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OZET

Resveratrol, en fazla kirmizi tiziimiin kabugunda ve ¢ekirdeklerinde bulunan bitki kaynakli
polifenolik bir bilesiktir. Antioksidan, anti-enflamatuvar, anti-kanserojen, anti-obezite ve
kalp/beyin koruyucu etkileri de dahil olmak iizere insan sagligi {izerine ¢ok 6nemli olumlu
etkileri oldugu ispatlanmistir. Bu calismada resveratroliin, kontrollii salim ydntemlerinden
biri olan mikrokiireler igerisine hapsedilme yontemi uygulanmistir. Resveratrolii
kapsitillemek iizere sodyum aljinat (NaAlg) ve Jelatin/NaAlg blend kiireleri hazirlanmstir.
Resveratroliin kapsiillenmesinde, stabilite, biiyiikliik dagilimlarinin kontrol edilebilir olmasi
ve suda ¢oziinen etken maddeler i¢in yliksek yiikleme kapasitesine sahip olmalar1 nedeni ile
dogal polimerler tercih edilmistir. Resveratrol yiiklii mikrokiirelerin olusturulmasinda
iyonotropik jelasyon yontemi kullanilmis olup ¢apraz baglayici olarak CaClz kullanilmistir.
SEM, FTIR, DSC, XRD yontemleri ile karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. DPPH
yontemi ile antioksidan aktivite tayini yapilmistir. Ayrica mikrokiirelerin denge sigme
degerleri, tutuklama degerleri ve salim profilleri incelenmistir. Polimer orani, c¢apraz
baglayict derisimi ve siiresinin, etken madde/polimer oraninin, tutuklama verimi ve
resveratroliin salimi iizerine etkisi incelenmistir. 1,2; 6,8 ve 7,4 pH degerlerinde salim
caligmalar1 gerceklestirilmis olup salim ortaminin pH degeri arttikga toplam resveratrol
salimmin arttifi gozlenmistir. Etken madde/polimer orami arttikgca mikrokiirelerden
resveratrol salimi1 NaAlg ve Jelatin/NaAlg mikrokiirelerde artmis, ayn1 zamanda tutuklama
verimi de dikkate deger oOl¢iide artis gostermistir. Salim igin en iyi kosullarin 1/1
Jelatin/NaAlg(w/w) polimer orani, ¢capraz baglayici derisimi 1M; 1/2 etken madde/polimer
orani ve ¢apraz baglama siiresi 45 dakika olarak belirlenmistir. Bu kosullarda tutuklama
verimi % 63,19, 6 saatlik salim sonucu %75,3 olarak bulunmustur. Ayrica, kiire igine
hapsedilmis resveratroliin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Antioksidan
ozelligi géz Oniine alinarak antikanser 6zelliginin detayli arastirilmasi, ilag olarak kullanilip
kullanilmayacagina karar verildikten sonra faz caligmalarina baglanmasi onerilmektedir.
Resveratrol’lin kullanimina iligskin daha ileri ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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ABSTRACT

Resveratrol is a plant-derived polyphenolic compound found mostly in the skin and seed of
red grapes. Resveratrol has been reported to have various benefits for human health,
including antioxidant, anti-inflammatory, anti-carcinogenic, anti-obesity, and heart/brain
protective effects. In this study, encapsulation of resveratrol into microspheres, which is one
of the controlled release methods, have been applied. Microbeads of sodium alginate
(NaAlg) and gelatine/sodium alginate blend microbeads were prepared to encapsulate
resveratrol. Natural polymers have been preferred in the encapsulation of resveratrol because
of stability, size distributions being controllable and high loading capacity for water-soluble
active substances. lonotropic gelation method was used in the formation of resveratrol-
loaded microbeads. CaCl, was used as a crosslinking agent. The prepared microbeads were
characterized by scanning electron microscopy (SEM), fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy, differential scanning calorimetry (DSC) and X-Ray diffraction (XRD).
Antioxidant capacity was determined by DPPH method. Furthermore, microbeads were
characterized by equilibrium swelling values, entrapment efficiency values and release
profiles. The release studies were carried out at respectively 1,2; 6,8 and 7,4 pH values and
it was observed that as the pH of the medium increased cumulative drug release increased.
Resveratrol release from the microspheres increased in both NaAlg and gelatin / NaAlg
microspheres as the drug / polymer ratio increased. Meanwhile, the entrapment efficiency
also increased considerably. Optimum conditions for the preparation and release of the
microspheres were determined as Gelatine/NaAlg (w/w):1/1, CaCl2 crosslinker
concentration:1 M, drug/polymer ratio (w/w):1/2, crosslinking time:45 minutes. The
cumulative release at these conditions was found to be 75,3 % at the end of 6 hours and
entrapment efficiency was found to be 63,19%.Also, antioxidant activity observed by DPPH
method, resveratrol loaded micropsheres showed higher antioxidant activity. It is
recommended to investigate the anticancer feature in detail and to start phase | studies.
Further studies are needed for resveratrol.
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tecriibesiyle degerli katkilarin1 esirgemeyen Ozverili ve sabirli tutumuyla her daim yol
gosterici olan tez damismanim Dog. Dr. A.Giilgin SAGDICOGLU CELEP’e, deneysel
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Ebru KONDOLOT SOLAK’ a, tez ¢alismam kapsaminda desteklerini esirgemeyen ikinci
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

pm Mikrometre

mL Mililitre

mg Miligram

°C Santigrat derece

Kisaltmalar Aciklamalar

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DSC Differential Scanning Calorimetry
(Diferansiyel Taramali Kalorimetre)

FDA Food and Drug Administration
(Amerikan Gida ve Ilag Dairesi)

FTIR Fourier Transform Infrared Spektroskopisi

HCI Hidroklorik asit

HPLC High Performance Liquid Chromatography
(Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi)

M Molar

NaAlg Sodyum aljinat

ROS Reaktif Oksijen Tiirleri

SEM Scanning Electron Microscope
(Taramal1 Elektron Mikroskobu)

uv Ultraviole

XRD X-Ray Diffraction (X-Isinlar1 Difraksiyonu)



1. GIRIS

Son yillarda, toplumda saglikli ve kaliteli yasam unsurlarina yonelik farkindaligin olusmasi
ile birlikte terapotik ve profilaktik dogal tirlinlere olan talep de artis gostermektedir. Diinya
Saglik Orgiitii verilerine gore ilaglarm % 25’i tibbi bitkilerden iiretilmektedir (Sahoo,
Manchikanti ve Dey, 2010). Tibbi bitkiler i¢erdikleri ¢esitli bilesenler nedeniyle farmasotik
ve tibbi alanlarda potansiyel kaynak olarak kullanilabilmektedirler. Bu bilesenlerden biri
olan fenolik bilesikler, bitkiler aleminde yer alan en genis kimyasal gruplardan birini

olusturmaktadir.

Fenolik bilesikler i¢cinde yer alan polifenoller, insan saglig1 lizerindeki potansiyel yararlar
nedeniyle biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar, polifenollerin bir¢ok
hastalik i¢in olasi bir tedavi se¢enegi sundugunu gostermektedir. Polifenollerin mevcut
kimyasal ilaglardan daha az yan etkiye sahip olmasi da dnemli bir avantaj sunmaktadir. Bu
nedenle, gida ve ila¢ endiistrisinde kullanilan fenolik bilesiklerin miktar1 her gecen yil

artmaktadir (Mohan, Narayanan, Sethuraman ve Krishnan, 2013).

Antioksidan 6zelliklere sahip olan polifenoller kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklar gibi oksidatif stres ile iligkili bir¢ok hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde 6nemli
bir rol oynamaktadirlar (Vladimir-kneZevi, Blazekovi, Stefan ve Babac, 2012). Bu grup
icerisinde yer alan resveratrol ise ila¢ ve tip alaninda yapilan arastirmalarda etki alan1 genis
bir polifenolik aktif bilesik olarak 6ne ¢ikmistir. Ancak polifenolik bilesiklerin kararsiz ve
kolayca okside olabilir olmasi, 1s1 ve 1518a karst duyarli olmasi uygulamalarim
sinirlamaktadir. Bu nedenle bu bilesikleri aktif molekiiler formda tutabilen koruyucu

mekanizmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Chen, Remondetto ve Subirade, 2006).

Yapilan aragtirmalar sonucu kapsiilleme teknolojisinin, biyoaktif bilesenleri korumak ve
gelismis Ozelliklere sahip yeni formiilasyonlar gelistirmek icin potansiyel bir yontem
olduguna gosterilmistir. Mikroenkapsiilasyon teknolojisinin ¢ekirdek malzemeyi bozulmaya
kars1 korumak, istenilen siire zarfinda sabit oranda yavagca salimini saglamak, istenmeyen
lezzeti veya tad1 onlemek gibi bircok avantaj saglayarak var olan sinirlamalarinin iistesinden
gelmek icin kullanilabilecek etkin bir teknoloji oldugu yapilan arastrimalar ile gésterilmistir

(Jeyakumari, Zynudheen ve Parvathy, 2016). Bunun yani sira bu teknolojinin temel avantaji



bilesiklerin salimini kontrol etme yetenegidir. S6z konusu salim mekanizmalari, kontrolli

ila¢ salim sistemleri olarak adlandirilmaktadir.

Kontrollii salim insan saglhiginin iyilestirilmesi ve gelistirilmesine katkida bulunan,
multidisipliner bir bilimsel yaklagim sunan bilimin 6nde gelen alanlarindan birini temsil
etmektedir. Bu sistemler geleneksel dozaj formlarina kiyasla gelistirilmis etkinlik, azaltilmig
toksisite, gelismis hasta uyumu ve rahathig1 gibi cesitli avantajlar sunmaktadir. Nano ve
mikrotasiyici sistemler ilag salim teknolojilerinde kullanilan en gézde teknolojidir (Singh,
Hemant, Ram ve Shiva, 2010). Arastirmalar etken maddenin mikro/nanotastyicilar igine
hapsedilmesinin gelismis ilag ¢oziiniirligl, kontrollii ilag salimi, gelismis biyoyararlanim,
artan stabilite ve uzun siireli saklama kosullarina olumlu ydnde etkisi oldugunu

gostermektedir (Aggarwal ve digerleri, 2004).

Bu tez calismasinda, polifenolik bir bilesik olan resveratrol Jelatin/NaAlg blend
mikrokiireler icine enkapsiile edilmistir ve salim caligmalar1 yapilmistir. Resveratroliin
mikrokiire i¢ine enkaspiile edilmesi, bilesigin zayif yonleri olan suda ¢oziiniirliigiini,
kimyasal stabilitesini ve biyoyararlanimimi gelistirmek i¢in uygulanmaktadir. Caligma
kapsaminda, iyonotropik jelasyon yontemi ile resveratroliin sodyum aljinat (NaAlg)/ Jelatin
polimerleri i¢ine hapsedilmesiyle olusturulan mikrokiireler aracilifiyla farkli pH’larda
(mide, bagirsak giris ve bagirsak cikis) salimi ¢alisilmistir. Calismada NaAlg / Jelatinin
kalsiyum klortir ile ¢apraz baglanmasi saglanmistir. Ayrica mikrokiirelerin denge sisme
degerleri, tutuklama degerleri ve salim profilleri incelenmistir. Polimer oraninin, ¢apraz
baglayict derisimi ve siiresinin, etken madde/polimer oraninin, tutuklama verimi ve
resveratroliin salimi iizerine etkisi incelenmistir. SEM, FTIR, DSC, XRD yontemleri ile

karakterizasyon c¢aligmalari, DPPH yontemi ile antioksidan aktivite tayini yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkilerini notralize ederek ROS’larin neden
olduklar1 olumsuz siiregleri ve bir dizi hastalig1 engelleyen molekiillerdir. Antioksidanlar,
viicut tarafindan {retilen bir savunma mekanizmast oldugu gibi gidalarla da
alinabilmektedirler. ROS reaktifliklerine ve oksitlenme yeteneklerine bagli olarak serbest
radikaller dahil olmak {izere tiim yiiksek oranda reaktif oksijen iceren molekiilleri kapsayan
bir terimdir (Kumar, 2014). ROS tipleri hidroksil radikalini, siiperoksit anyon radikalini,
hidrojen peroksit, singlet oksijeni, nitrik oksit radikalini, hipoklorit radikalini ve ¢esitli lipid
peroksitlerini icerir. Hepsi membran lipidleri, niikleik asitler, proteinler ve enzimler ve diger
kii¢iik molekiiller ile reaksiyona girerek hiicresel hasara yol agabilmektedir (Badarinath ve
digerleri, 2010).

Biyomolekiilleri ROS'un zararli etkilerinden korumak icin antioksidanlar kullanilir.
Oksidasyon reaksiyonlari, sonunda hiicreye zarar veren veya oliimiine neden olan ¢oklu
zincir reaksiyonlarini baglatabilen serbest radikalleri iiretir. Antioksidanlar, bu serbest
radikal ara irilinlerini, kendilerini okside ederek wuzaklastirir ve diger oksidasyon
reaksiyonlarini inhibe eder, boylece zararli zincir reaksiyonlarini durdurur. Antioksidanlar,
diisiik konsantrasyonlarda bile oksidasyon siirecini inhibe edebilir ve bu nedenle viicutta

farkli fizyolojik role sahiptirler (Young ve Woodside, 2001).

Dolayisiyla, hastaliklar1 oOnleyici 6zelliginin yanisira daha kaliteli bir yasam i¢in
antioksidanlar insan saghg icin temeldir. Insan sagligimi etkileyen kardiyovaskiiler
hastaliklar, dejeneratif hastaliklar, yaslanma, karaciger hasari, katarakt, ateroskleroz ve
kanser gibi baslica hastaliklarin ¢ogu oksidatif siiregle iliskilidir. Antioksidanlar, hiicre

hasarii sinirlandirarak bu hastaliklar1 6nleyebilmektedir (Knight, 2000).

Son birkag yildir arastirmalar, antioksidanlarin doza ve biyoyararlanima bagli olarak insan
saglig1 tizerinde zararli etkileri olabilecegini de gostermistir. Bu nedenle, terapdtik
potansiyellerinden tam olarak yararlanmak i¢in insan saglhigmin gelistirilmesinde
antioksidanlarin faydasini dogrulamak gerekir (Shebis, lluz , Kinel-Tahan, Dubinsky ve
Yehoshua, 2013).



Canl hiicrelerde iki ana antioksidan grubu vardir.

1)Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon rediiktazi.

2)Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidan kaynaklari1 C vitamini, E vitamini, selenyum, ¢inko, beta
karoten, karoten, taurin ve glutatyondan olugmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar,
dogal besin kaynaklarindan elde edilebilmekte olup bu grupta en yaygin olarak goriilen ise

polifenol grubudur (Agarwal, Gupta ve Sekhon , 2008).

ANTIOKSIDANLAR
Enzimatik Antioksidanlar Ernzimatik olmayan Antioksidanlar
S0D, Katalaz, GSH-Px, ————
Glutatyon Rﬂdﬁktazi Mingrallar " . Crganosiilfir Bilegikleri
Cinko, Selenyum Allium, Allil Salfit, Indoller
Vitaminler " Karotenoidler
Vitamin A, Vitamin C Beta-Karoten, Likopen, Lutein
Vitamin E, Vitamin K
Ditgiik Molekiiler Agrlikl | ¥ Antioksidan KEafakidrler
Antioksidanlar K im Q
Glutatyon, Urik Asit OEAZUN Lo
Polifenoller *
l Y l
Flavoneddler Stilhenoitler Fenolik Asitler
{(RESVERATROL)

Sekil 2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Agarwal ve digerleri, 2008).

Antioksidanlarin polimerik mikro/nanopartikiiller iginde kapsiillenmesi, bu bilesenlerin

biyoyararlanimini arttirmada umut vadetmektedir. Mikro/nanopartikiiller, salim sirasinda



biyoaktif bilesenin minimum diizeyde bozulmasi ile antioksidan spesifik etki bdlgesine
ulagtirmak i¢in tasarlanabilmektedir. Antioksidanlar, polimerin bozunma profilini kontrol
ederek, uygun polimer segilerek ve hiicre ortami (6rnegin sicaklik, pH, enzimler, iyonik

kuvvet) saglanarak kontrollii bir sekilde salinabilmektedir (Garti, 2008).

