLN 6rneklerinin
partikiil boyutu ve partikiil yiikii degerleri lizerine etkisi

Biiyiik harfler (A, B, C. D) farkli GIT asamalarindaki onemli degisimleri ifade ederken (ayni

ornekte), kiiciik harfler (a, b, c, d) farkl yag fazi icerikleri ile iiretilen SLN, NLC ve LLN érnekleri
arasindaki farklihigr (aym GIT asamasinda) ifade etmektedir (p<0,05;, One way ANOVA, Duncan).
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BASLANGIC AGIZ MIDE INCE BAGIRSAK

NLC-%15 LLN

NLC-%30

Sekil 4.18. Gastrointestinal agamalarin LLN, NLC-%15 ve NLC- %30 6rneklerinin mikroyapilar lizerine etkisi (konfokal mikroskop)
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BASLANGIC INCE BAGIRSAK

Sekil 4.19. Gastrointestinal asamalarin LLN, NLC-%15 ve NLC- %30 6rneklerinin optik mikroskopla goriintiileri iizerine etkisi
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Agiz fazindan gecirilen Orneklerin partikiil boyutlarindaki degisimlere
bakildiginda, LLN 6rneginde istatistiksel olarak 6nemli bir artis meydana gelirken
(p<0,05) jelator iceren Orneklerde meydana gelen degisim Onemli bulunmamistir
(p>0,05). Optik ve konfokal mikroskop goriintiileriyle beraber degerlendirildiginde,
LLN orneklerindeki partikiil boyutunda meydana gelen artisin koelesans ile birlikte
flokiilasyonla ilgili olabilecegi diissiiniilmektedir. NLC-%15 ve NLC-%30
orneklerinde ise partikiil boyutu dagilimlarinda 6nemli bir artis goriilmezken,
mikroyapilarindaki degisimin flokiilasyonla ilgili oldugu sdylenebilir. Optik ve
konfokal mikroskop goriintiilerinde LLN 6rneginde flokiile olmus daha iri dairesel
partikiiller gézlemlenirken diger 6rneklerde asimetrik sekilli flokiilasyonlar meydana
gelmesi bu bulguyu desteklemektedir. Nitekim jelator iceren orneklerde partikiil
boyutlar1 6l¢iim sirasinda yapilan seyreltme sirasinda gozlemlenen flokiilasyonlarin
zay1f olmasi dolayisiyla degisim gozlemlenmemistir. Flokiilasyona neden olan agiz
fazinda bulunan miisin polimerinin bu Orneklerde deplesyon ya da kdprii kurma
flokiilasyonu etkilesimi meydana getirmis olabilir. Jelatdr igeren Orneklerde agiz
fazinda meydana gelen flokiilasyonun miktari jelator kosantrasyonu ile orantili olarak
artmis, NLC-%30 6rneginde ¢ok daha belirgin flokiilasyon yiginlar1 gdzlemlenmistir.
Ag1z ortaminda bulunan miisin molekiilleri hem anyonik bolgeler hem de apolar
bolgeler icermektedir ve bu 6zelligi sonucunda anyonik yag partikiilleri ile Ca™
iyonlar1 araciligryla tuz koprii kurarak ya da hidrofobik kuvvetlerle etkilesim saglarlar.
Hem koprii kurma yoluyla hemde negatif lipit partikiillerin yiizeylerine absorplanarak
daha fazla flokiillerin olugsmasina neden olurlar (Zhang et al., 2016). Optik ve konfokal
goriintiilerinden elde edilen sonuca gore NLC-%30 6rneginde bu etkilesimlerin daha
fazla olmasi negatif yiik bakimindan diger 6rneklere kiyasla daha ytiksek degere sahip
olmasina ragmen kompozisyonunda bulunan kompleks jelator karigiminin ortamdaki

iyonik tuzlarla daha fazla etkilesim saglamasi1 sonucunda gerceklesmis olabilir.

Agiz fazindan sonra mide fazina gecen Orneklere ait bilgiler
degerlendirildiginde, partikiil boyutlarinda LLN orneginde Onemli bir artig
gozlemlenirken, jelator eklenen diger drneklerde partikiil boyutlarinda 6nemli bir artig
saptanmamustir. LLN 6rneginin partikiil boyutundaki artisin incelendigi mikroskop
goriintlisiine bakildiginda, partikiillerin dairesel ve daha belirgin olmasindan dolay1,
Oswalt biiyime ile kiiglik partikiillerin igerisindeki yagin devamli fazdan iri

partikiillere dogru gegerek biiyiik partikiillerin olusmasina neden oldugu sdylenebilir.
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Organojelator iceren orneklerde her ne kadar dlgiilen partikiil boyutlarinda benzer bir
egilim goriilse de, mikroyapisal 6zelillkleri goziinene alindiginda %15 ve %30
organojelator iceren Orneklerde flokiilasyon olusumu bakimindan oldukg¢a farkli
goriintiiler elde edilmistir. Mide ortaminda %15 jelator iceren 6rnekte herhangi bir
flokiilasyon yap1 benzeri bir olusum goriilmezken, %30 organojelatdr iceren
orneklerde agiz fazinda meydana gelen deplesyon ve tuz koprileri olusumu
neticesinde meydana gelen topaklanmalarin daha da belirgin hale gelip daha biiyiik
kiimeler meydana getirdigi gozlemlenmistir. y-orizanol ve [-sitosterol spiral
tubiillerin yagda suda ve emiilsiyonda olusumlarinin aragtirildig bir ¢alismada (den
Adel et al., 2009) su ve emiilsiyon kosullarinda, tekrar saf hallerine donen gegici
kristaller olusurken yalnizca yag igerisinde her bir komponentin bireysel yapilarindan
farkli olarak kendiliginden bilesimli tubiiler fibrillerin olustugu, bu 6zel fibrillerinde
su varligina kars1 hassas olduklari, su varliginda farkli 6zellikte yapilara doniistiikleri
bildirilmistir. Buradan yola ¢ikarak emiilsiifiyer olarak kullanilan Q-Naturel’in zeta
potansiyelinde meydana gelen net yiikteki azalmaya bagli olarak mide fazinda
emiilsiyon stabilitesini saglayamamisi sonucunda %30 oraninda jelator karisimi iceren
partikiillerde ¢evre kosullarina agik hale gelen jelator molekiillerininin su ile etkilesimi
sonucunda kristallesmeler meydana gelmis olabilecegi sOylenebilir. %15 jelator
karisimi igeren nano-emiilsiyon 6rneklerinde stabilitenin degismesine sebep olmamasi

oldukga carpici bir sonugtur.