2.1.1. Polifenoller

Fenolik bilesikler, bitkiler aleminde yer alan en genis kimyasal gruplardan birini
olusturmaktadir. 8000'den fazla bilesigin izole edildigi ve tanimlandig1 tahmin edilmektedir
(Syngletary, Jackson ve Milner, 2005). Polifenoller, ortak yapilara sahip olan
polihidroksillenmis fitokimyasallardir. Bir veya daha fazla fenol kismi bulunan bitki
kaynakli fitokimyasal bilesiklerin, ciddi hastaliklara kars1 ¢ok ¢esitli terapotik potansiyeller
tirettigi bilinmektedir (Rein ve digerleri, 2012). Flavonoidler, fenolik asitler ve stilbenoitler
olmak {izere ii¢ ana alt sinifa boliinmektedirler. Bugiine kadar izole edilmis bilesiklerin cogu

flavonoidlerin alt sinifina aittir.

Fenolik asitler genellikle iki ana gruba ayrilmaktadir. Yedi karbon atomu iceren benzoik
asitlerden veya dokuz karbon atomu iceren sinnamik asitlerden elde edilmektedirler
(Duthie, Duthie ve Kyle, 2000). Biitiin bu bilesikler hidroksiledir. izole edilmis ana
bilesiklere gallik asit, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve gentisik asit
ornek verilebilir. Stilbenoitlerin alt sinifi ise polihidroksile stilbenlerdir, ana temsilcisi

resveratrol'diir (Ozcan ve digerleri, 2014).
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Sekil 2.2. Bazi polifenollerin kimyasal yapis1 (Harbone ve Williams, 2000).



Polifenoller, serbest radikallerin elimine edilmesi, diger antioksidanlarin (6rn. E vitamini)
korunmas1 ve yenilenmesi ile prooksidan metallerin selasyonu dahil olmak iizere cesitli
mekanizmalarla saglik yararlar1 saglamaktadir. insan fizyolojisi a¢isindan bakildiginda,
polifenoller yaslanma karsiti, anti-enflamatuvar, anti-oksidan ve anti-proliferatif etkiler gibi
viicudun savunma tepkilerinde hayati 6neme sahiptir. Bu nedenle, oksidatif stresin yonetimi
ile diyabet, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bazi kronik hastaliklarin insidansini
azaltacak yiiksek antioksidan bilesik icerigine sahip bu tiir bitkisel besinleri gida olarak
tiketmek olduk¢a sagliklidir. Ayrica, polifenoller insan diyetlerinde en bol bulunan
antioksidanlardandir. Cok sayida ¢aligsma, insan saglig1 iizerinde koruyucu etkileri oldugunu
ve saglikli ve dengeli bir diyetin kilit bilesenleri oldugunu dogrulamaktadir (Lima ve
digerleri, 2014).

Antiobezite etki
Antidiyabet etki
Kalp Hast.Koruyuc
Norodejenaratif
Koruyucu etki
Anti Tumor etki

ROS supurme
Glikoz emilimi
Mitokondrial biyojene

Sekil 2.3. Polifenol tiiketiminin faydalari (Lima ve digerleri, 2014).

Stilbenler

Stilbenler, yapisal olarak, aromatik halkalar iizerinde hidroksil gruplar1 tasiyan 1,2-
difeniletilen ¢ekirdeginin varligi ile karakterize edilmektedir. Monomerler veya oligomerler
seklinde bulunmaktadirlar. En iyi bilinen bilesik, bir trihidroksistilben iskeletine sahip olan
trans-resveratroldiir (Del Rio ve digerleri, 2012; King ve Young, 1999). Stilbenlerin ana

kaynaklar1 tiziim, sarap, soya, yerfistig1 ve yerfistigi tiirevleridir (Halliwell, 2002).



Fenolik bilesiklerin biyoyararlanimi

Belirli bir fenolik bilesigin hedeflenen dokuya potansiyel terapdtik etkileri, bilesigin
biyolojik  aktivitesini  degistirebilecek  fiziksel  yapisinda  meydana  gelen

biyotransformasyonun derecesine baglidir (Ruotolo ve digerleri, 2014).

Fenolik bilesiklerin biyoyararlanimmin arttirilmasi, hedeflenen dokulardaki kronik
hastaliklara kars1 terapétik etkisinin iyilestirilmesinde ¢ok dnemli bir role sahiptir (Spigoni
ve digerleri, 2017). Ancak, polifenolik bilesikler, oksijene, 1518a ve 1s1ya kars1 ¢cok duyarlhdir.
Bu problemler enkapsiilasyon yontemi ile ¢dziimlenebilmektedir. Kapsiilleme, bilesiklerin
bozulmadan, oksidasyondan korunmasi icin etkili bir yontemdir. Bu nedenle fenolik
bilesiklerin biyoyararlanimini arttirmak i¢in nanopartikiiller ve mikro tasiyici sistemler
kullanilarak kimyasal ve teknolojik modifikasyon yontemleri gibi bir¢ok yOntem
gelistirilmistir (Tsume, Incecayir, Song , Hilfinger ve Amidon, 2014). Biyoaktif bilesiklerin
biyoyararlaniominin arttirilmasinda kullanilan nano/mikro enkapsiilasyon teknolojisinde
polimerler, kitosan, dendrimerler ve siklodekstrinler kullanilan yaygin malzemeler
arasindadir. Nanoteknoloji, hedef dokularda fenolik biyoyararlanim gelistirilmesinde yaygin
olarak uygulanmaktadir. Nano/mikro sistemlerin kullanilmasi fenolik bilesiklerin, metabolik
biyotransformasyonu Onleyerek fiziksel yapilarim1 kaybetmeden hedef dokulara

ulagmalarina aracilik etmektedir (Rosas ve digerleri, 2017).

Son yillarda enkapsiilasyon teknolojisi fenolik bilesiklerin emilimini ve biyoyararlanimini
arttirmak i¢in potansiyel bir yontem olarak yaygin bir sekilde kullanilmakta ve ¢aligmalar

yapilmaktadir (Munin ve Levy, 2011).

2.1.2. Resveratrol

Resveratrol (trans-resveratrol; trans-3,5,40-trihidroksi-stilben), molekiil yapis1 bakimindan
bir metilen kopriisii ile birlesmis 2 aromatik halkadan olusan, stilben ailesinden bir bilesiktir.
Resveratrol ilk olarak 1940 yilinda ak¢opleme bitkisinin (Veratrum grandiflorum O. Loes)
koklerinde bulunan bir bilesen olarak tanimlanmistir (Takaoka, 1939). Daha sonra
geleneksel Cin ve Japon tibbinda kullanilan Japonca'da Ko-jo-kon olarak adlandirilan
kurutulmus Japon madimagi (Polygonum cuspidatum Sieb.&Zucc.) koklerinde bulunmustur

(Vastano ve digerleri, 2000). Bitkiler aleminde 30'dan fazla stilben ve stilben glikoziti



tamimlanmistir (Soleas, Diamandis ve Goldberg , 1997). Resveratrol, en az 72 bitki tiiriinde
bulunmaktadir ve 3 molekiil malonil CoA molekiilii ile 1 molekiil 4-kumaril CoA molekiilii
arasinda yogunlagma reaksiyonu ile olusmaktadir (Dercks ve Creasy , 1989; Soleas,
Diamandis ve Goldberg , 1997). Bilesik, Polygonum cuspidatum, okaliptiis ve ladin gibi
agaclarda cokca bulunmaktadir. Ancak, yenilebilir bitkilerde nadir goriilmektedir. Birincil

diyet kaynaklart yerfistigi, yerfistigi yagi, tizim ve saraptir (Hillis, Hart ve Yazaki , 1974).

Kelebek(orkide) agaci
Bauhinea sp.

Yer fistigi Jackfruit
Arachis hypogea Artocarpus sp.

Ve
Okaliptus
Eucalyptus globulus

o/

Sangarh Japon madimagi(Ko-jo-kon) 15gin Yaban mersini
Pinus sylvestris  Polygonum cuspiuatum  Rheum rhaponticum Vaccinum sp,

Kizilcik Ak copleme bitkisi Gelin sogani Uziim
Vaccinum sp, Veratrum grandifiorum Veratrum sp, Vitis vinifera

Resim 2.1. Resveratroliin bitki kaynaklar1 (Aggarwal ve Shishodia, 2006)
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Kumaroil CoA
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HO

HO'

Resveratral

Sekil 2.4. Bitkilerde resveratrol sentezi (King, Bomser ve Min, 2006)

1976 yilinda iiziim sarabinda (Vitis vinifera) resveratrole rastlanmis olup liziimiin kabugunda
yogun bulundugu belirtilmistir. Ayrica liziim g¢esidinin resveratrol konsantrasyonunu da
etkiledigi, kirmizi iiziim cesitlerinde beyaz iizlim c¢esitlerine kiyasla daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu kesfedilmistir (Sieman ve Creasy, 1992). Taze {iziim
kabuklarinda bulunan resveratrol miktar1 gram basina 50 ile 100 pg araligindadir. Saraptaki

konsantrasyonu ise litre basina 0,2 ila 7,7 mg arasinda degiskenlik gostermektedir.

Resveratroliin yapisi

Resveratrol molekiiler formiilii C14H1203, 253- 255 °C arasinda erime noktasina sahip,
molekiil agirhigi 228.25 g / mol olan kirli beyaz bir tozdur. Resveratrol, cis ve trans olmak
tizere 2 yapisal izomerik formda bulunur, trans formu daha yaygindir ve biyolojik olarak

aktiftir (Aggarwal ve Shishodia, 2006).
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Trans-resveratrol (trans-3,4’ 5-trihydroxystilbene)

Cis-resveratrol (cis-3.4" 5-trihydroxystilbene)

Sekil 2.5. Resveratroliin kimyasal yapis1 (Aggarwal ve Shishodia, 2006)

Bilesik, 1s1ya veya ultraviyole 1s1na maruz kaldiginda cis- formuna doniismektedir. Bilesigin
karakteristik 6zelligi, bitkilerde dogal olarak olusan bir fenol olmasidir ve antioksidan
ozelliklere sahip olmasidir. Ekstre edildiginde, resveratroliin suda ¢oziiniirliigii diistiktiir.
Resveratrol antioksidan aktiviteye sahip oldugundan oksidasyonu inhibe edebilmekte ve
hiicrelere zarar verebilecek serbest radikalleri siipiirebilmektedir. Oksijene temas, normal
oda kosullari, 151k ve 1s1, bilesigin biitiinligiini ve safligin1 degistirmektedir (Baur ve
Sinclair , 2006).

Son on yildir, resveratrol ve analoglarinin varligini ve miktar tayinini yapmak i¢in HPLC ve
gaz kromatografisi (GC) gibi cesitli yontemler gelistirilmistir. Resveratroliin eldesi oldukga
kisithidir. Bir kg kuru tiziim kabugundan 92 mg resveratrol elde edilebilmektedir (Aggarwal
ve Shishodia, 2006).

Bitkiler aleminde bir antibiyotik olarak da kabul edilen resveratrol'iin, enfeksiyon ve
yaralanmaya kars1 viicudun savunma mekanizmasinda dnemli rol oynadigi gosterilmistir
(Lu ve Serrero, 1999). Ayrica, insan viicudunda bir¢ok faydali fizyolojik aktiviteye sahiptir.
Enflamasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet, Alzheimer hastaligt ve
otoimmiin hastaliklar dahil olmak iizere pek ¢ok hastaligin onlenmesinde 6nemli role
sahiptir. Ayrica, resveratrol, antioksidan ve antienflamatuvar aktiviteler gostermekte olup
bu nedenle bahsi gecen hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir ara¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir

(Shi ve digerleri, 2004).
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Resveratroliin metabolizmasi

Resveratroliin sindirimi, ag1z yoluyla alindiginda, alt gastrointestinal sistemde (bagirsaklarin
epitel hiicreleri) gergeklesir. 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada arastirmacilar resveratrolii
intravendz ve oral olarak test etmis ve biyoyararlaniminin diisiik oldugunu, ancak ilacin
dolasim hizinin yiliksek oldugunu kanitlamislardir. Oral yoldan alinan 25 mg resveratroliin
en az %70’1 bagirsaklardan hizli bir sekilde absorbe edilmistir. Oral yoldan alindiginda
giinde 20-50 mg arasinda alinmasi gerektigi vurgulanmistir (Walle, Hsieh, DelLegge ve
Oatis , 2004). insanlarda yapilan calismalarda, resveratroliin iyi tolere edildigi ve advers
etkilere oldukg¢a nadir rastalandigi gosterilmistir (Pannu ve Bhatnagar, 2019). Ancak dozun
5 gram iizerine ¢iktiginda toksik oldugu belirtilmistir. Yiiksek dozda resveratrol (2,5 ve 5 g)
hafif ve orta siddette gastrointestinal semptomlarla iligkilendirilmistir (Sergides ve digerleri,
2016). Resveratroliin plazma yarilanma émriiniin 9.2 =+ 0.6 h oldugu belirlenmistir (Walle,

Hsieh, DelLegge ve Oatis , 2004).

Resveratrol oral yolla alindiktan bir siire sonra karaciger ve bagirsak epitel hiicrelerinde hizla
glukuronid ve siilfat konjugatlarina déntismekte ve metabolize olmaktadir. In vivo yapilan
caligmalar neticesinde plazmada resveratroliin en Onemli metabolitinin siilfat oldugu
sonucuna varilmistir (Walle, 2011). Bilesigin hizli metabolizma olma 6zelligini yavaslatmak
ve terapOtik etkisini gelistirmek i¢in polimerik mikro/nanopartikiiller gibi ilag tasiyict

sistemlerinden faydalanilmaktadir.

Insanlarda resveratrol, ister glikol ister ister glikosidik formda olsun, oral tiiketimden sonra
oldukea hizli bir sekilde emilmektedir. Hem plazma hem de idrardaki resveratrol seviyeleri,
kolayca tespit edilebilmektedir ve en yiiksek plazma konsantrasyonlari, alimdan yaklagik
30-60 dakika sonra elde edilmektedir. Oral uygulamadan sonra, plazma ve serumdaki serbest
resveratrol miktari, toplam resveratrol miktarinin % 2'sinden daha azini olusturmaktadir.
Bununla birlikte, siilfat ve glukuronid konjugatlart meydana gelmektedir(Wenzel, 2005).
Resveratroliin viicuttan atilimi1 idrarla ve feges ile saglanmaktadir (Neves, Lucio, Lima ve

Reis, 2012).
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- Agiz Ince Bagirsak
e pH5-7 e pHG6-75
e Enzimler e Enzimler
o Tuzlar e Safra tuzlan
e Biyopolimerler e Biyopolimerler
e 560sn o 1-2saat
 Mide
* pH13 Kalin Bagirsak
e Enzimler o pH5-7
o Tuzlar e Enzimler
e Biyopolimerler e Bakteri
o 30dk-4 saad e 1224 saad

Sekil 2.6. Ksenobiyotiklerin gastrointestinal sistemden gecisi ve ¢esitli faktorler (Le,
Lovalenti ve Abdul-Fattah, 2015)

2.1.3. Resveratroliin saghk iizerine etkileri

In vitro ve in vivo ¢alismalar, resveratroliin anti-kanserojenik, anti-enflamatuvar, anti-
obezite ve kalp / beyin koruyucu etkileri de dahil olmak iizere bir dizi potansiyel saglik
faydasina sahip oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, gidalar ve farmasotik iirtinlerde
resveratroliin biyoaktif bir ajan olarak kullanilmasina biiyiik ilgi duyulmaktadir (Brown ve
digerleri, 2009). Ayrica resveratrol, miyokard enfarktiisii, aritmi hipertansiyon, hipertrofi,
fibroz, ateroskleroz ve trombozu inhibe ederek koroner kalp hastaligina karsi miicadeleye
de yardimci olabilmektedir (Brown ve digerleri, 2009). Resveratrol igeren gidalarin artan
tiiketiminin ana sebeplerinden birinin saglik iizerindeki olumlu faydalar ile iliskili oldugu

ongoriilmektedir (King, Bomser ve Min, 2006).
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Sekil 2.7. Resveratrol molekiiliiniin saglik iizerine etkileri

Anti-oksidan etkisi

Bir antioksidan olarak resveratrol, oksidatif stres kaynakli hiicresel hasar1 ve hastaliklarin
olusumunu 6nleyebilmekte veya geciktirebilmektedir. Oksidatif stresin neden oldugu asir1
hasar, hiicrelerin apoptoza ugramasina neden olabilir. Resveratrol'iin, Isvicre 3T3 fare
fibroblastlari, sigan feokromositoma (PC12), insan periferal kan mononiikleer (PBM) ve
insan retinal pigment epitel (RPE) hiicreleri (Jang ve Surh , 2001) dahil olmak iizere gesitli
hiicre hatlarinda oksidatif kaynakli apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (Losa, 2003). Ayrica
resveratrol antioksidan aktivitesi ile iliskili olarak aterosklerozun (damar sertligi)

ilerlemesine kars1 da koruma saglayabilmektedir (Fr’emont , Belguendouz ve Delpal , 1999).

Son olarak 2019 yilinda Alamo ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, 6zellikle sigara
icen erkeklerde goriilen kisirlik sebebinin sperm hareketliligini ve kromatin biitiinliigiini
bozan ve oksidatif stresi arttiran sigara dumani bileseni ve kanserojen bir madde olan BaP
(benzopiren) kaynakli oldugu belirtilmistir. Resveratroliin, antagonist ve antioksidan
ozellikleri sayesinde, BaP’1n etkisini baskilayarak sperm hareketliligini, anormal kromatin
kompaktligini iyilestirdigi ve oksidatif stresi diislirdiigii bulunmustur (Alamo ve digerleri,
2019).
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Kanser-kemopreventif etkisi

Resveratrol kanser hiicrelerine kars1 kemoterapotik ve sitotoksik etkiler gostermektedir.
Ayrica ilaca direngli tiimor hiicrelerini ilaca bagli etkilere duyarli hale gelmesinde hassasiyet
kazandirmaktadir. Bu bulgular, resveratrol'iin kanser hastaliginin klinik tedavisinde
potansiyel uygulama alani oldugunu 6ne ¢ikarmaktadir. Son yillarda yapilan aragtirmalar
resveratroliin  potansiyel bir kemopreventif ajan oldugunu ortaya koymaktadir.
Resveratrol'iin cilt, karaciger, kolon, meme, akciger dahil olmak iizere ¢ok cesitli timorlerde
kemopreventif bir rol oynadig1 bir ¢ok arastirma ile gosterilmistir (Cal ve digerleri, 2003).
Resveratroliin birka¢ kemopreventif etkisi bildirilmis olmasina ragmen buna yo6nelik in vivo

caligmalar oldukg¢a azdir (Cal ve digerleri, 2003).

1999 yilinda Lu ve Serrero tarafindan yapilan bir ¢alismada, resveratroliin dstrojen reseptorii
(ER) -pozitif meme kanseri MCF-7 (insan meme adenokarsinoma hiicreleri) hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica resveratroliin kendisi de kismi bir ER agonisti
oldugunu, hem hiicresel seviyede (hiicre biiylimesi) hem de molekiiler seviyede (gen
aktivasyonu) doza bagl bir sekilde E2'nin (Gstradiol) biiyiimesini uyarici etkisi oldugunu

ortaya ¢ikarmiglardir (Lu ve Serrero, 1999).

2016 yilinda Koga ve arkadaslar tarafindan resveratroliin yumurtalik karsinomu hiicre
hatlarina etkisi hakkinda testler yapilmis olup kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini ve hayatta

kalmasini engelledigi bulunmustur (Koga, 2016).

Anti-obezite etkisi

Resveratrol'iin obezite iizerinde de olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Yiiksek yag
diyetinde olan farelere resveratrol takviyesi yapildiginda, viicut agirligi artisini, visseral
yaglar1 adipogenez ve iltihaplanma ile ilgili plazma biyobelirteglerini azalttigi gosterilmistir
(Kim, Jin, Choi ve Park , 2011). Resveratrol'iin toklugu artirabilecegi ve asir1 yag birikimini
engelledigi diisiinilmektedir (Carpéné ve digerleri, 2019). Ayrica Nisan 2019°da Huang ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alisma ile resveratroliin PKA / LKB1 / AMPK vyolag ile
mitokondriyal bozukluk ve oksidatif stresi tersine ¢evirerek yaslh siganlarda yiiksek yagli

diyet kaynakli kas atrofisini dnledigi gézlenmistir (Huang ve digerleri, 2019) Bu bulgular
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resveratroliin sarkopenik obezitenin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in potansiyel olabilecegini

gostermektedir.

Kardiyoprotektif etkisi

Resveratrol, kardiyovaskiiler hastaliklardan korunulmasi ve hastalifin gelisme riskinin
azaltilmasinda umut vadeden bir bilesen olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan in vitro
caligamalara gore resveratrol, diisik yogunluklu lipoprotein (LDL kolesterol)
oksidasyonunu ve trombosit agregasyonunu azaltmakta ve 6nlemektedir (Das ve Das, 2010).
Ayrica, antiaterosklerotik etkisi dahil olmak iizere bir dizi ek kardiyoprotektif 6zellige
sahiptir. Diinyada, ateroskleroz ve koroner arter hastalifi (KAH), en 6nemli morbidite ve
mortalite sebeplerinden biridir. Resveratrol, LDL kolestrol seviyesini diislirerek koroner
aterosklerozun ilerlemesini ve morbidite/ mortalite oraninin azalmasin1 saglamaktadir
(Nissen ve digerleri, 2004). Trombosit agregasyonunu Onleyici 6zelliginden yola ¢ikarak,
resveratrol tarafindan Siklooksijenaz-1 (COX-1) enzimi inhibe edilerek kan akisi

saglanmaktadir ve piht1 olusumu azaltilmaktadir (Sousa Cardoso, 2017).

Ayrica resveratroliin sigara igen yetiskin bireylerde kardiyovaskiiler saglhig: tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in klinik bir ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Uzun siireli sigara i¢iminin,
kardiyovaskiiler hastaliga neden olabilecegi, yiiksek konsantrasyonlarda C-reaktif protein
(CRP) olusumu ile antioksidan dengesizligine ve enflamasyona yol agtigi sonucuna
varilmistir. Resveratrol ile tedavinin hastalarda sistemik enflamasyonu ve karacigerden

salinan CRP'yi azalttig1 tespit edilmistir (Bo ve digerleri, 2013).

Anti-enflamatuvar etkisi

Resveratrol, sirtuin protein ailesinin memeli formlarindan biri olan SIRTIl'in bir
aktivatoriidiir. SIRT1, transkripsiyon faktorleri dahil olmak iizere histonlar1 ve histon
olmayan proteinleri deasetile eder. SIRT1 tarafindan diizenlenen yolak, metabolizmayi, stres
direncini, hiicre sag kalimini, hiicresel yaglanmayi, enflamasyon-bagisiklik fonksiyonunu,
endotel fonksiyonlarini ve sirkadiyen ritimleri etkilemektedir. Literatiirde resveratroliin
SIRT1' aktive ettigi gosterilmistir. Bu nedenle enflamasyon ve hiicre dongiisii kusurlarindan
etkilenen hastaliklara fayda sagladigi tahmin edilmektedir (Chung, Yao, Caito, Hwang,

Arunachalam ve Rahman, 2010). Yapilan c¢aligmalar sonucunda, resveratroliin
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enflamasyonu, immiin cevabi ve uyaranlara hiicresel cevabi diizenleyen niikleer faktér kB
(NF-xB) sinyal yolunu etkiledigi ortaya ¢ikmustir. Ek olarak, IGF-1R / Akt / Wnt yolaklarini
onemli Ol¢lide inhibe ettigi ve p53°i (timor baskilayici protein ) aktive ettigi gosterilmistir.

Bu da hiicre gelisimini ve tiimor olusumunu etkilemektedir (Kundu, 2006).

Ayrica resveratroliin antiviral, antibakteriyel ve antidiyabet gibi sayabilecegimiz birgok
etkisi vardir. Literatlirde resveratroliin HIV1 'e ve Herpes simpleks viriisiine kars1 antiviral
etkiler gosterdigi kanitlanmistir (Docherty ve digerleri, 2005). Antidiyabet etksine bagh
olarak yasa bagli, kronik Tip II diyabet gibi hastaliklarin baslangicin1 geciktirmekte olup
insiilin duyarliligin1 arttirmakta ve kanda glikoz seviyelerini azaltmaktadir (Wu ve digerleri,

2016).

2.1.4. Literatiirde yer alan resveratrol calismalari

Terapétik olarak biiylik bir potansiyele sahip olan resveratrol bir takim sinirlamalarla karsi
karstyadir. Kisa biyolojik yar1 6mrii, hizli metabolizmasi, kimyasal olarak kararsiz olmast,
yiiksek derecede 1s18a duyarli olmasi ve suda diisiik ¢oziiniirliik gostermesi nedeniyle diisiik
biyoyararlanim sergiler (Wang ve digerleri, 2017). Zayif biyoyararlanimi, hedef dokulara
bagarili bir sekilde ulagsmasimi ve tedavinin saglanmasini engellemektedir (Berman,
Motechin, Wiesenfeld ve Holz, 2017). Resveratrol, kan dolasimina ulastiktan sonra hizla

emilir, karacigerde metabolize edilir ve hizli bir sekilde elimine edilir.

Literatiirde bilesigin stabilitesini, biyoyararlanimini ve suda ¢oziiniirliiglinii arttirmak i¢in
mikro ve nano boyutta kapsiillenmesine odaklanilmistir. Enkapsiilasyon yontemi ilacin zayif

yonlerinin gelistirilmesinde potansiyel bir yaklagim sunmaktadir.

Lee ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada (2013), resveratrol igeren yer fistig
ekstresinin mikroenkaspsiilasyon yontemi ile fizikokimyasal ozellikleri incelenmistir.
Mikropartikiiller, emiilsifikasyon yontemi ile hazirlanmis ve sonrasinda piiskiirterek
kurutma yontemi ile toz haline getirilmistir. Mikrokapsiillerinin, pH, viskozite, renk ve
lezzet gibi oOzelliklerini kaybetmeden takviye gida olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir (Lee, Mijan, Ganesan, Yoo ve Kwak, 2013).



17

Peng ve arkadaslarn tarafindan yapilan calismada (2010) vanilinin kitosan ile g¢apraz
baglanmasi ile resveratroliin enkaspsiilasyonu ve kontrolli salimi ele alinmistir. Caligmanin
sonucuna gore vanilindeki aldehit gruplar1 ve kitosandaki amino gruplari, schiff baz
reaksiyonuna girmekte ve resveratroliin stabilizasyonunu ve kontrolli salimini
destekleyecek bir ag yapist olusturmaktadir. Mikrokiireler emiilsiyon kimyasal ¢apraz
baglama yontemi ile hazirlanmis ve c¢apraz baglayici olarak vanilin kullanilmistir.
Resveratroliin mikrokiireler igerisindeki kapsiilleme verimliligi %93.68'e kadar ¢ikmustir.
Mikrokiireler i¢inde hapsedilen resveratroliin serbest resveratrol ile karsilastirildiginda

1siktan ve 1s1dan korundugu sonucuna varilmistir (Peng ve digerleri, 2010).

Koga ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada (2016), kapsiillenmis resveratroliin UV
15181 ve gastro-instestinal sindirime kars1 gostermis oldugu stabilite arastirilmistir. Peynir alt1
suyu proteini konsantresi ve sodyum kazeinat kaplayict malzeme olarak kullanilmistir.
Mikrokapsiiller spreyle kurutma (piiskiirterek kurutma) yontemiyle hazirlanmistir. Sodyum
kazeinatin peynir alt1 suyu protein konsantresine nazaran daha 1yi bir kapsiilleme malzemesi
oldugunu ortaya ¢ikmistir. Sindirim stabilitesinin, resevratroliin kapsiillenmesiyle arttigi
gozlenmistir. UV stabilitesi ise trans/cis oranlar1 Olgiilerek degerlendirilmistir (Koga,

Andrade, Ferruzzi ve Lee, 2016).

Sanna tarafindan yapilan bir diger c¢alismada (2015) ise resveratroliin farkli
konsantrasyonlarda kitosan ve poli D, L-laktik-ko-glikolik asit (PLGA) polimerik matrisi
kullanilarak hazirlanan mikrokapsiillere deginilmistir. Mikrokiireler ¢ift emiilsiyon yontemi
ile hazirlanmistir. Elde edilen kiireler, kitosan konsantrasyonuna bagli olarak %40-52
oraninda kapstilleme verimine sahiptir. Kitosan igeren mikrokiireler PLGA igerenlerden
daha diisiikk bir resveratrol salimi sergilemistir.  Test edilen tiim kapsiillenmis
formiilasyonlarin, 6 aya kadar iyi bir sekilde korundugu ve saklanan mikrokapsiillerin iyi bir

stabilite gosterdigi sonucuna varilmistir (Sanna, 2015).

Cho ve arkadaglar tarafindan yapilan bir diger ¢alismada (2014), farkli konsantrasyonlarda
resveratrol yiiklii kalsiyum aljinat mikrokiireleri hazirlanarak fizikokimyasal 6zellikleri ve
etken madde salim 6zellikleri incelenmistir. Mikrokiireler iyonotropik jelasyon yontemiyle
hazirlanmistir. Resveratrol yiiklii mikrokiirelerde %95'in {istiinde bir kapsiilleme verimi

(EE) gozlenmistir. Capraz baglayici oraninin artmasiyla daha yliksek bir EE g6zlenmistir.
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Dondurularak kurutulmus mikrokiirelerin daha yavas bir salim gdsterdigi sonucu

¢ikarilmistir (Cho, Chun , Kim ve Park, 2014).

Resveratroliin enkapsiilasyonuna iliskin bir¢ok ¢calisma mevcuttur. Literatlirde yer alan diger

caligmalarin bir kismina Tablo 2.1°de yer verilmistir. Literatiir incelendiginde, resveratroliin

kapsitillenmesinde tercih edilen polimerin, ¢apraz baglayicinin ve uygulana yontemin énem

arz ettigi sonucuna varilmaktadir. Yaygin olarak polifenolik maddelerin kapsiillenmesinde

biyobozunur polimerler tercih edilmektedir.

Cizelge 2.1. Literatiirde yer alan resveratrol yiiklii mikro/nano partikiil ¢alismalari

Enkapsiilasyon Materyali

Hazirlama Metodu

Sonug

Tutuklama Verimi

Referans

kitosan nanopartikiilleri

Biotin ve avidin ile modifiye edilmis

Emdilsiyon kimyasal
¢apraz baglama metodu

Hepatik karsinomu hedef alan potansiyel ilag
salim sistemi oldugu sonucuna varimistir.
HepG2 hiicrelerine karsi gelismis inhibitor
oranina sahiptir.

Kitosan-NP %65.7 £ 1.8
B-Ks-NP-%,64.4 1.2
A-B-KS-NP %66.4 + 1.8

Bua et al. (2013)

nanopartikiilleri

fonksiyonellestirilmis kati lipid

homojenizasyon metodu
ve ardindan sonikasyon
ultrason yontemi

Kati lipid nanopartikiilleri Emillsifikasyon ve diisik {Meme kanseri tedavisi icin potansiyel bir aragtrr. ilac yikleme kapasitesi ~ [Wang et al. (2017)
sicaklik solidifikasyon  |Kanser hiicresi apoptozunu ve 8limini %26
metodu indiklemistir.
B-laktoglobulin nanopartikiilleri iyonik jelasyon metodu |Caco-2 hiicrelerinde sitotoksisite gériilmemistir. [%96,9 Kim et al. (2016)
Nanopartikil, stabiliteyi artirarak resveratroliin
verimini artirmigtir.
Chitosan -TPP mikrokiiresi iyonik jelasyon metodu %94,59 Choetal. (2014)
Glutaraldehit capraz bagli jelatin Koaservasyon-faz ayirma |Biyoyararlanimi arttirmig ve serbest RSV'den  %93,6 Karthikeyan et al.(2013)
metodu daha uzun yan dmre sahiptir.
Kanser hiicresi apoptozunu indiiklemistir.
Apolipoprotein E ile Yiiksek kesme Noroprotektif etki saglamistir. %90 Neves et al.(2016)

glikol)
konjuge (PLGA-PEG-COOH)
nanopartikiller

Poli (epsilon-kaprolakton) (PCL) poli
(D, L-laktik-ko-glikolik asit) -poli (etilen

Nanopresipitasyon
metodu

Prostat kanseri hiicrelerinin biyiimesini
onlemistir.