Mide ortamindaki drneklerin zeta potansiyel sonuglarina gore biitiin 6rneklerin
net yiiklerinde 6nemli miktarda azalma meydana gelmis ve baslangica kiyasla yiiksek
negatif degerlerden sifir civarinda degerlere ulasmistir (p<0,05). Mide ortaminin
kismen diisiik pH kosullarinda (pH 2,5) negatif olarak yiliklenmis baz1 fonksiyonel
gruplarin ortamdaki hidrojen iyonlartyla etkilesimleri neticesinde negatif ytiklerinin

nétrlenmesine neden oldugu diisiiniilmektedir.

Ince bagirsak fazina maruz kalan 6rneklerin partikiil boyutlarinda mide fazi
etkisine kiyasla farkedilir azalmalar meydana gelmekle beraber oOlgiilen partikiil
boyutlarinin birbirine yakin degerlere sahip oldugu ve istatistiksel olarak énemli bir
farklilik olusturmadigr saptanmistir (p>0,05). Bu durumu konfokal ve optik
mikroskop goriintiileri de dogrulamaktadir. Mikroyapisal durumlarina bakildiginda

ince bagirsak fazinda safra tuzlar1 ve misellerin olusumuna bagli olarak hemen hemen
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yakin oran ve boyutlarda, partikiil dagilimlarinin mevcut oldugu gériilmektedir. Ince
bagirsak fazini tamamlayan oOrneklerin zeta potansiyel degerleri Ol¢lilmis, ti¢
orneginde net yliklerinde artis meydana geldigi belirlenmistir. Mide ortaminin asidik
kosullarindan ince bagirsak fazinin nétral kosullarina gecis sonrast drneklerin tekrar
negatif yliklenerek net yiik miktarlarinda artis goriilmesinin nedeni, enzimatik sindirim
sonrast ortamda bulunan anyonik bilesiklerdir. Bu bilesikler ¢ogunlukla intestinal
stvida bulunan safra tuzlar1 ve fosfolipitler ve piring kepegi yagindan gelen trigliserit

formundaki yaglarin sindiriminden agiga ¢ikan serbest yag asitleridir.

4.2.7. Yag fazina y-Orizanol ve B-Sitosterol flavesinin Lipit Sindirimi Uzerine

Etkisi

Lipit faz1 formulasyonunun nano-emiilsiyon partikiillerinin icerigindeki
trigliseritlerin sindiriminin hizt ve diizeyi {lizerine etkisi pH-stat metodu ile
goriintiilenmistir.  pH-stat metodunda titratore eklenen 0,1 N NaOH ¢ozeltisi
trigliseritlerin sindirimi sirasinda agiga ¢ikan serbest yag asitlerinin neden oldugu pH
degerindeki diisiisii pH 7 degerine nétrlemek {izere 120 dk boyunca salinmakta ve
harcanan NaOH miktar1 kayit altina alinmaktadir. Birim zamanda harcanan NaOH
cOzetisinin miktarindan zamana kars1 sindirim sonucu salinan serbest yag asidi
miktarinin baglangicta ortamda bulunan yagin yilizde kagini olusturdugu ifade
edilmektedir. Farkli lipit faz1 kompozisyonlarindan olusan LLN, NLC-%15 ve NLC-
%30 oOrneklerinin ince bagirsak kosullarinda lipolitik aktivite sonucu sindirimlerine
bagli olarak titratorde harcanan NaOH miktarinin sindirim zamanina karsi degisimi
Sekil 4.20 da verilmstir. LLN 6rneginin yag fazi kompozisyonu %100 piring kepegi
yagindan olusurken; NLC-%15 oOrneginde %85 piring kepegi yagi- %15 jelator
karisimi; NLC-%30 orneginde ise %70 piring kepegi yagi %30 jelator karisimi ile
olusturulmustur. Grafikte goriilen egriler degerlendirildiginde NaOH tiiketiminin lipit
fazinin trigliserit kaynagini olusturan piring kepegi yagi miktar1 arttikca harcanan

NaOH miktarinin arttig1 acik sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.20. Simiile edilmis ince bagirsak kosullarinda bekletildikten sonra LLN, NLC-
%15 ve NLC-%30 orneklerine ait NaOH tiiketiminin zamana karsi degisimi

Harcanan NaOH miktarlarindan yararlanarak ortamda bulunan yag miktarlari,
yag faz1 kompozisyonu olusturan bilesklerin molekiil agirliklar1 ve kullanilan NaOH
cozeltisinin normalitesinden olusan esitlikle ince bagirsak kosullarinda zamana karsi
salinan serbest yag asidi miktarlar1 hesaplanmis ve elde edilen grafik Sekil 4.21 de
verilmigtir. LLN, NLC-%15 ve NLC-%30 oOrneklerinde 120 dk sindirim siiresi
sonunda salinan toplam serbest yag asidi yiizdeleri ortalama olarak sirastyla %119,
%99 ve %87 olarak olciilmiistiir. NLC-%30 6rneginde elde edilen serbest yag asidi
salimimlarinin beklenen %100 oraninin lizerinde olmasi emiilsiifiyer olarak kullanilan
Q-Naturel’in sindirim sirasinda iyonlagsmasiyla aciklanabilir. Serbest yag asidi
salimimlarinin  toplam miktarlar1 nano-emiilsiyon orneklerinin lipit fazlarinin
kompozisyonlarindaki piring kepegi yagi miktartyla dogrudan ilgili oldugu
sOylenebilir. y-orizanol ve f-sitosterol’iin jelatdr olarak eklenmesinin piring kepegi
yag trigiliseritlerinde sindirimi inhibe eden bir etkisi olmamistir. Formulasyonda
bulunan y-orizanol’iin steril ferrulat bileseni ihtiva etmesi ve sterol-ferulik asit
arasindaki ester bagmin da yine lipolitik aktivite sonucu parcalanmis olmasi da
harcanan NaOH miktarinin artmasinda etkili olmus olabilir. Ancak bu durum {izerine

detayli bir arastirma yapilmamustir.
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Sekil 4.21. Simiile edilmis ince bagirsak kosullarinda bekletildikten sonra NLC-%15,
NLC-%30 ve LLN o6rneklerinin sindirilebilir yaglarina ait serbest yag asidi saliniminin
zamana karsi degisimi

4.2.8. y-Orizanol ve p-Sitosterol Ilavesinin B-Karotenin Biyoerisilebilirligi

Uzerine Etkisi

Farkli yag fazi kompozisyonlarindan olusan nano-emiilsiyon orneklerine [3-
karoten enkapsiile edilmis, in vitro sindirim kosullarinda tutulduktan sonra elde edilen
ince bagirsak fazina ait digest Ornegi icerisinde bulunan f-karoten miktari
saptanmistir. Nano-emiilsiyon drneklerine ait f-karotenin biyoerisilebilirlik miktarini
hesaplamak amaciyla digest 6rnegi yliksek devirde santrifiij edilmis daha sonra misel
olarak kabul edilen siipernatant fazinda bulunan f-karoten miktar1 saptanarak
diggestte bulunan f-karoten miktarina oranlanmasiyla biyoerisilebilirlik oranina
ulagtlmistir. Elde edilen biyoerisilebilirlik orant miseller igerisinde bulunan, bagirsak
duvarindan epitel hiicreler aracilifiyla emilime hazir miktar1 yansitan [-karoten

miktarini ifade etmektedir.

Orneklerin sindirim sonunda salian serbest yag asitleri yiizdeleri ile birlikte -
karotenin farkli formulasyonlarla hazirlanan 6rneklerde biyolojik olarak erisilebilirlik

oranlar1 Sekil 4.22°de verilmistir. Grafikten anlagildig: lizere en yiiksek serbest yag
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asidi saliimi piring kepegi yagi miktarina bagli olarak LLN 6rneginde sonra NLC-
%15 ve en diisiik NLC-%30 6rneginde 6l¢iilmiistiir. Buna karsin en yiiksek f-karoten
biyoerisilebilirlik oran1t NLC-%15 6rneginde oSlgiiliirken, en diisiik biyoerisilebilirlik
orant NLC-%30 oOrneginde tespit edilmis, Ornekler arasinda hem serbest yag asidi
salimim1 hemde f-karotenin biyoerisilebilirligi bakimindan istatistiksel olarak 6nemli
farkliliklar elde edilmistir (p<0,05). Bu baglamda biyoerisilebilirlik diizeyi iizerine
etkili olabilecek unsurlardan bazilari; (i) yag fazi bilesiminde bulunan antioksidan
bilesikler sindirim kosullar1 testi sirasinda koruma saglamis, bunun sonucunda
yararlanim orani yiiksek elde edilmis olabilir, (ii) pro-oksidan unsurlar S-karoten’in
oksidasyonuna sebep olarak biyoyararlanim oranmi diisiirmiis olabilir, (iii) yag
partikiilleri igerisinde bulunan f-karotenin pozisyonu yag fazi bilesimine, polaritesine,
kristallesmeler ya da kendiliginden birlesimle olusmus izole boliimler olmasina bagl
olarak degiskenlik gostermis ve bu durumun sonucu olarak p-karoten farkli
derecelerde parcalanmaya maruz kalmis olabilir. Antioksidan madde konsantrasyonu
bakimindan ele alindiginda yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinen y-
orizanol biitiin drneklerin bilesiminde farkli oranlarda bulunmaktadir. Pirin¢ kepegi
yag1 bilesiminde dogal olarak bulunan y-orizanol en diisiik miktarda LLN 6rneginde
mevcut olup yapilan ilave sonucu en yiiksek miktarda NLC-%30 orneginin
formulasyonunda bulunmaktadir. Buna karsin en yiiksek biyoerisilebilirlik miktar1 yag
fazina %15 jelator yani %10 y-orizanol eklenen ornekte tespit edilmistir. GIT
kosullarinda her bir sindirim basamaginda stabiliteleri arastirilan orneklerin elde
edilen sonuglar1 gozden gegirildiginde NLC-%15 Orneginin konfokal ve optik
mikroskop goriintiilerine bakilarak, ince bagirsak fazina stabilitesinde en az
degisiklige ugrayarak ulasilan 6rnegin yine NLC-%15 olmasi ile ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir. Agiz fazindan itibaren flokiilasyonlar meydana gelen NLC-%30
orneginin mide fazinin asidik kosullarinda diisik pH degerlerine duyarli oldugu
stabilite testinin sonucunda gdosterilmistir. Bu stabilite kaybinin bir sonucu olarak
NLC-%30 6rneginde [-karoten parcalanmaya karsi antioksidan bilesikler tarafindan
korunamamus olabilir. GIT da flokiilasyonlarin olusmasinin diisiik pH ya duyarl aktif
bilesenleri ortam kosullarinin oksidatif etkisinden koruduguna dair ¢aligmalar olmakla
birlikte (Salvia-Trujillo et al., 2013) bu mekanizmanin NLC-%30 6rneginde gecerli
olmadig1 saptanmistir. Beklenenin aksine en diisiik biyoerisilebilirlik oraninin NLC-

%30 orneginde goriilmesinin altinda yatan bir bagka ihtimal de f-karotenin partikiil
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icerisinde konumlanma durumu olabilir. S-karoten”in nano-emiilsiyonlarda yag-su
arayiizeyine yakin bulunmasi c¢evresel kosullarin neden olacagi hasarin daha fazla
olmasina sebep olabilir. Yine NLC-%30 orneginde partikiilde meydana gelen
flokiilasyonlarin organojelor konsantrasyonunun yiiksek olmasi sonucunda suya karsi
duyarl olan y-orizanoliin etkilesime girerek organojel formunun bozulmus olabilecegi
ihtimalinden kaynaklanmig olabilir. Buradan yola ¢ikarak NLC-%15 Orneginin
organojel nano-emiilsiyon formunun agizdan ince bagirsak fazina stabilitesini diger
orneklere kiyasla oldukga iyi sekilde koruyarak ulasabildigi, bu durumun f-karotenin
daha az kayipla ince bagirsak fazina ulagarak misel olusumuna katilim sonucu yiiksek

biyoerisilebilirlik diizeyine ulasmasiyla ger¢eklesmis olabilecegi soylenebilir.
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Sekil 4.22. f-karoten enkapsiile edilmis NLC-%15, NLC-%30 ve LLN o6rneklerinin
ince bagirsak kosullarinda FFA salinimi (%) ve biyoerisilebilirlik oranlar

Kiigiik harfler (a, b, c) farkli yag fazi icerikleri ile iiretilen LLN, NLC-%15 ve NLC-%30
ornekleri arasindaki farkliig ifade etmektedir (p<0,05, paired samples t-Test, Duncan).
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4.3. Keten Tohumu Yagi Nano-Emiilsiyonu ve jy-Orizanol-B-Sitosterol ile

Yapilandirilmis Nano-Emiilsiyonlarin Karisimi
4.3.1. Nano-emiilsiyonlarm Uretimi ve Oksidatif Stabilite