%74 - %98

Sanna et al.(2013)

(NP:nanopartikiil, B-Ks-NP:Biotin Kitosan Nanopartikiil, A-B-KS-NP:Avidin

Nanopartikiil)

2.2. Antioksidan Aktivite Tayini

Biotin Kitosan

Antioksidan aktivite degerlendirmelerinde kullanilan farkli yontemler mevcuttur ancak bir

bilesigin antioksidan Ozelliklerini Glgerken bircok degisken dikkate alinmak zorunda
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oldugundan, sonuglarin dikkatli bir sekilde ele alinmasi gerekir. Bir bitki kaynaginda
goriilen antioksidanlarin, kapasiteleri hakkinda tam olarak bilgi saglayan evrensel bir

yontem yoktur (Litescu, Eremia ve Radu, 2010).

Antioksidanlar, radikalleri iki ana mekanizma(kimyasal reaksiyon) ile devre dist
birakabilmektedir:

1- Hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonu

2- Singlet elektron transferi (SET) reaksiyonu

Sonu¢ her iki mekanizmada da radikal siipiiriicii kapasitesini 6lgmeye yonelik olup
antioksidan kapasiteyi Olgmede uygulanan yontemler HAT ve SET reaksiyonlarina

dayanmaktadir (Prior, Wu ve Schaich, 2005).

HAT reaksiyonuna dayanan dl¢liim yontemlerinde, antioksidanin hidrojen atomu vermesi ile
serbest radikalleri siipiirme potansiyeli 6l¢iilmektedir. SET reaksiyonuna dayanan 6l¢im
yontemleri ise antioksidanlarin elektron transfer etmesi ile metal, karbonil ve radikal iceren
bilesiklerin indirgenme kapasitesinin 6lglimiine dayanmaktadir (Prior ve digerleri, 2005).
Oksidanin indirgenmesi ile renk degistirmesi, antioksidan tarafindan ne kadar giiclii

indirgenebildigini 6l¢mektedir.

Antioksidan Aktivite Ol¢iim Ydntemleri;

»  Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

«  Lipid peroksidasyon inhibisyon kapasitesi(LPIC)

« Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

+  Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu

*  ABTS antioksidan kapasite 6l¢iim yontemi

*  Crocin bleaching yontemi

« Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi
»  Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢timii

*  Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicli (FRAP) 6l¢timii

« DPPH (1,1-difenil -2-pikrilhidrazil) radikal temizleme aktivitesi tayini
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Bakir(Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi (Frankel ve Finley,
2008).

En sik rastalanan antioksidan aktivite 6l¢lim yontemlerinden biri DPPH ’tir.

2.2.1. DPPH (1,1-difenil -2-pikrilhidrazil) radikal temizleme aktivitesi tayini

Brand-Williams ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olan DPPH metodunda
spektrofotometrik olarak Slgiilebilen giiglii bir mor renge sahip olan stabil serbest radikal
DPPH kullanilmaktadir. Bir elektron transfer edebilen veya hidrojen verebilen bilesiklerin
varhiginda, DPPH renksiz hale gelmektedir (Holtz, 2009). Bu yontemde polifenollerin
ekstraksiyonlari, antioksidan kapasitelerini gérmek amaciyla DPPH radikal siipiiriicii ile
taranmaktadir. Radikal, etanol ¢ozeltisinde kararli haldedir. Antioksidan o6zellige sahip
ekstreler DPPH'yi temizler ve DPPH radikali oranin1 azaltir. Bu radikal 515-517 nm’de
maksimum absorbans gostermektedir. Ilk soliisyondaki mor renk serbest radikalin
antioksidanlar tarafindan bloke edilmesiyle sartya doner. Bu metot radikal temizleme
aktivite tayinlerinde kisa siirmesi ve kolay olmasi sebebiyle siklikla kullanilmaktadir
(Boskou, 2010). DPPH analizinde, belirlenen derisimde DPPH ¢ozeltisi ve numunenin

coOzeltisi karistirildiktan sonra absorbans okunmaktadir.

OH 0

=
|
O,N NO, O,N NO,
Ne + - S N-H -
N N
J 0 0 A
H o~

(o] OH HO OH

/

DPFH * Resveratrol DPPH-H

Sekil 2.8. DPPH radikalinin formiilii (Boskou, 2010)

2.3. Kontrollii Ila¢ Salim Sistemleri

Biyoteknoloji, genomik ve kimya alanindaki gelismelerle birlikte, ¢cok cesitli, yeni daha
giiclii ve spesifik terapdtikler ortaya ¢ikmistir. Diisiik ¢oziintirliik ve ilaglarin birgogunun

cok yiiksek ve/veya zayif stabilitesi gibi sebepler nedeniyle ilacin etkinligini ve potansiyelini
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etkileyen problemler gozlenebilmektedir. Bu nedenle ilag salim sistemlerinde daha giivenli
ve daha etkili yontemlere ve cihazlara ihtiya¢ duyulmustur. fla¢ salim sistemleri, gerekli
miktarda ve dogru zamanda viicuttaki uygun yere bir terapotik ajan temin etmek {izere,
etkinligi optimize edecek, uygunlugu artiracak ve yan etkiyi en aza indirecek sekilde

tasarlanmis sistemlerdir (Pack, 2006).

Kontrollii ila¢ salim sistemleri, geleneksel uygulama yontemleriyle ilgili zorluklarin ¢ogu
ele alinarak gelistirilmistir. Genellikle ¢cok pargacikli ila¢ salim sistemleri oral, parenteral ve
topikal formiilasyonlara ve uygulamalara yoneliktir. Kontrollii ilag salim sistemleri, ilac1 bir
kaplayict madde i¢ine hapsederek polimer bazli diskler, cubuklar, topaklar, beadler
mikrokapsiiller, mikro kiireler, liposferler, mikro pargaciklar ve nanaopartikiiller gibi tagiyici
sistemler araciligiyla kontrollii oranlarda salabilmektedir (Gaikwad , Pathade, Bidkar ve
Pawar , 2011).

Kontrollii ilag salim sistemlerinin temel mantig1; ilacin en uygun rotast belirlenerek
biyofarmasotik, farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini optimize etmek, asgari
miktarda ila¢ kullanarak durumu miimkiin oldugunca en kisa siirede kontrol altina almaktir.
Ayn1 zamanda bu sistemler aracilifiyla ilacin kanda sabit dozaj seviyesinde kalmasi
saglanabilir, dozaj siklig1 ve yan etkileri azaltilabilir, boylece hasta uyuncu arttirilir (Young,
Koleng ve McGinity, 2002).

Toksik Seviye

Terapotik Aralik

Minumum Efektif Seviye

Zaman

Sekil 2.9. Kan serumundaki ilacin alisilmis dozaj sekilleri ve kontrollii salim sekli
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Ozetle, kontrollii ilag salimi ilacin belirli bir siire igin belirli bir oranda salinmasi olayina
denir ve hasta uyumu ile birlikte etkinligin arttirilmasi ve tekrarlanan kontrolsiiz dozajlardan
kaynaklanan istenmeyen yan etkilerin azaltilmasi salim sisteminin ana tasarim amacidir.
Polimer bilimindeki gelismelerle birlikte ilag sistemlerinin gelismesi hiz kazanmistir (Giri,

Kumar, Alexander, Ajaz, Badwaik, Tripathy ve Tripathy, 2013).

Kontrollii ila¢ salim sistemlerinin avantajlart,

Kontrollii salimin ana amaglar1 arasinda biyolojik aktif maddelerin, vitaminler ve
minerallerin igslenmesi ve depolanmasi sirasinda aktif madde kaybini azaltmak, emilimi
optimize etmek ve etkinligini arttirmak yer almaktadir. Aktif madde saliminda etkili olan
baslica mekanizmalar pH, sicaklik, ¢oziicii kullanimi, difiizyon, bozunma ve sisme veya
ozmotik basingtir. Bu tiir sistemler geleneksel uygulama yontemlerine gore birkag potansiyel

avantaj sunmaktadir.

[lk olarak, ilag salim hizlari, belirli bir uygulamanin ihtiyaglarina gore uyarlanabilmektedir;
ornegin, sabit bir salim oran1 saglamak gibi. ikincisi, kontrollii ila¢ salim sistemleri sik
(6rnegin glinliik) dozlar1 nadir (ayda bir veya daha az) enjeksiyonla degistirerek hastanin

rahatligini ve uyumlulugunu artirabilmektedir (Pack, 2006)

2.3.1. Kontrollii salim sistemlerinin siniflandirmasi

Kontrollii salim sitemlerinde ilacin uygulama yolu ve mekanizmasina gore iki ana alt

siiflandirmaya gidilmistir.

Kontrolli salim sistemlerinde salim mekanizmalari

Kontrollii salim sistemlerinde en yaygin olarak uygulanan ii¢ mekanizma bulunmaktadir.
Bunlar matris, rezervuar ve ozmotik sistemlerdir. Bunlar arasinda difiizyon, hem matriks
hem de rezervuar sistemlerinde kilit bir rol oynarken, ozmotik basing, ozmotik sistemlerden
ilag saliminin baskin mekanizmasidir. Teknolojinin erisilebilirligi, liretimi, maliyeti ve diger
hususlar nedeniyle, difiizyona dayali kontrolii salim mekanizmalar1 ozmotik sistemlerden
daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin, 1998 ve 2003 yillar1 arasinda ABD Gida ve

[lag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan 29 kontrollii salim teknolojisi iiriinlerin 12'si matris
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sistemlerine ve 10'u rezervuar teknolojilerine, 2’si ise ozmotik sistemlere dayanmaktadir

(Siepmann , Siegel ve Rat, 2012).

Ancak literatiirde kontrollii salim sistemleri i¢in mevcut olan salim mekanizmalar1 dort ana

kategoride siniflandirilmaktadir.

(1) Diflizyon kontrollii sistemler
(2) Kimyasal kontrollii sistemler
(3) Coziicliniin aktive ettigi sistemler

(4) Manyetik kontrollii sistemler

(1) Difiizyon kontrollii sistemler

Difiizyon kontrollii sistemler rezervuar ve matris sistemler olmak iizere iki alt gruba
ayrilmaktadir. Bu yontemde, ¢ekirdek veya aktif madde, rezervuar sistemi veya matriks

sistemleri i¢inde bulunan gézeneklerden difiizyonla serbest birakilir (Risch, 1995).

Rezervuar sistemler

Genellikle kiiresel, silindirik veya disk seklinde olup toz veya sivi formda bir ila¢ etken
maddesinden olusmaktadir. Biyolojik olarak parg¢alanamayan bir polimerik malzeme
tabakasi ile ¢ekirdek yani ilag etken maddesi kaplanir. Ilacin ve polimerin dzellikleri ilacin
difiizyon hizin1 ve bunun kan dolagimina salim hizin1 belirler. Rezervuar sistemler ile ilgili
sorunlardan biri, polimer bozulmadan kaldig1 i¢cin bdyle bir sistemin ilacin tamamen
salinmasindan sonra viicuttan ¢ikarilmasi gerekliligidir. Bir digeri ise eger rezervuar
membrani yanliglikla kirilirsa, tolere edilemeyecek kadar yliksek miktarda ilacin aniden kan
dolagimina salinmasidir. Bir rezervuar sisteminden ilaci serbest birakma orani, gegirgenlige,

alana ve bariyerin kalinligina baglhidir (Ranade ve Hollinger, 2004).

Matriks sistemler

Ilag, polimer matriksi boyunca homojen bir sekilde dagilmaktadir ve polimer igine enkapsiile
edilen ila¢ etken maddesi dnce ¢ozilinlir daha sonra matriks sistemi igerisinde difiizyonla

serbest birakilir (Zaman ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.10.Difiizyon kontrollii sistemlerin gematik goriiniimii

(2) Kimyasal kontrollii sistemler

Kimyasal kontrollii sistemler biyolojik olarak bozunabilen sistemler ve zincire takili

sistemler olmak tizere iki alt gruba ayrilmaktadir.

Biyolojik olarak bozunabilen sistemler: Bu sistemlerin farki ilaci ¢evreleyen polimerin

biyobozunur olmasidir. Polimerde bozunma meydana geldik¢e ilag salimi
gerceklesmektedir. Ilag polimer i¢inde diizgiin dagilim gosterir ve polimer pargalanirken ilag
yavas yavag salinir. Polimerlerin, ila¢g salimi tamamen gergeklestikten sonra viicuttan
cikarilmasi i¢in herhangi bir cerrahi miidahale gerekmemesi ve ilacin suda ¢oziiniir olmasi

sartinin olmamasi en dnemli avantajlarindandir (Ranade ve Hollinger, 2004).

Zincire takili sistemler: Bu sistemde ila¢ etken maddesi polimer zincirine kimyasal olarak

baglanmustir. ilag polimere dogrudan veya bir “ara grup” ile baglanabilmektedir. Aradaki
bagin kimyasal hidroliz veya enzimatik reaksiyon ile ayrilmasi sonucu ila¢ kontrollii bir

sekilde salinmaktadir (Ranade ve Hollinger, 2004).

(3) Coziictintin aktive ettigi sistemler

Coziict ile aktiflestirilen sistemler sisme kontrollii sistemler ve ozmotik kontrollii sistemler

olmak {iizere iki alt gruba ayrilmaktadir (Fan, 1989).

Sisme kontrollii sistemler: Bu sistemlerde, polimer ¢éziinmeden ¢ok fazla miktarda su tutar.

Sistem, iic boyutlu bir ag olusturmak i¢in ¢apraz bagli hidrofilik makromolekiillerden
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olugmaktadir. Bu tiir sistemler, polimerin sismesiyle kontrollii bir oranda, diisiik molekiil

agirhikli ¢ozeltiler igin gegirgen hale gelmektedir (Azevedo ve Reis, 2005).

Ozmotik kontrollii sistemler: Diisiik ila¢ konsantrasyonu igeren veya ilag igermeyen viicut

sivis1, yart gecirgen polimer membran boyunca, ilacin yiiksek konsantrasyonda oldugu
bolgeye hareket eder. Osmotik basing, membranin bir yanm ile diger yami arasindaki
konsantrasyon gradyanini azaltma egilimindedir. Stv1 yar1 gegirgen zardan gecerken, ilag

¢oziilmektedir (Ranade ve Hollinger, 2004)

4) Manyetik kontrollii sistemler

Antitimor ajanlarin  segici hedeflenmesi toksik etkileri en aza indiritken kanser
kemoterapisinde onemli bir ama¢ olmustur. Geleneksel olarak kullanilan sistemik
antineoplastik ajanlar istenilen etkiyi gosterememistir. Bu sebeple kanser kemoterapisinde
kullanilmak {izere albiimin ve manyetik mikro kiirelerden olusan manyetik olarak duyarl
ilag tastyict sistemler gelistirilmistir. Manyetik 6zelliklerinden otiirti, gelistirilen
mikrokiireler uygulanmak istenilen alana 6zgii salim yetenegine sahiptirler (Ranade ve

Hollinger, 2004).