Diisiik oksidatif stabilitesi nedeniyle keten tohumu yagi ve balik yag: gibi
coklu doymamais yag asidi bilesimine sahip olan yaglar sicaklik uygulamalarinda daha
hizl1 zamanda okside olurlar. Keten tohumu yagi ile farkli teknikle {iretilen iki nano-
emiilsiyonun oksidasyon seviyeleri PV ve TBARS analizleri ile izlenmistir. Soguk
sonifikasyon tekniginde fazlar herhangi bir 1s1l islem uygulamadan %5 yag, %95 su
faz1 olmak iizere dogrudan karistirilip pre-emiilsiyon hale getirilmistir. Sonrasinda
sonifikasyon isleminde emiilsiyonun oldugu beher buzlu su bulunan bir kaba
daldirilarak sonifikasyon enerjisinin Ornekte sicaklik yilikselmesine sebep olmasi
onlenmeye calisilmigtir. Sicak sonifikasyon yonteminde ise yag ve su fazlari ayri
beherlerde sicaklik yaklasik 90 °C’ye ulastiginda 10 dk boyunca karistirilarak
isitilmistir. Devaminda hemen %70 Attn de 5 dk sonifikasyon uygulanarak partikiil
boyutu submikron boyuta diisiiriilmustiir. Her iki yolla {iretilen nano emiilsiyonlarin
oksidasyon diizeyleri kiyaslanarak Sekil 4.23’de grafik {izerinde gosterilmistir. Sicak
ve soguk sonifikasyonla {iiretilen nano emiilsiyonlarin lipit hidroperoksit degerleri
sirasiyla 0,64 ve 0,17 mM olarak ol¢iilmiistiir. Ikincil oksidasyon iiriinlerinin
miktarinin tespit edildigi TBARS analizi sonuglar1 ise sicak sonifikasyonla iiretilen
nano-emiilsiyonda 6,29 uM TEP olarak dl¢iiliirken, soguk teknikte bu deger 1.84 uM
TEP olarak ol¢iilmiistiir. Bu sonuglara gore; sicak teknikle tiretimin keten tohumu yagi
emiilsiyonlarinin yag fazinda oksidasyonu hizlandirdigi saptanmistir. Kat1 ve sivi yag
karigimlarinin  sicaklik uygulanarak eritilip emiilsiifiye edildigi NLC sistemlerin
iiretiminde keten tohumu yag1 gibi oksidatif stabilitesi diisiik yaglarin siv1 yag olarak
kullanimlarinin depolama sirasinda yagin oksidatif stabilitesini azaltacagindan uygun
olmadig1 kanaatine varilmistir. Bu sebeple ¢caligmanin devaminda keten tohumu nano-
emiilsiyonu ile 1:1 oraninda karigtirilmak {izere oksidatif stabilitesi yiiksek olan orta
uzunlukta karbona zincirlerine sahip MCT ile anti-oksidatif 6zelligi bilinen y-orizanol,
p-sitosterol ile kombine ve ayr ayri eritilerek NLC ler hazirlanmig nihai emiilsiyon

karisiminin oksidatif stabiliteleri depolama siiresince takip edilmistir.
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Sekil 4.23. Farkli iiretim tekniklerinin keten tohumu yagi nano-emiilsiyonlarinin
oksidasyon diizeyine iizerine etkisi

Soguk sonifikasyon tekniginde fazlar sil islem uygulamadan dogrudan karistirilmis, sicak
sonifikasyon tekniginde yag fazi ve su fazi sicaklik uygulanarak 90 °C’de 10 dk isitilmistir. Soguk
sonifikasyonda ornekler buz dolu kaba daldirilmis, sonifikasyon enerjisinin isist en aza indirilmigtir.
Orneklre ait sonuglar 3 iiretim ve en az 2 6l¢iim olarak elde edilmistir. Kiiciik harfler (a, b) farkli iiretim
teknikleri arasindaki PV ve TBARS olgiimlerindeki farklilig: ifade etmektedir (p<0,05),; paired samples
t-Test, Duncan).

4.3.2. Nano emiilsiyon Karisimlarinin Oksidatif Stabilitesi

y-Orizanol ve [-sitosterol, birlikte eritilip sivi  formdaki yagda
cozilindiiriildiikleri zaman kendiliginden bir araya gelerek fibril yapida aglar olusturan
ve s1vi yagin bu fibril aglar arasinda hapsedilmesiyle organojel olusturabilen diisiik
molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Yapilan ¢aligmalarda y-orizanol ve -sitosteol’lin es
molar (molekiiler agirliklari: y-orizanol: 600 g/mol, 5-Sitosterol: 400 g/mol) miktarda
kullanimlarinda ideal organojel yapinin olusumunun saglandigina dair literatlirde
caligmalar bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda da nano emiilsiyonarin lipit fazinin
yapilandirilmasinda her iki molekiil ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar1 halinde kullanilarak
iiretilen nano emiilsiyonlarin oksidatif ve fiziksel stabiliteleri {iizerine etkileri
arastirllmistir. Bu amagla oksidasyona kargt stabil olan orta zincir uzunluklu
trigliseritler icerisinde %35 oraninda y-orizanol ve f-sitosterol karigimi, (y-orizanol ve

B-sitosterol; 3:2, w/w) hazirlanmistir. Yine f-sitosterol ve y-orizanoliin ayri ayri
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hazirlanan nano-emiilsiyonlarinin hazirlanan kompleks karigimlartyla ayni oranda
(3:2, w/w) birbiriyle etkilesime girmeden iiretilen karigimlart da hazirlanarak

depolama stabilitesi izlenmistir.

Tablo 4.5. 1:1 oranda karistirllmak {izere hazirlanan Nano-emiilsiyon 1 ve Nano-
emiilsiyon 2 drneklerinin yag fazi formulasyonlari

Nano-emiilsiyon-1 Nano-emiilsiyon-2
Ornekler y-orizanol f-sitosterol MCT Keten tohumu yag1
Kontrol - - 25¢g 25¢g
p-Sitosterol - 0,125 ¢ 2375¢ 25¢g
y-orizanol 0,125 ¢ - 2375¢ 25¢g
y-orizanol ve f-Sitosterol 0,075 ¢ 0,050 g 2375¢ 25¢g
y-orizanol + f-Sitosterol 0,075 g 0,050 g 2,375 ¢g 25¢g

Nano-emiilsiyon 1 6rnegi toplam %5 yag fazi ve bu yag fazinin %5°’i oraminda toplam jelator bilegenleri
icerecek sekilde formiile edilmistir. Tartilan bilesenler 90°C de 10 dk 300 rpm de karistirildiktan sonra
ayni sicakliga getirilen %0,5 Q-Naturel iceren 10 m fosfat tamponun 2dk blender ile pre-emiilsiyon
hale getirildikten sonra  sonikatorle toplam 5dk (3sn ¢alis-3sn dur) muamele edilerek nano-
emiilsiyonlar hazirlanmistir. Nano-emiilsiyon 2 ornegi yag fazi yalmzca MCT igerecek sekilde aym
kosullarda hazirlanmig, sonikasyon sonrasi hizla sogutulan érnekler 1:1 oranlarinda birbirleriyle

karistirilnugtir.