Uygulama yoluna gore kontrollii ilac salim sistemleri

Kontrollii ilag salim sistemleri araciligiyla ilacin uygulama siklig1 ve sistemik yan etkiler
azaltilabilmekte ve hasta uyumu arttirilabilmektedir. Kontrollii ilag salimi oral, bukkal,
transdermal, okiiler, nazal, pulmoner ve parenteral yollar dahil olmak iizere ¢esitli uygulama
yollar1 ile saglanabilmektedir. Bu uygulama alanlarindan en yaygin olarak kullanilan
parenteral (intravendz, subkutan ve intramiiskiiler enjeksiyon yolu) ve oral uygulama
yontemidir. Bu uygulama yontemlerinde daha ¢ok biyobozunur polimerler tercih
edilmektedir. Biyobozunur polimerler salim agsamasinda viicutta giivenle ayrisir ve cerrahi
ekstraksiyona gerek kalmaz. 1989 yilinda FDA, ileri prostat kanserinin tedavisi i¢in ilk
biyolojik olarak parcalanabilen polimerik kontrollii ila¢ salim sistemi Lupron® Depot'u
onaylamistir. Lupron® Depot, intramiiskiiler olarak uygulanan, uzun siireli 16prolid iletimi
saglayan bir siispansiyon dozaj seklidir. PLGA yavas yavas viicutta hidrolize olur, haftalar
ila aylar arasinda loprolid salimi1 yapar. Son yillarda ise biyolojik olarak parcalanabilen ¢ok

sayida polimerik salim sistemleri piyasaya sunulmustur (Siepmann , Siegel ve Rat, 2012).
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1-Oral uygulamalar

Oral uygulama, ila¢ alim yollarindan en yaygin olan yontemdir. Bircok ilacin zayif
¢cOziinlirliigl, stabilitesi ve biyoyararlanimi, gastrointestinal sistem tarafindan terapotik
seviyelere ulasilmasini zorlastirmaktadir. ilag salimi, asidik bir mide ortami1 ve mide-
bagirsak kanalini koruyan mukusun siirekli salgilanmasi gibi birgok engeli agsmalidir. Bu
nedenle ilaglar1 bozulmaya karsi koruyabilen ve bunlari gastrointestinal kanal iginde
ongoriillen bolgelere ulastirabilen mikro/nanopartikiil ila¢ tasiyicilar1 daha yetkin

olabilmekte ve siirekli ilag salim avantaji saglanabilmektedir (Giri, 2016).
2-Parenteral uygulamalar

Ilaglar enjeksiyon veya infiizyon yoluyla dogrudan viicuda uygulanabilmektedir. Bu
uygulama sekli parenteral uygulama olarak adlandirilmaktadir. Viicuda uygulama yerine
bagli olarak, intravendz, intramiiskiiler, subkiitan, intradermal ve intraperitoneal uygulama
sekli olabilir. Genellikle intraven6z uygulama i¢in sulu ¢ozeltiler kullanilir, ancak dozaj
formuna dikkat edilmesi, emboliye sebep olmayacak kadar kiiciik partikiiller olmasi
gerekmektedir. Bu uygulama seklinde deri alt1 enjeksiyonda igne derinin altindaki yag
dokusuna yerlestirilir. Ilag dozaji enjeksiyon bdlgesi bagina 2,5 mL'den az olmalidir. Insiilin
genellikle bu yolla uygulanmaktadir. Intramiiskiiler enjeksiyonda ise kas igine enjeksiyon
yapilir. Deri i¢ine daha biiytik hacimlerde ( 5 mL'ye kadar) verilmesi gerektiginden subkutan
yoldan tercih edilmektedir. Intravendz enjeksiyonda ise igne dogrudan damar icine
yerlestirilir. Bu, hizl1 bir sekilde kesin bir doz vermenin en kolay yoludur. Cok hizli biyolojik
cevap vermektedir, oldukea kiiciik partikiiller uygulanmaktadir. Intradermal enjeksiyon ise
cilt icine verilmektedir. Bu parenteral uygulama sekli genellikle alerji cilt testlerinde

kullanilmaktadir (Perrie ve Rades, 2010).
3-Nazal uygulamalar

Oral, parenteral ve diger ilag uygulama yollarindan kaynakli sorunlar nedeniyle, bilim
adamlarinin ilgisi, baz1 ilaglar i¢in intranazal yollar ile uygulama yoniine kaymistir. ilaglarin
nanoparcaciklara yiiklenmesi, burun boslugu i¢indeki bozucu ortamdan korunmalarini ve
mukozal bariyerlerden enine sekilde tasinmalarini kolaylastirmak i¢in ortaya ¢ikan kolloidal

formiilasyonlar umut vadeden bir yaklasim sunmustur. Ornegin Haque ve arkadaslari
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(2014), intranazal burundan beyine giden yol ile depresyon yonetimi i¢in venlafaksin yiikli
aljinat nanoparcaciklariin potansiyelini arastirmigtir. Nanoparcacik nazal tedavisi, nazal ve
tablet oral soliisyonuna kiyasla davranig analizi parametrelerini (ylizme, tirmanma ve

hareketsizlik) 6nemli 6l¢iide gelistirmistir (Haque, 2014).

4-Transdermal uygulamalar

Transdermal ilag salimi, oral ve parenteral (enjekte edilebilir) ilag salim sistemine alternatif
bir uygulama sekli sunmaktadir. Lokal tahris ve toksisitenin olmamasi en Onemli
avantajlarindandir. Ancak transdermal uygulamalarin klinik uygulamalar1 olduk¢a azdir ve
transdermal olarak ¢ok az sayida ilag verilebilmektedir. Derinin Stratum corneum tabakasi
ilaglarin deri yoluyla sizmasini sinirlayan bir bariyer gorevi gérmektedir. Mikro/nano
tastyicilar, ilaglart dogrudan stratum corneum f{izerinden iletmek i¢in 6nemli bir alternatif

olarak ortaya ¢ikmustir (Bhoyar, Giri, Tripathi, Alexander ve Ajazuddin, 2012).

2.4. Mikrokiireler ve Mikroenkapsiilasyon

2.4.1. Mikrokiireler

Mikro kapsiilleme metodunun uygulanmasi sonucunda ortaya ¢ikan kiire benzeri lriine
"mikrokapstil", "mikrokiire", "mikropartikiil" denir. Bu tiir kapsiiller mikrometre boyutunda
ve kiiresel veya diizensiz bir sekle sahiptir. Mikrokapsiiller, ¢ekirdek ve kabuk olmak iizere
iki boliime ayrilmaktadir (Thies, 1996). Literatiirde kapsiillenen malzeme yani ¢ekirdek
malzeme, aktif madde, i¢ faz veya yiik tasima fazi olarak da ge¢mektedir. Cekirdegi
kaplayan madde ise duvar malzemesi, kaplama malzemesi, membran, kabuk, tasiyici
malzeme, dis faz veya matris olarak adlandirilmaktadir (Jeyakumari, Zynudheen ve
Parvathy, 2016). Cekirdek (i¢ kisim) aktif bileseni igerirken, kabuk (dis kisim) ¢ekirdegi
kalic1 olarak veya gegici olarak dis atmosferden korumaktadir (Thies, 1996). Kabuk
malzemesi genellikle ¢oziinmez ve ¢ekirdek ile tepkimeye girmez (Gibbs, Kermasha, Alli
ve Mulligan 1999).

Bir partikiiliin mikropartikiil olarak kabul edilmesi i¢in her bir partikiiliin 1-1000 um
aralifinda olmasi gerekmektedir. Bir¢ok ¢alismada, mikropartikiil ¢ap1 100 pm'den kiigtiktiir

ve 0.5-10 um araliginda olanlar genellikle nanopartikiil olarak adlandiriimaktadir.
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Mikrokapsiillerdeki ¢ekirdek malzemeler kati, sivi veya gaz formda bulunabilmektedir.
Cekirdek malzemenin kabukla uyumlulugu, mikro kapsiilleme verimliliginin arttirtlmasi
icin 6nemli bir kriterdir ve c¢ekirdek malzemenin 6n islemden gecirilmesi, bu tiir
uyumlulugun arttirilmasi i¢in siklikla yapilmaktadir. Cekirdek malzemenin biyiikligi

diflizyon, gecirgenlik veya kontrollii salim uygulamalari i¢in de 6nemli bir rol oynamaktadir
(Ghosh, 2006).

Mikrokiire olusturma metodu, kapsiillenmesi ve ilacin salinmasinda énemli bir faktordiir.
Ek olarak, polimerin tipi, polimerin molekiiler agirligi, kopolimer bilesimi ve mikrokiire
formiilasyonuna ilave edilen herhangi bir maddenin niteligi (terapétiklerin stabilizasyonu
i¢in) gibi birgok faktdr ilag salim hizinda 6nemli rollere sahiptir. ilk olarak mikrokiire
hazirlanirken kullanilan polimer tipi ve polimerin parcalanma sekli 6nemli 6lgtlide ilag salim

oranlarini etkilemektedir (Pack, 2006).

Mikrokiireler morfolojileri temelinde mononiikleer, poliniikleer ve matris tiirleri olarak
siiflandirilmaktadir. Mononiikleer (¢ekirdek-kabuk) mikrokapsiiller, ¢cekirdegin etrafindaki
kabugu ifade ederken poliniikleer kapsiiller, kabuk i¢ine alinmis bir¢ok cekirdegi ifade
etmektedir. Matris kapsiillemesinde ise ¢ekirdek malzeme kabuk malzemesine homojen
olarak dagitilmaktadir. Bu ii¢ temel morfolojiye ek olarak, mikrokapsiiller ayrica ¢oklu

kabuklarla mononiikleer olabilir veya mikrokapsiil kiimeleri olusturabilir (Ghosh, 2006).

Mikrokire

Mononikleer Polinikleer Matriks

Sekil 2.11. Mikrokiire morfolojisi (Pack, 2006)
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Mikrokiireler terapotik ilaglarin hedef hiicrelere verilmesinde, spesifik enzim taginmasinda,
hedef dokulara kok hiicre verilmesinde veya diger enzimler icin farkli uygulamalarda 6nemli
role sahiptir. Arastirmalar, mikro/nano pargacik ilag sistemlerinin, viicuda alian ilaglarin
¢ozlnirliigiiniin arttirilmasi ile emilimin arttirilmasi ve in vivo biyoyararlanimin arttirilmasi
gibi dnemli avantajlara sahip oldugunu géstermistir. Bu sistem ayni zamanda, yavas salim
ozelligi ile ilacin etkisini de uzatir. Mikrokiireler araciligiyla ila¢ spesifik hedef organlara
veya hiicrelere hedeflendirilebilmekte ve ilacin yan etkileri azaltilabilmektedir (Kreuter,

2001).

2.4.2. Mikroenkapsiilasyon teknolojisi

Mikroenkapsiilasyon teknolojisi, diinya genelinde yaygin olarak uygulanan, terapotik
potansiyeli yiiksek ve hedef odakli tedaviler icin umut vadeden yontemlerden biridir.
Mikroenkapsiilasyon yontemi genel olarak farkli boyutlarda, kompozisyonlarda ve
fonksiyonlarda mikro kiireler, mikro emiilsiyonlar, mikro pargaciklar ve mikro kapsiillerden

olusmaktadir (Sagis, 2015).

Ayn1 zamanda, mikroenkapsiilasyon teknolojisi farmasétik, kimya, gida ve tarim gibi cesitli
endiistrilerde kullanilan c¢ok yonlii bir teknolojidir. Mikroenkapsiilasyon teknolojisinin
kullanilmasinin bir nedeni aktif maddenin su, oksijen, 1s1 ve 151k gibi cevresel faktorlere
maruz kalinmasi ile ortaya ¢ikan bozulmalari 6nlemektir. Boylece aktif maddenin raf
omriinii arttirmak gibi avantajlar sunabilmektedir. Baz1 durumlarda kapsiilleme istenmeyen
tat, koku ve rengi maskelemek i¢in de kullanilabilmektedir (Gaonkar, Vasisht, Khare ve
Sobel, 2014).

2.4.3. Mikroenkapsiilasyon iiretim teknolojisinde kullanilan yontemler

Istenilen kriterlere ve enkapsiile edilmis malzemeye baglh olarak aktif bilesenlerin ve
bilesiklerin tutulmasi i¢in bir¢ok mikroenkapsiilasyon yontemi vardir. Mikroenkapsiilasyon
teknolojisi, kimyasal ve fiziksel olmak iizere iki siiftan olusmaktadir, ikincisi daha sonra
kendi i¢inde fiziko-kimyasal ve fiziko-mekanik tekniklere ayrilmaktadir. Fiziksel yontem,
puskiirtmeli kurutma, santrifiijlii ekstriizyon, akiskan yatakli kaplama, titresimli nozzle ve
benzerlerini icermektedir. Kimyasal mikroenkapsiilasyon yontemi, yerinde polimerizasyon,

matris polimerizasyonu, ¢oziiclii buharlagtirma, arayilizey capraz baglama ve benzerlerini
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icermektedir. Fizikokimyasal yontem ise iyonotropik jelasyon, siiperkritik akiskan
teknolojisi, basit ve karmasik koaservasyon ve polielektrolit komplekslesmesini

icermektedir (Gutcho, 1976).

Fenolik bilesiklerin biyoyararlanimini ve terapdtik potansiyelini artirmak igin 6ne ¢ikan
birka¢ mikroenkapsiilasyon yontemi vardir. Bunlar faz ayrilmasi veya ¢oktiirme,
iyonotropik jelasyon, emiilsiyon / ¢dziicii buharlagtirma ve / veya piiskiirterek kurutma

yontemleridir. (Yang, Chung ve Ping Ng, 2001).

Cizelge 2.2. Mikroenkapsiilasyon yontemleri (Benita, 1996).

Kimyasal islemler Fiziko-kimyasal iglemler Fiziko-mekanik islemler
Siispansiyon, Koaservasyon Piiskiirtmeyle kurutma
dispersiyon, Iyonotropik Jelasyon Coklu nozul piiskiirtme
emiilsiyon Katman katman diizenegi (Layer by Layer) S1v1 yatakli kaplama
polimerizasyonu Sol-gel kapsiilleme Santrifiij teknikleri
Polikondensasyon Stiperkritik CO2 destekli mikro kapsiilleme Vakum kapsiilleme
Elektrostatik kapsiilleme

Spreyle kurutma yontemi

Spreyle kurutma, farmasdtik ve gida endiistrileri ig¢in en uygun fiziksel yontemdir. Cilinkii
hidrofilik ve hidrofobik fenolik bilesikler kolayca tutulur ve bunlarin biyoaktiviteleri bu
yontemle korunabilir. Piiskiirtmeli kurutma, aktif maddenin segilen bir kaplama malzemesi
ile emiilsiyon haline getirilmesiyle yapilir ve homojenlestirilmis karisim, sprey kurutucuya
yiiklenir, aktif madde iceren kurutulmus mikrokapsiiller liretmek i¢in emiilsiyon bir 1sitma
bolmesinden gegirilir. Gida endiistrisinde mikroenkapsiilasyon teknolojisinin uygulanmasi
Samuel Percy’nin 1872°de kesfettigi spreyle kurutma yontemine dayanmaktadir (Benita,
1996).

Emiilsifikasyon yontemi

Emiilsifikasyon ile mikro kapsiillemede, dnce ¢ekirdek, duvar malzemesinin bulundugu
organik bir ¢oziicii icinde dagitilir. Daha sonra, bir emiilsiyon stabilizatorii iceren su veya

yagda emiilsiyon haline getirilir. Organik ¢oziicii daha sonra karigtirict altinda
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buharlagtirilarak uzaklastirilir ve bu, ¢ekirdegin kapsiillendigi kompakt polimer kiirecikler
olugmasini saglar. Organik ve sulu fazdan olusan bu yontem ile iki fazdan olusan tekli
emiilsiyon (yag/su veya su/yag) veya ii¢ fazdan olusan coklu emiilsiyon (su/yag/su veya
yag/su/yag) ile mikrokiireler hazirlanmaktadir. Emiilsiyonlastirma esas olarak enzimleri,
mineralleri, vitaminleri ve mikroorganizmalar1 kapsiillemek i¢in kullanilmistir (Silva, Fries,

Menezes ve Holkem, 2014).

Iyonotropik jelasyon yontemi

Iyonotropik jelasyon, polielektrolitlerin, zit iyonlarin mevcudiyetinde ¢apraz jelasyon
kabiliyetine dayanir ve ayrica jelisfer olarak da adlandirilan mikrokiireler olusturur.
Mikrokiireler, ilag yiiklii bir polimerik ¢ozeltinin, ¢ok degerlikli katyonlarin sulu ¢ozeltisine
birakilmasiyla meydana gelir. Katyonlar ila¢ yiiklii polimerik damlalara yayilir ve iyonik
olarak capraz baglanmis bir parcanin {i¢ boyutlu bir kafesini olusturur. Biyomolekiiller ii¢
boyutlu yapilarmi korumak ic¢in hafif kosullar altinda bu jelisferlere yiiklenebilir
(Hemalatha, Lathaeswari, Suganeswari , Senthil Kumar ve Anto, 2011).

Iyonotropik jelasyon tekniginde, biyouyumlu ve biyobozunur olma &zelliklerinden dolay1
dogal polimerlerin ilag tasiyict olarak kullanilmasi tercih edilmektedir. Aljinat, Jelatin,
kitosan, pektin ve karboksimetil seliiloz gibi dogal veya yar1 sentetik polimerler iyonotropik
jelasyon ile mikroenkapsiilasyon yontemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu dogal
polielektrolitler kimyasal yapilarinda belirli anyonlar / katyonlar bulundurur. Bu anyonlar /
katyonlar kars1 iyonlarla baglanarak ag yapist olusturur ve ¢apraz baglanma ile jelasyon
meydana gelir. Ayrica dogal polimerler araciligiyla etkin maddenin salim hizinin
geciktirilmesi saglanabilmektedir. Iyonotropik jelasyon gibi yontemler, hidrofilik polimer
bazli mikro/nanopar¢aciklarin hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Calvo, Remunan-Lopez,
Vila-Jato ve Alonso 1997).
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Polielektrolit Solisyonu

l

Manyetik Kanistinci altinda damla damla eklenir.