Hazirlanan nano emiilsiyonlar 50:50 oranda keten toumu yagiyla soguk
sonifikasyonla liretilen nano-emiilsiyonlarla karigtirilmisg, 55 °C’de depolama boyunca
birincil ve ikincil oksidasyon iirlinlerinin olusumlar1 iizerine etkileri incelenmistir.
Birincil oksidasyon firiinii olan lipit hidroperoksitleri iizerine etkileri Sekil 4.24°de
gosterilmistir. Lipit hidroperoksitleri lizerine etkileri incelendiginde 6rneklerde genel
olarak ilk dort giin 6nemli bir artis gozlemlenmezken, dordiincii giinden itibaren lipit
hidroperoksitleri olusumu hizlanmigtir. On giinliikk depolama sonucunda nano-
emiilsiyonlar1 yapilandirma ajanlar1 olarak kullanilan molekiillerin ve kullanim
sekillerinin keten tohumu yaginin oksidatif stabilitesi {izerinde belirgin etkilere sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Peroksit degerlerinde oksidasyon hizlar1 bakimindan
ornekler arasinda bir siralama yapildiginda; kontrol > f-sitosterol > y-orizanol ve S-

Sitoterol kompleksi > y-orizanol + S-sitosterol siralamasi elde edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.24. Keten Tohumu Yagi (KTY) Nano-emiilsiyonlarinin oksidasyonu sonucu
olusan lipit hidroperoksitleri {izerine y-orizanol, §-sitosterol ile yapilandirilmig nano-
emiilsiyonlarinin etkisi

Nano emiilsiyon Orneklerinin ikincil oksidasyon iiriin miktarlarinin tespit
edildigi TBARS sonuglarinin depolama siiresince degisimleri Sekil 4.25’de
gosterilmistir. PV sonucglarina benzer sekilde ilk dort glinde onemli bir artig
gozlemlenmezken, dordiincii glinden itibaren, drnekler arasinda belirgin farkliligin
olustugu tespit edilmistir. TBARS degerlerine gore orneklerin okside olma hizlari
siralandiginda kontrol > f-sitosterol > y-orizanol ve f-sitoterol kompleksi > y-

orizanol+ [-sitosterol olarak 6l¢iilmiistiir (p<0,05).

PV ve TBARS analiz sonuglarinin birlikte degerlendirildiginde en yiiksek
oksidasyon seviyesinin hicbir yapilandirma unsurunun katilmadigi keten tohumu yagi
ve orta zincirli trigliseritten ayr1 ayri elde edilen nano emiilsiyonlarin es hacimde
karistirilmastyla elde edilen kontrol drnegine ait oldugu goriilmiistiir. Uretilen nano-
emiilsiyonlar arasinda %15 [-sitosteroliin lipit fazina eklenerek yapilandirildigi

karigtmin ketem tohumu yag1 nano emiilsiyonunun oksidatif stabilitesi iizerine etkisi
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incelendiginde oksidasyon hizinin kontrol disindaki 6rneklere kiyasla daha hizli
gerceklesmektedir. y-Orizanol [-sitosterol karisiminin birlikte {iretildigi nano
emiilsiyonun ayr1 ayr1 iiretilip es oranda karistirildigi emiilsiyonla kiyaslandiginda y-
orizanol ve [-Sitosteroliin birbiriyle kendiliginden baglanarak kompleks organojel
olusturdugu 6rnegin oksidatif stabilitesinin, ayr1 ayr iiretildikten sonra karistirildigi

ornege kiyasla daha diisiik oldugu gozlemlenmistir.

-0+MCT:KTY-kontrol

®-MCT:KTY- B-sitosterol
-2-MCT:KTY- y-orizanol & S-sitosterol
~<-MCT:KTY- y-orizanol + -sitosterol
-4+-MCT:KTY- y-orizanol
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Sekil 4.25. Keten Tohumu Yagi (KTY) Nano-emiilsiyonlarinin oksidasyonu sonucu
olusan TBARS degerleri iizerine y-orizanol, f(-sitosterol ile yapilandirilmis nano-
emiilsiyonlarinin etkisi

4.3.3. Fiziksel Stabilite

Uretilen karisim nano-emiilsiyonlarin fiziksel stabiliteleri, depolama boyunca
partikiil boyutu, zeta potansiyel dl¢limleri ile tayin edilmis ve sonuclar Sekil 4.26.a-
b’de gosterilmistir. Ayrica optik ve konfokal mikroskopla biiyiitiilerek nano-
emiilsiyon kesitlerinin goriintiileri alinmis, 5 er ml lik test tiiplerine alinan 6rnekler
sarsmadan sabit tutularak bekletilip, goriintiilerindeki degisim depolama boyunca

gozlemlenmistir (Sekil 4.27).
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Elektrik yiikiiniin nano emiilsiyonlarin oksidatif stabilitesi iizerinde 6nemli role
sahip oldugu kanitlanmis bir gercektir. Negatif yiiklii lipit partikiilleri positif yiiklii
metalleri ylizeylerine ¢cekme egilimi gosterirler. Boylelikle pro-oksidant unsurlari lipit
ara ylizeyine yaklastirarak oksidasyon hizini artirmaktadirlar (Mei et al., 1998). Pozitif
yiiklii partikiil arayiizeyi katyonik metal iyonlarini iterken, negatif yiiklii partikiillerin
arayiizeyi oksidasyonu hizlandiran bu pro-oksidan iyonlar1 c¢ekerek lipit ylizeyine
yaklagtirmaktadirlar. Ortamda bulunmasit muhtemel bu iyonlara karst negatif yiiklii
lipit partikiiller daha savunmasiz olduklarindan oksidasyon daha hizli gergeklesir.
Orneklerin depolama basindaki yiiklerine kiyasla genel olarak depolama sonunda zeta
potansiyellerinde negatif yonde artis meydana gelmistir. Non-anyonik bir siirfaktan
olan Q-Naturel kiiciik ampifilik bir molekiildiir, nonpolar aglikon gruplarina baglh
hidrofilik seker gruplari igerir. Saponinler genel olarak diisiik konsantrasyonda kiiciik
partikiiller iiretilmesi bakimindan diger bircok emiilsiifiyere kiyasla daha etkilidir.
Notral pH degerlerindeki ortamlarda olduk¢a yiiksek negatif yiiklii olma egilimi
gosterirler. Ayrica saponinlerle kaplanan partikiiller aralarindaki giiglii elektrostatik
itme Ozelliklerinden dolay1 yiiksek sicakliklarda depolamaya uygundurlar (Uluata et
al., 2015b) Saponin aktif bilesenini igeren Q-Naturel ile stabilize edilmis érneklerin
partikiil yiikleri negatif olup net yilik bakiminda f-sitosterol ile hazirlanan 6rnek ile y-
orizanol ve f-sitosterol ile ayri ayri hazirlanip 1:1 oranda karistirilan orneklerin
yiikleri digerlerine kiyasla daha diigiik bulunmustur. 55° C de 10 giin depolama
sonrasinda biitiin drneklerde istatistiksel olarak anlamli degisim gozlemlenirken, y-
orizanol+ pB-sitosterol Orneginde tam tersi yonde omak {lizere azalma meydana
gelmistir (p<0,05). Depolama sonrasinda 6rneklerde genel olarak partikiil yiiklerinde
artis gozlemlenmekle birlikte en yiiksek yiik baglangigta en diisiik zeta potansiyele
sahip olan %15 [-sitosterolle yapilandirilan orta zincir trigliserit-keten tohumu nano-
emiilsiyonu karigtminda Ol¢iilmiistiir. Nano-emiilsiyonlarin oksidasyon sirasinda yag
fazlarinda kimyasal par¢alanma meydana gelmesi sonucunda kisa zincirli organik
asitler gibi anyonik reaksiyon iirlinlerin miktarinda artis meydana gelir. Yag fazinda
meydana gelen kimyasal parcalanma, fonksiyon kaybi1 ve kotii koku meydana gelmesi
acisindan ticari uygulamalarda arzu edilmeyen bir durum teskil eder. Oksidasyon
diizeyine bagl olarak bu anyonik yapilarin miktarindaki artis nano emiilsiyonlarin

partikiil yiiklerinde negatif yonde artis meydana getirir.
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Sekil 4.26. Keten Tohumu Yagi (KTY) Nano-emiilsiyonlarinin depolama sonucu
Partikiil Boyutu ve Partikiil yiikii degisimleri {izerine y-orizanol, [-sitosterol ile
yapilandirilmis nano-emiilsiyonlarinin etkisi

Ornekle ait sonuglar 3 iiretim ve en az 2 olgiim olarak elde edilmistir. Kiiciik harfler (a, b, c)
depolama siirecinde degisimleri ifade ederken (aym ornekte), biiyiik harfler (4, B, C) farkli yag fazi
icerikleri ile iiretilen ornekler arasindaki farkliigi (aym kosulda) ifade etmektedir (p<0,05; One way
ANOVA, Duncan).
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Ayrica kuvvetli negatif ve kuvvetli pozitif yiike sahip nano emiilsiyonlar, yag
partikiilleri arasinda kuvvetli elektrostatik repulsiyon 06zelligine sahip olup,
topaklanmay1 inhibe ederler. Orneklerin baslangig kosullarindaki partikiil boyutlart
incelendiginde baslangic kosullarinda en yiiksek partikiil boyutuna sahip olan 6rnegin
y-orizanol ve f-sitosterol karigimi ile yapilandirilan organojel nano emiilsiyonun
etkisinin incelendigi karisima ait oldugu tespit edilmistir (d [3,2]; 116 nm). Uretilen
nano-emiilsiyon karigimlarda 55 °C’de on gilin depolamanin sonucunda bazi
orneklerde fark edilir partikiil boyutu artislar1 meydana gelmistir. Ozellikle %15 S-
sitosterolle  yapilandirilan  nano-emiilsiyonun  karistirildign  grup  6rneklerin
ortalamasma bakildiginda partikiil boyutunca artis meydana gelerek Ornegin
topaklanmaya egilimli oldugu goriilmiistiir. Bu durum baglangi¢ zeta potansiyel
degerleri dikkate alindiginda en diisiik yiike sahip olmasinin (50,70 mV % 1,75)
partikiiller arasi elektriksel repiilsiyonun diisiik olmasi sonucu partikiil boyutunda artig
meydana gelmesi ile iliskilendirilebilir. Ayrica depolama dncesi ve sonrasinda partikiil
boyutlar1 ve zeta potansiyellerindeki degisim dikkate alindiginda, partikiil
agregasyonuna karsi en stabil Ornegin y-orizanol ve f[-sitosterol karisimi ile
yapilandirilan organojel nano emiilsiyonun etkisinin incelendigi karigima ait oldugu
goriilmiis, bu sonu¢ depolama Oncesi ve sonrasinda Orneklerin goriintiileriyle
dogrulanmistir. Depolama Oncesinde Orneklerin hepsi benzer sekilde siit beyaz,
homojen goriiniime sahipken depolama sonrasinda kontrol drneginde belirgin bir yag
tabakasi test tiipliniin st kisminda birikirken, f-sitosterol iceren orneklerde farkli

diizeylerde kremaj meydana gelmistir.
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Sekil 4.27. Keten Tohumu Yagi (KTY) Nano-emiilsiyonlarina y-orizanol, 5-sitosterol

ile yapilandirilmis nano- emiilsiyonlarin ilavesinin depolama sonrasi goriintiileri
tizerine etkisi