Karsi iyon ¢ozeltisi(Capraz Baglayici)

I

Mikrokiire

Sekil 2.12. Iyonotropik jelasyon ydntemi (Hemalatha ve digerleri, 2011)

Iyonotropik Jelasyon Yontemini Etkileyen Faktorler

1) Polimer ve ¢apraz baglayicinin konsantrasyonu
Polimer ve c¢apraz baglayici konsantrasyonunun biiylik etkisi vardir. Tutuklama verimi

capraz baglayicinin tiirline ve konsantrasyonuna gore degiskenlik gosterebilmektedir.

2) Sicaklik
Sicaklik, iyonotropik jelasyon yontemiyle olusturulan kiirelerin boyutunda ve c¢apraz

baglanma siiresinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

3) Capraz baglama ¢ozeltisinin pH'1
Capraz baglama ¢ozeltisinin pH" reaksiyon hizi, sekli ve kiirelerin boyutu iizerinde etkili

oldugu i¢in formiilasyon sirasinda 6nemli bir faktér oldugu bilinmektedir.

4) Tlag konsantrasyonu
Ilag konsantrasyonu tutuklama verimini biiyiik 6lgiide etkiledigi igin mikrokiireler igine

enkaspiile edilen ilag miktar1 kullanilan polimer ile uygun oranda olmas1 gerekmektedir.

Eger ilag/polimer orani, aralig1 asarsa, patlama etkisi (burst effect) gézlemlenebilmekte,
kiirelerin yogunlugu artmakta, biiyiikligi ve seklini de etkilemektedir (Patil, Chavanke ve
Wagh, 2012).
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2.4.4. Mikrokiire hazirlanmasinda kullanilan polimerler

Mikroenkapsiilasyon teknolojisinde kullanilan polimerler yardimci madde olarak énemli bir
role sahiptirler. Polimerler biyolojik olarak bozunabilirliklerine goére biyobozunur ve
biyobozunur olmayan polimerler olarak siniflandirilmaktadir. Biyobozunur polimerler dogal
polimerler ve sentetik polimerler olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Sentetik ve dogal
biyobozunur polimerler, son yillarda olumlu ¢evre etkileri ve sagligin korunmasi ile ilgili
alanlarda potansiyel uygulamalar1 nedeniyle ¢ok daha fazla dikkat ¢ekmistir. Kimyasal
bagin tiirii, pH, sicaklik, kopolimer bilesimi ve hidrofilik 6zelligi polimerin bozunmasini
etkileyen Onemli Ozellikler arasinda yer almaktadir (Bastioli, 2005). Son yillarda
biyobozunur polimerlere ilgi artmistir. Biyobozunur malzemeler ¢ogunlukla tarimsal ve
farmasotik uygulamalarda kullanilmaktadir. Sentetik polimerler biyomedikal implantlarda
ve cihazlarda yaygin olarak kullanilmaktadir ¢ilinkii cesitli sekillerde iiretilebilmektedirler
(Siepmann, Siegel ve Rat, 2012). Dogal polimerler, proteinler ve polisakaritler olarak
bitkilerde veya hayvanlarda bulunmaktadir. Dogal polimerlerin ¢ogu, suda ¢oziiniirdiir ve
suda ¢6ziinmeyen bir polimer agindan ¢apraz baglanmasi gerekir. Capraz baglayicinin tiirt,
dogal polimerler kullanilarak hazirlanan salim sistemlerinde ilacin salim oranini
etkileyebilmektedir. Dogal polimerlerin en biiylik avantaji biyolojik olarak uyumlu olmalari,
toksik Ozellik gostermemeleri ve etken maddenin salimi bittikten sonra viicuttan

uzaklastirilmalarinin gerekmemesidir (Srivastava ve digerleri, 2016).

Biyobozunur polimerler;

(1) iyi biyouyumluluk;
(i1) kolay uygulama (6rnegin, beyin dokusuna stereotaksik enjeksiyon),

(ii1) uzun siire boyunca kontrollii salim

gibi olumlu 6zelliklere sahiptirler (Sipos, 2008).
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Cizelge 2.3. Biyolojik olarak ¢6ziinebilen polimerler (Siepmann , Siegel ve Rat, 2012).

Dogal polimerler

Sentetik polimerler

Proteinler:
Kollajen,
Jelatin,
Alblimin,
Elastin,
Fibrin

Polyesterler:
Poli (glikolik asit),

Poli (laktik asit)PLA
Poli (laktik-glikolik asit),
Poli (kaprolakton) (PCL)

Polisakkaritler:
Kitosan,
Dekstran,
Aljinat,
Hyaluronik Asit

Polianhidritler
Polyortoesterler

Politiretanlar

Tirozin tiirevi polikarbonatlar
Polifosfatenler

Biyobozunur olmayan polimerler ise implante edilebilir ila¢ dagitim sistemleri, yapay kalp,
implantlar (6rnegin, kemik pimleri ve vidalar, mafsall1 yiizey yapay derzlerde), kateterler,
diyaliz tlipli, vaskiiler greft, enjekte edilebilir ilag verme ve goriintiileme sistemleri, doku
yenileyici membran ve gozenekli iskeleler ile bircok biyomedikal uygulama alaninda yer
bulmaktadir (Shastri, 2003). Giiglii ve hafif olmasi, ucuz olmasi, korozyona dayanikli
olmasi, viicut icinde degisime ugramayan inert yapida olmasi ve kolayca kaliplanabilir veya
sekillendirilebilir ve renklendirilebilir olmas1 gibi bircok avantaja sahiptir ancak ¢evreye
olumlu etkileri s6z konusu degildir. Bu polimerler ¢evresel bozulmaya kars1 direnglidir. Bu
nedenle atik seklinde birikmektedir. Karbon ve Hidrojen atomlarindan olusan uzun
zincirlere sahip olan polimerlerdir. Bu polimerlerin interatomik baglar1 ¢ok giiclii ve katidir,

dolayisiyla baglarin1 kirmaya ve sindirmeye c¢alisan mikroplara kars1 direnclilerdir.
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Cizelge 2.4. Biyobozunur olmayan polimerler (Bhatia , 2016).

Biyobozunur olmayan polimerler

Silikon elastomerler

Poli(etilen kovinil asetat)
Poliakrilatlar (poli(metil metakrilat))
Poli(hidroksi etil metakrilat)
Poli(N-vinil-2-pirolidon)
Poli(N-izopropil akrilamid)

Cizelge 2.5. Dogal ve sentetik polimerlerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Bhatia , 2016).

Dogal polimer Sentetik polimer
Avantajlar Avantajlar
Disiik toksisite Biyouyumluluk

Biyouyumluluk
Biyobozunur
Kolayca elde edilebilir

Dezavantajlari Dezavantajlari
Hayvansal kaynaklardan elde Toksik

edilen dogal malzemelerde Degrade degil
degiskenlik derecesi Sentetik  proses ¢ok
Yapisal olarak daha fazla karmasik ve yiiksek
karmasik maliyetli

Ekstraksiyon  islemi  cok
karmasik ve yiiksek maliyetli

2.5. Calisma Kapsaminda Kullanilan Destek Materyalleri

2.5.1. Sodyum aljinat

Aljinat, kahverengi deniz alglerinden elde edilen, polimerik yapida bulunan toksik olmayan,
biyolojik olarak parcalanabilen, dogal olarak bulunabilen bir polisakkarittir. 1,4-bagli B-D
Mannuronik asit (M) ve a -D-gluronik asit (G) uzantilarindan olusan dogrusal dallanmamis

polimerlerdir (Silva, Ribeiro, Figueiredo, Gongalves ve Veiga, 2006).
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Sekil 2.13. Sodyum aljinatin kimyasal yapis1 (Olatunji , 2016).

Aljinat molekdilii, sirali mannuronik asit (M) bloklari, guluronik asit (G) bloklar1 bolgeleri
veya her ikisinin bir kombinasyonu ile olusmaktadir. iki degerlikli ve ¢ok degerlikli
katyonlarla aljinatin kimyasal yapisinda bulunan karboksilik gruplar etkilesime girmektedir
(Reis ve Neves, 2008). Aljinatin en &nemli 6zelliklerinden biri, Ca?" gibi iki degerlikli
katyonlarla etkilesime girerek ¢apraz baglanmanin bir sonucu olarak jel olusturma
kabiliyetidir. Elde edilen jelin giicii, G blok igerigine baghdir. M uzantilar, iki degerlikli
iyonlar i¢in zay1f baglar1 nedeniyle jel olusumunda bu kadar 6nemli bir rol oynamaz. Ayrica
jel ozellikleri hem M hem de G bloklarindan ve bunlarin polimer igindeki oranlarindan
etkilenmektedir. Aljinat, diisiikk maliyetli olmasi, diisiik toksisite gostermesi, biyouyumluluk
ve jellesme 6zelligi, sayesinde biyomedikal uygulamalarda, kozmetik ve ilag endiistrilerinde
de yaygin olarak kullanilan yardimc1 maddelerden biri haline gelmistir (Thakur ve Thakur ,
2015).

0" =g
i
Ca 2t @
COONa* - /
F
Dhcxo—

Ca-Aljinat "egg-box"modeli

Sekil 2.14. Sodyum aljinatin Ca®* ile ¢apraz baglanmasi sonucu olusan egg-box modeli
(Rehm, 2009)
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Sodyum aljinat, endiistrideki en yaygmn kullanilan aljinat formudur, ¢ilinkii ilk algal
saflastirma yan tiriiniidiir. Sodyum aljinat, o (1 — 4) bagl L-guluronik (G bloklar1) ve B (1
— 4) bagli D-mannuronik asit (M bloklar1) ile alternatif guluronik ve mannuronik asitlerin
segmentlerinden olusur. Aljinatlar, ekstraksiyon kaynagina bagli olarak degisen G ve M blok
icerigine sahip heterojen bir polimer ailesi olmasina ragmen, yiiksek G igerigine sahip

aljinatlar, cok daha fazla endiistriyel oneme sahiptir (Olatunji , 2016).

2.5.2. Jelatin

Saf bir protein besin maddesi olan Jelatin, deriden, beyaz bag dokusundan ve hayvanlarin
kemiklerinden elde edilen kollajenin, kismi hidrolizi ile elde edilmektedir. Farmakoloji,
medikal, kozmetik, gida ve tarim uygulama alanlarinda oldukg¢a yaygin kullanilan bir
biyopolimerdir. Jelatin, iistiin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden dolayi, farkli besin
maddelerini farkl teknolojilerle kapsiillemek i¢in kabuk malzemesi olarak kullanilmaktadir

(Haug, 2011).

Jelatin % 50,5 karbon, % 25,2 oksijen, % 17 azot ve % 6,8 hidrojenden olusmaktadir. Asit
hidrolizinden elde edilen Jelatin tip A ve bazik (alkali) hidrolizden elde edilen tip B olmak
tizere iki tiptedir. Jelatinin 6zellikleri, elde edildigi ana kaynak ve ekstraksiyon yontemine
baglidir; Ornegin, yapilan arastirmalar sonucu boceklerden elde edilen Jelatinin ticari
Jelatinden farkli 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir. Jelatin, viskoelastik 6zellikleri
sebebiyle jellestiricic madde, kivamlastirict veya dengeleyici (stabilizator) gorevi

gormektedir. Geri doniisii olmayan sekilde hidrolize edilmis bir kollajen tiirtidiir. (Olatunji
, 2016).
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Sekil 2.15. Jelatinin kimyasal yapis1 (Kommareddy, Shenoy ve M, 2005)
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Jelatin, suda ¢oziliniir bir polimerdir. Hiicre kiiltiirii, doku miihendisligi ve terapdtik ajanlari
tastyan kontrollii salimli tablet formiilasyonlarinda kullanimlari ile 6ne ¢ikmaktadir

(Kharkwal ve Janaswamy, 2017).

Jelatin
0 0 0 o 0
H,C
~<sHNsCH, ¥ C~Ny NH-CH- c-
*C i CH= C——NHCHC-N SCH-C~—
H,C o i o O I ¢ Hz(.
11,¢ - . e CHa.
e | CH, /COOH,
) CH,
°H

HO OH HO OH COOH

¢ "% Ilyonik bag etkilesimi ¢""» Hidrojen bag etkilesimi

-’

Sekil 2.16. NaAlg-Jelatin interaksiyonu (Rehm, 2009)

OH

OH

OH

Sekil 2.17. Sodyum aljinatin Ca?* iyonuyla ¢apraz baglanma yapis1 (Rehm, 2009)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Solgar firmasindan temin edilen, Polygonum Cuspidatum’dan elde edilmis olan Resveratrol
(C14H1203 ) etken madde olarak kullanilmigtir. Kiire hazirlanma asamasinda kullanilan
dolgu maddesi polimerlerden Sodyum Aljinat ve Jelatin Sigma Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Capraz baglayici olarak kullanilan Kalsiyum Kloriir ( CaCl2 ) Merck’ten temin
edilmistir. Coziicii olarak kullanilan Etanol ISOLAB Chemicals firmasindan temin
edilmigtir. Salim ¢alismalarinda faydalanilan ve tampon ¢ozeltisi hazirlanmasinda kullanilan
NaH2P04.2H20 ve NazHPO4.2H20 Carlo Erba Reagents firmasindan temin edilmistir.
NaOH ve HCI Merck’ten alinmistir. DPPH Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

UV spektrofotometresi: Hazirlanan mikrokiirelerden salinan Resveratrol miktart Rigol Ultra
3600 UV/Visible Spektrofotometresi kullanilarak 305 nm dalga boyundaki absorbsiyon
pikinin siddetinde tayin edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan resveratroliin,
DPPH radikal temizleme aktivitesi Rigol Ultra 3600 UV/Visible Spektrofotometresi
kullanilarak 517 nm dalga boyundaki absorbsiyon pikinin siddetinde tayin edilmistir.

FTIR spektrometresi: Hazirlanmis olan resveratrol yiiklii NaAlg/Jelatin mikrokiireleri ve bos
NaAlg/Jelatin  mikrokiirelerinin kizilotesi spektrumlari, Bruker VERTEX 80 FTIR
spektrometresinde ATR aparati kullanilarak, oda sicakliginda orta infrared bolgesinde

olgiilerek elde edilmistir (Gazi Universitesi Fotonik Uygulama ve Arastirma Merkezi).

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) : Hazirlanmis olan resveratrol yiiklii NaAlg/Jelatin
mikrokiireleri ve bos NaAlg/Jelatin mikrokiirelerinin elektron mikrograflari, vakum altinda
altin ile kaplandiktan sonra Quanta 400 F Field Emission model taramali elektron

mikroskobu kullanilarak alinmistir (ODTU Merkez Laboratuvari).
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Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC): Mikrokiirelerin ve polimerlerin DSC sonuglart
Perkin Elmer DSC8000 marka Diferansiyel Taramali Kalorimetre III kullanilarak elde
edilmistir.- 50 °C-300 °C sicaklik araliginda 10 °C/dakika 1sitma hizinda deneyler yapilmistir
(ODTU Merkez Laboratuvar).

XRD: Kristal malzemelerin karakterize edilmesi amaciyla Resveratrol, Resveratrol yiiklii ve
bos NaAlg/Jelatin mikrokiirelerinin XRD sonuglart GNR-APD 2000 Pro X-Isin1 kirinimi
(XRD) cihazi1 kullanilarak elde edilmistir. Tarama araligi: 5-75°, tarama hiz1 0.03 o/s , X-
Isii Tiipii: Cu (kV: 40kV mA: 30mA, dalgaboyu (CuKa) 1.5406 A olarak belirlenmistir

(Gazi Universitesi Fotonik Uygulama ve Arastirma Merkezi).

Manyetik karistirici: Mikrokiire olusum basamaklar1 Biosan (Magnetic Stirrer MSH-300)

manyetik karistirici kullanilarak hazirlanmistir.

Calkalamalr su banyosu. Etken madde ytiklii mikrokiirelerin salim ¢aligmalart Medline BS-
21 calkalamali su banyosu ile pH 1,2; pH 6,8; pH 7,4 tampon c¢ozeltilerinde
gergeklestirilmistir.

Etiiv: Mikrokiireler redLINE by BINDER marka etiiv araciliiyla kurutulmustur.

pH metre: HACH HQ40d multi pHmetre ile tamapon ¢ozelti degerleri dl¢lilmiistiir.

Analitik terazi: RADWAG AS220.R2 marka analitik terazide tartimlar gergeklestirilmistir.

Enjeksiyon ignesi:_5Sml set inject marka plastik enjeksiyon ignesi ile damlatma metoduyla

kiire dokiilmiistiir.