Konfokal ve optik mikroskopla nano emiilsiyon orneklerine ait bilytitiilmiis
goriintiilerin alinmast partikiil boyutlar1 hakkinda daha net bilgi edinmek adina 6nem
arz etmektedir. Partikiil boyutu analizi 1511 uygun bir ¢ozeltide (genellikle tampon
cozeltilerinde) seyreltilip karistirlldigr  partikiiller {izerinden yansitilmasi ile
gergeklestirilmektedir. Seyreltme yapmadan dogrudan olgiilen mikroskop dlgtimleri
kantitatif partikiil boyutu sonuglarina kiyasla nano-emiilsiyonlarin mikro yapilari
hakkinda daha dogru bilgi verebilmektedir. Bu baglamda degerlendirme yapildiginda
mikroskopla elde edilen sonuglara gore kontrol 6rneginde test tlipiiniin iist kisimda
belirgin bir lipit tabakasi seklinde goriilen tabaka, optik mikroskop goriintiisiinde
oldukca biiylik yag damlaciklar1 seklinde, konfokal mikroskopta ise nil red ile
kirmiziya boyanan yag damlalar1 seklinde yansimistir. y-orizanol ile yapilandirilmig
ornekte ve y- orizanol f-sitosterol karisimi ile organojel nano-emiilsiyonuna
doniistlriilmiis 6rnekte genel olarak partikiil dagilimlari mikroskop goriintiilerine
bakildiginda yer yer iri yag damlaciklar1 disinda partikiil boyutlarinda belirgin bir artig

gbzlemlenmis olup, p-sitosterol ile yapilandirilan ornekte partikiil boyutlariin
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capinda artis fark edilir Olclidedir. y-Orizanol ve f-sitosteroliin igeren nano-
emiilsiyonlarin ayri1 ayr1 hazirlanip keten tohumu yagi emiilsiyonu ile karistirildigi
Ornekte mastersizer ile Olgililen partikiil boyutu sonuglarinda depolama sonrasinda
belirgin bir artis gozlemlenmezken, mikroskop goriintiilerinde partikiil caplarinda
kismen homojen bir artis gozlemlenmistir. Bu durumun Ol¢lim esnasinda yigini
yansitmayan Ornek alimindan ya da Olgiim sirasinda biiylik partikiillerin dlglime

katilmamasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

3.tif

9:43:10 a 02/09/18 500 nm
HV=200.0kV
Direct Mag: 6000x
X:na Y:na

Sekil 4.28. MCT’nin y-orizanol ve f-sitosterol ile yapilandirilmasiyla hazirlanan
organojel nano-emiilsiyon ile keten tohumu yagi (KTY) nano-emiilsiyonlarinin
karisimi sonrasi farkli nano-emiilsiyonlar arasi etkilesimi gosteren TEM goriintiisii
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Sekil 4.29. Orta zincirli trigliseritin y-orizanol, f-sitosterol ile yapilandirildig1 nano-
emiilsiyonlarinin keten tohumu yag1 nano-emiilsiyonlari ile karigimlarinin depolama
sonrasinda optik mikroskop goriintiilerindeki degisim
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Sekil 4.30. Orta zincirli trigliseritin y-orizanol, f-sitosterol ile yapilandirildigi nano-emiilsiyonlariin keten tohumu yagi nano-emiilsiyonlari ile
karigimlarinin depolama sonrasinda konfokal mikroskop goriintiilerindeki degisim
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5. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

Nano-yapilandirilmis lipit tastyici sistemler diger kolloidal salinim sistemlerinin
avantajlarin1 kendisinde toplayan ve dezavantajlarini elimine eden bir salinim
sistemidir. Organojel nano-emiilsiyonlar ise nano-yapilandirilmis lipit tasiyici
sistemlerin yag fazini olusturan kat1 ve siv1 yag karigiminda, sagliga olumsuz etkileri
bilinen kat1 yagin yerine sindirilmeyen ya da sagliga faydali jelatorlerin kullaniminin
onerildigi en giincel lipit tasiyici sistemdir. Nano-yapilandirilmis lipit tasiyici
sistemler nutrasotik bilesiklerin stabilitelerinin ve biyoyararlanimlarinin artirilmasinda
da genis bir uygulama alanina sahip bilesikleridir. Tez ¢alismasi kapsaminda onerilen
organojel nano-emiilsiyon sistemlerin, nano-yapilandirilmis lipit tasiyici sistemlerin
yeni jenerasyonu olabilecegi dnerilmis benzer avantajlarin organojel nano-emiilsiyon

sistemlerde de bulundugu deneysel sonuglarla gdsterilmistir.

Arastirma bulgular1 boliimiinde sonuglar: tartisilan ilk ¢alisma da Kandelilla
vaks kullanilarak jellestirilmis misir 6zl yag: partikiilleri oldukca diisiik boyutlarda
iretilmistir. Termal ozellikleri ve cesitli fizikokimyasal 6zellikleri incelenen
Kandelilla organojel emiilsiyonlarin partikiiller igerisinde kristal aglar olusturmus
olabilecegi sonucuna ulasilmistir. /n vitro sindirim sistemi kosullarindaki 6zellikleri
arastirtlmis ve sadece Kandelilla vaks kullanilarak iiretilen kati lipit nanopartikiiliin
ince bagirsakta lipaz aktivtesiyle sindirilemedigi gézlemlenmistir. Ancak Kandelilla
vaks organojel nano-emiilsiyon olusumuna dahil edildiginde kontrollii serbest yag
asidi salinimini sagladigi ve tamamen sindirilmeyen Kandelilla vaksin lipolitik aktivite
sonucu diisiik oranda sindirime ugradigi, geri kalan kismin sindirilmeden sistemi
terkedecegi sonucuna ulasilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda Kandelilla vaksin kati
yaglarin yerine gegerek sagliga olumsuz etkiye neden olmayacagi ve organojel nano-

emiilsiyon sistemlerle kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Ikinci kismi olusturan calismada, nanoyapilandirilms lipit tastyict sistemlerin
avantajlarin1 yine bir {ist noktaya tagiyabilecek organojel nano-emiilsiyon sistemi
onerilmis, bu kez kristal aglarla organojel olusturan Kandelilla vakstan farkli olarak
kendiliginden bilesimle organojel olusturabilen, y-orizanol f-sitosterol karigimi

jelator olarak kullanilmasgtir.
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y-orizanol ve [-sitosteroliin jelasyon mekanizmasina etki eden farkli
konsantrasyonlarda degerlerinde organojel goriintiileri alinmigtir ve buradan karar
verilen oranlarda organojel nano-emiilsiyon iiretimi gergeklestirilmistir. Elde edilen
nano-emiilsiyon Orneginin ve organojelin termal oOzellikleri karsilastirildiginda
kendiliginden bilesimle ii¢ boyutlu nanofibriller olusturarak bu aglarin igerisine
hapsettigi yagi jellestirmis olan 6rneklerde, kristal aglarla organojel olusumu saglayan
Kandelilla vaks organojellerine gére DSC termogramlarinda daha yayvan pikler elde
edilmis, nano-emiilsiyon drneginde ise herhangi bir pik gézlemlenememistir. Ileriki
caligmalarla daha hassas sonu¢ veren mikro-DSC kullanilarak organojel nano-
emiilsiyon 6rneklerinin termal 6zellikleri daha ayrintili olarak incelenebilir ve istenilen
kristallenme ya da erime noktasina sahip organojel nano-emiilsiyon {iretimi se¢ilen

jelator konsantrasyonlartyla kontrol edilebilir.

y-Orizanol ve f[-sitosterol karigtmi kullanilarak {iretilen nano-emiilsiyon
orneklerinde f-karotenin enkapsiilasyonu gerceklestirilmis, sadece piring kepegi yagi
iceren kontrol drneginde enkapsiile edilen S-karotenin stabilitesine gore hizlandirilmis
kosullarda 55°C de pH 3 ve pH 7’ye ayarlanan kosullarda organojel nano-emiilsiyon
orneklerinde S-karotenin stabilitesinin, pH 7 de daha yiiksek oldugu bulunmustur. Yag
fazina %15 ve %30 jelator karisitminin eklendigi nano-emiilsiyon 6rneklerinde %0,5
oraninda f-karoten yliklenmis, drneklerin in vitro sindirim kosullarinda simiile edilen
GIT basamaklarinda fizikokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Jelator konsantrasyonu
artikga [-karotenin kimyasal stabiletesinin artmasina karsin, y-orizanol [-sitosterol
kompleksinin emiilsiyon sistemde stabilitesinin azaldig1 sonucuna varilmig, f-
karotenin ince bagirsak kosullarinda misel olusumuna katiliminin bir gostergesi olan
biyoerisilebilirlik degerinin y-orizanol f-sitosterol kompleksinin emiilsiyon
formulasyonu igerisinde stabilitesine bagli oldugu goriilmiistiir. En yiiksek
biyoerisilebilirlik degerinin agiz fazindan ince bagirsak fazina gelene kadar
stabilitesini en etkin sekilde koruyan %15 jelatdr karisiminin kullanildigi 6rnek

optimum f-karoten enkapsiilasyonunu saglamistir.

Son olarak yine y-orizanol f-sitosterol karisiminin kullanildigi durumlarda y-
orizanoliin bilinen antioksidan 06zelligi dolayisiyla, oksidasyona meyilli yliksek
doymamis yag asidi bilesimine sahip keten tohumu yagi ile hazirlanan nano-

emiilsiyonlar {iizerinde etkisi arastirilmistir. SLN, NLC ve organojel nano-
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emiilsiyonlarin {iretiminde her iki su ve yag fazinin belli bir sicakliga 1sitilip
karigtirildiktan sonra homojenize edildigi sicak homojenizasyon teknigi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak sicak homojenizasyon teknigi oksidatif bozulmaya elverisli
coklu doymamis yag asidi bilesimi bakimindan zengin olan yaglar i¢in {iretim
sirasinda bozulmalarin baslamasi nedeniyle elverisli olmamaktadir. Oksidatif
bozulmaya egilimli yaglarin oksidasyona karsi stabilitelerini artirmak amaciyla
antioksidan bilesikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu baglamda jelator
bilesenlerinin ayr1 ayri kullanildigi, ayr1 ayri hazirlanip 1:1 oranda karistirilldigi ve
organojel nano-emiilsiyon formunda y-orizanol [-sitosteroliin kompleks olusturdugu
nano-emiilsiyon ornekleri oksadatif bakimdan stabil ¢oklu doymamis yag asidi
icermeyen MCT de hazirlanmais, oksidatif bakimdan stabil olmayan keten tohumu yagi
ile hazirlanan nano-emiilsiyon ile karistirilmistir. Elde edilen sonuglar oldukea ilging
olup, f-sitosterol iceren MCT emiilsiyonu ile karistirilan keten tohumu yagi
emiilsiyonunun oksidasyona karsi antioksidan degil prooksidan etki gosterdigi
gbzlemlenmis, y-orizanol iceren orneklerin ise oksidasyona karsi antioksidan etki ile
koruma sagladig1 goriilmiistiir. MCT emiilsiyon damlaciklar igerisindeki bilesenlerin
keten tohumu yagi emiilsiyon damlaciklar1 igerisine gecerek antioksidan ya da
prooksidan etki etmesi sonucu elde edilen sonuglar 1s181nda y-orizanol iceren nano-
emiilsiyon ve y-orizanol ve -Sitosteroliin ayr1 ayri1 hazirlanarak karistirildiktan sonra
keten tohumu yag1 nano-emiilsiyonuna karistirildigi 6rneklerde diger 6rneklere kiyasla
daha oksidatif bakimdan stabil bir profil goriiliirken organojel nano-emiilsiyon
orneginin ilavesinin kontrol 6rnegine kiyasla koruma sagladig: goriilmektedir. Keten
tohumu yagi nano-emiilsiyonlarinin fiziksel stabilitelerinin korunmasina katkida
bulunan 6rnegin ise digerlerine kiyasla en ¢ok organojel nano-emiilsiyon 6rneginin
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarin oksidatif ve fiziksel stabilite bakimindan
onemli farkliliklar oldugunu gdstermesi dolayli yoldan organojel nano-emiilsiyon
orneginde y-orizanol ve [-sitosterol molekiillerinin kendiliginden bilesimle kompleks
yapilar meydana getirip, nano 6lgekli bir ortamda organojel olusumunu saglandigini
dogrular nitelikte olmast bakimindan oldukca dnemlidir. Ayrica oksidatif bozulmaya
kars1 antioksidan bilesiklerin farkli iiretim kosullarinda elde edildikten sonra nano-
emiilsiyon damlaciklar arasi taginmayla etki gdosterebildiginin deneysel olarak
kanitlandigt bu c¢aligma nano-emiilsiyon sistemlere yeni bir bakis acis1

kazandirabilecek ileri ki bir¢ok ¢alismaya model olusturabilecek niteliktedir.
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Nano boyutta tasarlanan organojel emiilsiyon tiretimleri gerceklestirilmistir
ancak; farkl jelator, farkli emiilsiifiyer, farkli biyoaktif nutrasdtikler ve vitaminlerin
oldugu denemelerle organojel nano-emiisiyon sistemde avantajlarinin  ve
dezavantajlarimin  aragtirilmasi, yeni ¢Oziim yollarinin  ve uygulamalarin

tasarlanabilmesi bakimindan 6nemlidir.
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EK 2. y-Orizanol’e Ait Saglayici Firmadan Temin Edilen Uriin Bilgisi
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EK 3. Standart f-Karoten Kalibrasyon Egrisi
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EK 4. Standart Kiimene-Hidroperoksit Kalibrasyon Egrisi (PV Analizi)
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EK 5. Standart TEP Kalibrasyon Egrisi (TBARS Analizi)
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