Agat havani: Ezme isleminde kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Resveratroliit HPLC ile saptama yontemi

Trans-resveratrol’ {in tayini i¢in kullanilan HPLC analiz yontemi asagida Cizelge 3.1°de

gosterilmistir. Analiz i¢in gerekli absorbans degeri 306 nm dalga boyu olarak bulunmustur.
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Sigma Aldrich firmasindan temin edilen standart resveratrol ve mikrokiire ¢aligmalarinda
kullanilan resveratroliin (Polygonum cuspidatum) miktar1 tayinini yapmak ve dogrulamak

amaciyla konsantrasyon 6l¢timleri, HPLC cihazi kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 3.1. Resveratrol’ in miktar tayini i¢in kullanilan HPLC analiz yontemi

Mobil Faz Methanol/Su (%63,4 / %36,6)
Enjeksiyon Miktar1 20uL
Akis Hizi 1 ml/dk
Kolon Thermo Scientific C18 kolonu
Kolon Sicakligi 25°C
Dedektor UV Dedektorii

Dalga Boyu 306 nm

- !

{

Sekil 3.1. Standart resveratrol HPLC kromatogrami
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Sekil 3.2. Resveratrol (Polygonum cuspidatum) HPLC kromatogrami
3.2.2. Resveratrol kalibrasyon egrisinin ¢ikarilmasi

Salim calismalarinda yararlanmak iizere resveratroliin miktar tayinini yapmak igin
olusturulan kalibrasyon egrisi Rigol Ultra 3600 UV/Visible Spektrofotometresi kullanilarak
305 nm dalga boyunda farkl1 derisimleri dlciilerek elde edilmistir. Olgiim igin resveratroliin
etanolde ¢Oziilmesi sebebiyle ¢oziicii ortami etanol secilmistir. Sekil 3.3’te kalibrasyon

grafigi verilmistir.
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Sekil 3.3. Resveratrol kalibrasyon grafigi (UV vis-spektrofotometre)
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3.2.3. Resveratrol yiiklii mikrokiirelerin hazirlanmasi

Resveratrol yiikli kiireler iyonotropik jelasyon yontemi ile hazirlanmistir. Destek maddesi
olarak kullanilan polimerler NaAlg %2 (w/w), Jelatin %2 (w/w)’lik derisimlerde saf su
igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Resveratrol yiiklii mikrokiirelerin hazirlanma kosullari
Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Cizelge 3.2°de verilen farkli polimer oranlarindaki
karigimlarin i¢ine yine farkli etken madde/polimer (w/w) oranlarinda resveratrol ilave
edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 24 saat siire ile manyetik karistiricida karistirilarak etken

madde, polimer ¢ozeltisi i¢erisinde dagitilmastir.

Elde edilen siispansiyonun tamami 5 ml’lik enjeksiyon ignesi yardimiyla damlalar halinde
90 mL c¢apraz baglama ¢ozeltisine (CaClz) damlatilmistir. Manyetik karistirict 5000 rpm

karistirma hizinda karistirilarak mikrokiirelerin ¢ozelti ile temasi saglanmstir.

Capraz baglayic1 ¢ozeltisine son damlanin diismesinden itibaren kiireler ¢apraz baglanma
cozeltisinde 30 ve 45 dakika siire ile bekletilmistir. Capraz baglama siireci sonucu olusan
mikrokiireler, stizge¢ kagidi yardimiyla siiziilmiistir ve saf su ile yilkama islemi
gerceklestirilmistir. Yikanan kiireler 40 °C etiive alinarak 1 hafta bekletilerek kurutulmus ve

daha sonra sabit tartima getirilmistir.

Mikrokiire hazirlama sistemi Sekil 3.4.’de gosterilmistir. Etken madde/polimer oranlari,
polimer/polimer oranlari, ¢apraz baglama ¢ozeltisinin derisimi ve ¢apraz baglanma siiresi
degistirilerek farkli formiilasyonlarda mikrokiireler hazirlanmistir. Ayrica, sadece NaAlg ve
Jelatin/NaAlg polimerleri karisiminda etken madde olmaksizin hazirlanan bos kiirelerin

hazirlama kosullar1 ve uygulanan formiilasyonlar Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.4. Mikrokiire hazirlama sistemi



Cizelge 3.2. Resveratrol yiiklii mikrokiirelerin hazirlanma kosullari

45

No | poimerorans || Ehen | coprer | ol | o,
(Jelatin/NaAlg) Orant (w/w) Derisimi Suresi (dk.)
Al NaAlg 1/2 CaCl, 0,5M 30
A2 NaAlg 1/4 CaCl, 0,5M 30
A3 NaAlg 1/8 CaCl; 0,5M 30
A4 NaAlg 1/2 CaCl; 1M 30
A5 NaAlg 1/2 CaCl; 1M 45
Bl 1/1 1/4 CaCl; 1M 30
B2 1/1 1/4 CaCl; 1M 90
B3 1/1 1/2 CaCl, 1M 30
B4 1/1 1/2 CaCl; 1M 45
Cl1 1/2 1/4 CaCl, 1M 30
Cc2 1/2 1/2 CaCl, 1M 45
C3 1/2 1/2 CaCl; 1M 30
D1 2/1 1/4 CaCl, 1M 30
D2 2/1 1/2 CaCl, 1M 30
D3 2/1 1/2 CaCl, 1M 45
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Cizelge 3.3. Bos mikrokiirelerin hazirlanma kosullar

. Capraz Ca:praz Czipraz
No Polimer Orani Baglayici Baglayici Baglama
(Jelatin/NaAlg) Derisimi (M) Suresi (dak)

A4b NaAlg CaCl; 1M 30
1M

A5b NaAlg CaCl, 45
1M

B3b 1/1 CaCl; 30

B4b 1/1 CaCl, 1M 45
1M

Clp 1/2 CaCl; 30

CaCl, 1M
D2b 2/1 30

b:Her bir formiilasyon i¢in bos kiire numunesini ifade etmektedir.

3.2.4. Resveratrol yiiklii mikrokiirelerden salim calismalari

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan resveratrol yiiklii mikrokiirelerden salinan etken
madde oranini 6lgmek i¢in 10 mg etken madde iceren mikrokiire 6rnekleri, 50 ml salim
ortami igeren cam kaplar igerisine konularak calkalamali su banyosununa yerlestirilmistir.
Salim ¢alismalar1 37°C’de ikiser saat siire ile sirasiyla daha 6nce hazirlanmis olan pH 1,2;
pH 6,8; pH 7,4 tampon ¢ozeltilerinde gerceklestirilmistir. pH 1,2 tampon ¢ozeltisi saf su ve
HCI, pH 6,8 ve pH 7,4 tampon c¢ozeltileri su , NaH2P04.2H,0 ve Na:HPO4.2H20
yardimiyla hazirlanmistir. Tlk iki saat pH 1,2 salim ortaminda 5.dk, 15.dk, 45.dk ve 60.dk’da,
sonrasinda pH 6,8 ve pH 7,4 salim ortamlarindan yarim saat arayla 5’er ml Ornekler
alimmistir ve yerine 5’er ml salim ortami ilave edilmistir. 2 saat siire sonunda mikrokiireler
stiziilerek bir sonraki pH daki tampon ¢ozeltiye aktarilmistir. Mikrokiirelerden salinan
resveratrol miktarini belirlemek i¢in salim ortamindan alinan 5 ml’lik 6rneklerin UV-VIS
spektrofotometresi ile 305 nm’de absorbans degerleri belirlenmistir. Daha sonra kalibrasyon

grafiginden elde ettigimiz denklem kullanilarak derigimler hesaplanmistir.
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3.2.5. Mikrokiirelerin denge su i¢eriklerinin tayini

Bos mikrokiirelerin sisme kapasitelerini belirlemek amaciyla sabit tartima gelen 50 mg
mikrokiire ornekleri 50 mL saf su ve pH 1,2; 6,8; 7,4 tampon c¢ozeltileri igerisinde oda
sicakliginda 24 saat siireyle bekletilmistir. Bu siirenin sonunda mikrokiirelerin yiizey suyu
uzaklastirllmis ve sonrasinda tartilmistir. Bos mikrokiirelerin denge su igeriklerinin
hesaplanmasi i¢in agagida sunulan esitlik kullanilmistir. % Denge su igerik degerleri Cizelge

4.1’de verilmistir.

% Denge su icerigi (w/w)=(Ws-Wk )x100

Ws : Sigsmis mikrokiirelerin kiitlesi, Wk : Kuru mikrokiirelerin kiitlesi
3.2.6. Tutuklama verimi (TV) tayini

Teorik olarak yiiklenmesi gereken toplam ilacin gergekte ne kadar yiiklendigini belirlemek
icin yapilan hesaplamaya tutuklama verimi (TV) denir. Elde edilen etken madde yiikli
mikrokiirelerden 50 mg alinarak agat havaninda ezilmis ve 37°C’de c¢alkamali su
banyosunda 2 saat ve 4 saat siire ile 50 mL salim ortaminda (etanol) bekletilmistir. Elde
edilen ¢ozelti siiziilmiis ve tutuklanan etken madde miktar1 UV-Vis spektrofotometresi ile
305 nm’de olgiilerek tutuklama verimi hesaplanmistir. Mikrokiirelerin tutuklama verimleri

asagida yer alan esitlik ile hesaplanmustir.

Deneysel Ilagc Miktar
UTV = X 100
Teorik Ilag Miktar

(3.2)

Deneysel Ila¢c Miktari: Gergekte mikrokiirelerin icinde bulunan ilag miktar1 (mg),

Teorik Ila¢ Miktari: Teorik olarak mikrokiirelerin i¢inde bulunan ilag miktar1 (mg)’dir.
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3.2.7. Karakterizasyon ¢alismalari

FTIR ve XRD karakterizasyon ¢alismalar1 Gazi Universitesi fotonik uygulama ve arastirma
merkezinde, DSC ve SEM Kkarakterizasyon calismalar1 ODTU merkez laboratuvarinda

yapilmustir.

Diferansivel taramali kalorimetre (DSC) termogramlari

DSC, genellikle mikrokiirenin ve saf etkin madde numunelerinin termal 1s1ya maruz kalmasi
sirasinda meydana gelen degisiklikleri karakterize etmek i¢in uygulanan bir yontemdir (Basu
ve Adhiyaman, 2008). Polimer arastirmalarinda camsi gegis sicakligi (Tg), erime / yeniden
kristallegsme sicakligi (Tm / Tc) ve kiir 6lglimlerinin yapilmasi olmak {izere ii¢ farkli amagla
kullanilmaktadir (Groenewoud, 2001). DSC araciligiyla resveratroliin erime sicakliginda
termal 1s1 tayini yaparak mikrokiire numunelerinin termal 6zellikleri belirlenebilmektedir.
Caligma kapsaminda deneyler .- 50 °C-300 °C sicaklik araliginda 10 °C/dakika 1sitma hizinda
yapilmisgtir

FTIR spektrumu

Kizil6tesi spektroskopisi, molekiiliin kimyasal yapisini tanimlama imkani saglayan en giiclii
analitik yontemlerden biridir. FTIR, bir kimyasal maddenin, kizildtesi bdlgede segici bir
absorpsiyon gostermesi olayidir (Sekhar, 2014). Mikrokiirelerinin kizilotesi spektrumlari,
Bruker VERTEX 80 FTIR spektrometresinde ATR aparati kullanilarak, oda sicakliginda

orta infrared bolgesinde dl¢iilerek elde edilmistir.

Taramali elektron mikrografi (SEM)

Taramal1 elektron mikrografi (SEM), resveratrol yiiklii kiireleri karakterize etmek igin
kullanilan yontemlerden birisidir. Bu teknik, 6rnek yiizeylerinden yayilan yiiksek
cOziintrlikli, yliksek biiyiitme oranli goriintiileri toplamak i¢in dar bir elektron 111
uygulama prensibine dayanmaktadir (Carter ve Shieh, 2015). Mikrokiirelerinin elektron
mikrograflari, vakum altinda altin ile kaplandiktan sonra taramali elektron mikroskobu
kullanilarak alinmistir. Resveratrol yiiklii ve bos mikrokiirelerin 50x, 100x, 200x ve 1000

biiyiitmeli elektron mikrograflar1 alinmistir.
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X-1s11 kirmimi (XRD) egrileri

X-15m1 kirinimi (XRD), kristal malzemelerin karakterize edilmesi i¢in uygulanan bir
tekniktir. Kristal fazlarin tiplerini ve dogasini, kristallik derecesini, amorf yapisina iliskin
bilgiler saglamaktadir. Calisma kapsaminda tarama araligi: 5-75°, tarama hiz1 0.03 o/s , X-

Istm Tiipii: Cu (kV: 40kV mA: 30mA, dalgaboyu (CuKa) 1.5406 A olarak belirlenmistir.

3.2.8. Antioksidan aktivite tayini

Literatiirde yer alan bir¢ok calismada, resveratroliin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
vurgulanmigtir. Resveratroliin klasik radikal temizleme yontemi olan DPPH ile antioksidan
aktivitesi belirlenmistir. Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen DPPH radikali ile

hazirlanan ¢6zelti kullanilmistir.

DPPH (1,1-difenil -2-pikrilhidrazil) radikal temizleme aktivitesi tayini

Calisma kapsaminda DPPH stok ¢ozeltisi, 5 mg DPPH, 100 mL etanol i¢inde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Ayrica, resveratrol numunesinin (Polygonum cuspidatum) stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltisinden 1:10 oraninda seyreltilerek 3 farkli konsantrasyonda
cozelti hazirlanmis ve her bir konsantrasyonun {ii¢ tekrar 6l¢iimii yapilacak sekilde deney
tiiplerine aktarilmistir. Homojen bir sekilde karigmasi icin pipetleme yapilmistir ve oda
sicakliginda 20 dakika bekletilmistir. Ayni islemler en 1yi oran olarak belirlenen 1/1 oranda
resveratrol yiiklii mikrokiire ve bos kiireler i¢in tekrarlanmistir. 1400 uL. DPPH ¢6zeltisi
iizerine tiiplerden aldigimiz numune ¢ozeltileri (100 uL) aktarilmistir. Elde edilen karisimlar
homojen bir sekilde karigtirildiktan sonra UV-Vis spektrofotometre araciligryla DPPH’1n
maksimum absorbans gosterdigi 517 nm’de 6l¢iilmiistiir. Olgiim sonras1 elde ettigimiz
absorbans degerleri ile kalibrasyon grafigi c¢ikarilarak 1Csp degerleri mg/mL cinsinden
hesaplanmustir. ICs0,  baslangictaki DPPH  konsantrasyonu yani radikal
miktarini/absorbansin1  yartya indiren numune (antioksidan) konsantrasyonudur.
Mikrokiirelerin ve resveratrol numunesinin % DPPH radikal temizleme aktivitesi asagida

yer alan esitlik ile hesaplanmustir.
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: : ... .  Akontrol - Anumune
%) DPPH radikal temizleme aktivitesi = X 100
Akontrol

(3.3)

Akontrol: Kontrol 6rneginin (DPPH ¢6zeltisi) absorbans degeri
Anumune: Belirli konsantrasyondaki bilesik ve DPPH ¢d6zeltisi karigiminin absorbans

degeridir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, Resveratrol yiiklii mikrokiirelerin hazirlanmasi amaci ile kaplayict madde
olarak NaAlg ve Jelatin kullanilmistir. Enkapsiilasyon yontemi olarak iyonotropik jelasyon
yontemi se¢ilmistir. Arastirmanin amacina gore primer sonlanim noktalar1 farkliliklari ile
birlikte yaptigim literatiir taramalarinda uygulanan resveratroliin minimum dozu 1 mg,
maksimum dozu 3500 mg oldugu, siklikla 50-250 mg araligimin tercih edildigi
goriilmektedir (Pannu ve Bhatnagar, 2019; Gambini ve digerleri, 2015). Istenilen diizeyde
etki goriilen konsantrasyonlarin irk farkliliklarina ve viicudun saglik-hastalik durumlarina
gore degiskenlik gostermesinden kaynakli optimum konsantrasyon belirlenememektedir.
Buna bagli olarak ¢alismamizda farkli oranlarda etken madde ¢alisilmis anacak en iyi profil
100 mg’da gozlenmistir ve etken madde orant 100 mg’da sabit tutularak farkli
polimer/polimer oranlarinda mikrokiireler elde edilmistir. Hazirlama kosullar1 ve bilesimleri
degistirilerek hazirlanan kiirelerin etken madde salim degerleri, denge su igerikleri,
icerdikleri etken madde miktarlar1 incelenmistir. Resveratrol salim hizlari mide, bagirsak
giris ve bagirsak cikis pH’indaki salim oranlarina gore incelenmistir. En iyi salim profilini
olusturan mikrokiireler SEM, DSC, FTIR ve XRD ile karakterize edilmistir. Antioksidan
aktivitesine DPPH yontemi ile bakilmistir.

4.1. Resveratroliin Jelatin/NaAlg Mikrokiirelerden Kontrollii Salim

4.1.1. Capraz baglayici derisiminin resveratrol salim iizerine etkisi

Capraz baglayict derisiminin NaAlg kullanilarak hazirlanan mikrokiirelerden resveratrol
salimi etkisini incelemek amaciyla CaClz derisimi 0,5 M ve 1 M olmak iizere iki farkli ¢apraz
baglayict derisiminde mikrokiireler olusturulmus ve bu mikrokiirelerin resveratrol salimi
incelenmistir. Capraz baglayici derisiminin 0,5M’den 1M’a ¢ikarilmasiyla ilacin tutuklama
veriminin ve saliminin arttig1 goriilmiistiir. Benzer sonuglara literatiirde de rastlanmustir.
Mandal ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, CaCl derisimini 0.1 M’dan 0.27 M’a
yiikselttiginde ilacin tutuklama veriminin % 53’lerden % 62 lere ¢iktig1 sonucuna varilmaistir.
Ayrica Cho ve arkadaglari tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada da ayni durum goriilmiistiir

(Cho ve digerleri, 2014; Mandal, Kumar, Krishnamoorthy ve Basu, 2010).
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Ayrica, 0,5 M ¢apraz baglayiciya maruz birakilan resveratrol yiiklii NaAlg mikrokiireler pH
1,2 mide salim ortamindan pH 6,8’ e aktarildiginda bozunmustur. Ancak 1M c¢apraz
baglayiciya maruz birakilan NaAlg mikrokiirelerin salim profili pH 7,4’ e kadar incelenmis

pH 7,4 salim ortamina aktarilamamaistir.

35

1M| pH7,4
30 P

25

20

% Salim

15

10

05M

0 60 120 180 240 300 360
Siire (dakika)

Sekil 4.1. NaAlg mikrokiirelerde ¢apraz baglayici derisiminin resveratrol salimi lizerine
etkisi (0: 0,5 M, x:1 M).

4.1.2. Jelatin/NaAlg capraz baglama siiresinin ve pH’nin resveratrol salim iizerine
etkisi

En etkin salim profilini gozlemlemek i¢in ortaya ¢ikan alternatiflerden birisi de elde edilen
mikrokiireleri ¢esitli siirelerde ¢apraz baglayici ¢ozeltilere maruz birakmaktir. Capraz
baglama siiresinin salim iizerine etkisini incelemek amaciyla 1/1 Jelatin/NaAlg oranina sahip
mikrokiire olusturularak salim profili incelenmistir. Sekil 4.2°de gorildiigi gibi
mikrokiirelerin CaCl; ile gapraz baglama siiresi arttik¢a salim artmaktadir. Capraz baglama
stiresi arttikga daha fazla ilac1 tutuklayabilmekte ve bu durumun da salim miktarimi

arttirmakta oldugu diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.2. Jelatin/ NaAlg mikrokiirelerde capraz baglama siiresinin salim {izerine etkisi
(0:1/1-45 dk, 0:1/1-30 dk,).

Ayrica hazirlanan tiim mikrokiire formiilasyonlar sirasiyla pH 1,2; pH 6,8 ve pH 7.4 tampon
cozeltilerinde 2’ser saat siireyle salima birakilmistir. Salim profilleri incelendiginde pH
1,2’de salimin daha yavas ve az oldugu goriilmiistiir. pH 6,8°de ise salimin artan bir egri
sergiledigi gozlenmistir. pH 7,4’de ise en yiiksek salim profiline ulasmistir. pH 1,2°de
gostermis oldugu yavas salimin sebebinin mide asidik ortami olmasi ve NaAlg’in asidik
ortamlarda az sigsme 6zelligi gostermesinden kaynakli oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica
salim ortaminin pH’min artmasiyla salim oranin artmasi, aljinatin karboksilik gruplarinin

iyonlagsma derecesinin artmasina bagh oldugu gortilmistiir (Roy, Bajpai ve Bajpai 2009).

4.1.3. Jelatin/NaAlg mikrokiirelerde polimer/polimer oram degisiminin salim iizerine
etkisi

Resveratroliin salim profilini iyilestirmek ve salimini arttirmak amaciyla aljinat esash
mikrokiirelerin yani1 sira farkli konsantrasyonlarda resveratrol yiikli Jelatin/NaAlg

mikrokiireler hazirlanmistir. Bu formiilasyonlarin salim profilleri incelenmistir.

1/1, 1/2 ve 2/1 Jelatin/NaAlg oranlarinda mikrokiireler olusturulmus ve salima etkisi
incelenmistir. Sekil 4.3’te gortildiigli gibi polimer/polimer orani 1/1 olan mikrokiirelerden
resveratrol salimi diger oranlara karsilastirildiginda daha kontrollii ilerlemistir. Ortama
Jelatin ilavesiyle ortam yogunlugunun artmasinin, salimin daha uzun siirede
gergeklesmesine yol agtigi degerlendirilmistir. Benzer sekilde Roy ve arkadaslar1 tarafindan

yapilan calisma sonucumuzu destekler niteliktedir. Endosulfan yiiklii NaAlg/Jelatin
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mikrokiireler hazirlanmig en iyi salim profilini 1/1 oranda olan blend kiirelerde (iki farkli

polimer karigimi kiireler) goriilmiistiir.

80

70
pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
60 1/1

50

% Salim

0 120 240 360
Siire (dakika)

Sekil 4.3. Jelatin/ NaAlg mikrokiirelerde polimer/polimer oraninin salim {izerine etkisi
(A:2/1,0:1/2, o:1/1).

4.1.4. Jelatin/NaAlg mikrokiirelerde etken madde/polimer orami degisiminin salim
iizerine etkisi

Blend mikrokiirelerdeki etken madde/polimer oranin degisimiyle elde edilen salim profili
degisimi Sekil 4.4’de yer almaktadir. Etken madde/polimer oraninin 1/4’ten, 1/2’e
cikarilmastyla resveratrol hapsedilen mikrokiirelerin saliminda artis oldugu gézlenmistir.
Hazirlanan iki etken madde/polimer oraninda en yiiksek resveratrol saliminin 1/2 etken
madde/polimer formiilasyonlu mikrokiirelerde % 66,7 olarak bulunmustur. Literatiirde
benzer sekilde sonuglar bildirilmistir. Etken madde yiikleme miktarinin artmasiyla salim
miktarmin arttig1 gosterilmistir. Bu durumun sebebinin etken maddedin kiirelere
yiiklenmesinin artmasiyla, ¢oziicli cephenin yiiklii tanelerin ylizeyine daha hizli ilerlemesi
ve dolayisiyla daha biiyiik bir salimla sonuglanmasiyla agiklanmistir (Bajpai, 2004; Roy ve
digerleri, 2009)
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Sekil 4.4. Jelatin/ NaAlg mikrokiirelerde etken madde/polimer oraninin salim iizerine etkisi
(O:1/2, ¢:1/4, C.S:30 dak.).

4.1.5. NaAlg ve blend mikrokiirelerde ¢capraz baglama siiresinin salim iizerine etkisi

Sekil 4.5’te etken madde/polimer orani 1/2, ¢apraz baglayici derisimi 1M ve ¢apraz baglama
stiresi 30 dk ve 45 dk olan kosullarda hazirlanan NaAlg ve Jelatin/NaAlg mikrokiirelerin
salim profilleri karsilagtirilmistir. NaAlg mikrokiirelerden ve Jelatin/NaAlg orani 1/1 olan
mikrokiirelerden en yiiksek etken madde salimi 45 dakika siireyle ¢apraz baglanan
mikrokiirelerde gézlenmistir. Jelatin/NaAlg ile hazirlanan mikrokiirelerden salimin diger
formiilasyonlara gore en etkin profilini sergiledigi daha yavas ve kontrollii gerceklestigi,
NaAlg kullanilarak hazirlanan mikrokiirelerin ise pH 1,2’de yavas salim, pH 6,4 salim
ortamina alindiginda ise aniden hizli bir salim profili gosterdigi goriilmektedir. 4.saat
sonunda ise bozunma gerceklestigi goriilmiistiir. NaAlg ile hazirlanan mikrokiireler pH
7,4’de bozundugundan salim pH 6,8’ e kadar devam ettirilebilmistir. Jelatin/NaAlg oran1 1/1
olan mikrokiirelerin ise tiim pH salim ortamlarinda bozunmadan 6 saat boyunca salim profili

izlenebilmistir.

Almeida tarafindan yapilan benzer bir c¢alismada, sadece kalsiyum aljinatla hazirlanan
mikrokiirelerin ilacin enkapsiile edilmesinde yetersiz oldugu ve ilacin 6. saatin sonunda
tamamen serbest birakildigi belirtilmistir. Ancak formiilasyona bir ¢apraz baglama maddesi
daha eklendiginde, polimer zincirleri arasinda bagi kuvvetlendirmis ve salim davranisi

degistigi goriilmiistiir. Ayrica, mide asidik ortaminda aljinik asit ¢okmesinden dolayi aljinat
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matrislerinin daha az sisme ve aginma goriilecegi belirtilmistir. Sigme siirecinin bir kalsiyum
tutucu olarak islev goren fosfat iyonunun varligi ile daha da arttig1, pH 7.4'e daldirildiginda,

aljinat-Jelatin kiirelerinin hemen sismeye basladigi rapor edilmistir (Almeida, 2004).

% a5dk o
70 pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
0 30 dk
50
E
5 NaAlg-45 dk
< NaAlg-30 dk
0 120 240 360
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Sekil 4.5. NaAlg ve Jelatin/ NaAlg mikrokiirelerinden kiimiilatif salim profili
(A: NaAlg-45 dk, 0: NaAlg-30 dk, 0:1/1-45 dk, o:1/1-30 dk,).

4.2. Bos Mikrokiirelerin Denge Sisme Degerleri

Farkli formiilasyonlarda hazirlanan bos mikrokiirelerin saf su ve pH 1,2; pH 6,8 ve pH 7,4’te
% sigsme degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. NaAlg mikrokiireler pH:7,4 fosfat tamponunda
pargalanmaktadir. Tablodan da anlasilacagi tizere pH arttik¢a % sisme degeri artmakta ve en
yiiksek sisme degeri pH 7,4’de goriilmektedir. En az sisme oraninin saf sudan sonra pH 1,2’
de goriilme sebebinin midenin asidik ortam olmasi ve NaAlg’in asidik ortamlarda az sisme
ozelligi  gostermesinden kaynakli oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica farkli
formiilasyonlarda hazirlanan Jelatin/NaAlg mikrokiirelerin sisme degerlerinin NaAlg
miktart arttikga pH=6,8 ve pH=7,4’de bozunma goriilmektedir. Bu durum salim sonuglarini

desteklemektedir.

Capraz baglama siiresinin sisme oranina etkisi incelendiginde, siire arttikca sisme
degerlerinin azaldig1r sonucuna varilmistir. Capraz bag yogunlugunun artmasiyla olusan
daha siki bir ag yapisindan kaynaklandigi degerlendirilmistir. Roy ve arkadaglar tarafindan
yapilan ¢alisma da sonuglar1 destekler niteliktedir. Anyonik biyopolimer olan Jelatinin

kiirelerin sisme orani lizerindeki etkisi incelendiginde Jelatin miktarinin arttirtlmasiyla sigme
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oraninda artis gozlenmistir. Jelatin miktarinin artmasiyla agmn hidrofilik yapisinin artmis
olmasi ve bunun da daha biiylik bir sismeye sebep olmasindan kaynakli oldugu sonucuna

varilmistir (Roy ve digerleri, 2009).

Cizelge 4.1. Bos mikrokiirelerin denge sisme degerleri (%)

Formiilasyon Saf Su pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
Kodu
Adp 97,0 121,6 Mikrokiireler Mikrokiireler
pargalandi pargalandi
Mikrokiireler
A5p 77,8 84,0 pargalandi Mikrokiireler
pargalandi
347,8
B3b 1154 130,2 744
B4b 73,2 99,4 320,0 636,2
Mikrokiireler
Clp 71,6 220,0 pargalandi Mikrokiireler
pargalandi
D2p 130,4 122,2 270 Mikrokireler
pargalandi

(A: NaAlg, B:1/1 Jelatin/NaAlg, C: 1/2 Jelatin/NaAlg, D: 2/1 Jelatin/NaAlg, Capraz
baglayici derisimi: 1M)

% Sisme

700 636,2
600
500
400 320
300
200 77.8 732 84 994
o sy Y . p

0

Saf su pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4

H NaAlg 1/1 Jel/NaAlg

ekil 4.6. Optimum kosullarin saglandig1 mikrokiirelerin denge sisme degerleri (%
S p $ glandig ge sis g (%)
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Ayrica literatiirde yer alan bir diger ¢aligmada, Ca-Alg kiirelerin asidik pH ortamindan
alinip, pH 7,4 ortamia koyuldugunda Na* iyonlar1 ile Ca?* iyonlar1 arasindaki etkilesim ile
Ca?" iyonlarmin kiirelerden hizla uzaklasmasma bagl olarak bozundugu rapor edilmistir

(Bajpai,2004).

4.3. Farkhh Formiilasyonlarda Hazirlanan Mikrokiirelerin Tutuklama Verimleri ve
Mikrokiire Verimleri

Cizelge 4.2’de cesitli formiilasyonlarda hazirlanan resveratrol yiiklii mikrokiirelerin
tutuklama ve mikrokiire elde etme verimleri yer almaktadir. Cizelge 4.2 incelendiginde
NaAlg kullanilarak hazirlanan mikrokiireler i¢in ¢apraz baglama siiresi 30 dakikadan 45
dakikaya ¢ikarildiginda % verimde ve tutuklama veriminde diisme goriilmektedir.
Jelatin/NaAlg kullanilarak hazirlanan mikrokiirelerde ise NaAlg yiiklii kiirelerde goriilen
durumun tam tersine rastlanmistir. Capraz baglama siiresi 30 dakikadan 45 dakikaya
cikarildiginda 9% verimde ve tutuklama veriminde artig goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalar
sonucu NaAlg kullanilarak hazirlanan mikrokiireler i¢in capraz baglayic1 derisiminin
0,5M’den 1M’a ¢ikarilmasiyla tutuklama ve mikrokiire verimlerinin ciddi oranda arttig1
gbzlenmistir. Ayrica ortama Jelatin ilavesiyle tutuklama veriminde artis goézlenmistir. Bu
nedenle Jelatinin resveratroliin tutuklamasinda etkisi oldugu soylenebilir. Etken
madde/polimer orani1 1/4 oramindan 1/2 oranina yiikseltildiginde hem NaAlg hem de
Jelatin/NaAlg mikrokiirelerin % verim ve tutuklama verimlerinde artig oldugu goriilmiistiir.
Benzer sekilde Cho ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, c¢apraz baglayicinin oranin
IM’a ¢ikarilmasiyla tutuklama verimi nin %95.18’den % 97.29” a ¢iktig1 goriilmiistiir.
Tutuklama veriminin yiiksek ¢ikma sebebi resveratroliin suda az ¢oziinme oOzelliine
baglanmustir (Cho ve digerleri, 2014). Ilag kaybinin olmamasi, ilacin enkapsiile edilebilmesi

nin tutuklama veriminde 6nemli oldugu diisiintilmiistiir.
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Cizelge 4.2. Farkli formiilasyonlarda hazirlanan mikrokiirelerin tutuklama verimleri ve
mikrokiire verimleri

Czipraz Polimer Orant nlqzetllcjfig/ %Verim

BDaeilsalI:Ils (Jelatin/NaAlg) Polimer %TV

ve Siiresi ?V\ffvl\l/;
Al 10,5 M -30dk NaAlg 1/2 33,08 57,84
A2 10,5 M -30dk NaAlg 1/4 19,50 93,13
A3 10,5 M -30dk NaAlg 1/8 6,80 93,15
A4 11 M -30dk NaAlg 1/2 67,93 99,72
AS 11 M -45dk NaAlg 1/2 62,42 97,31
Bl |1 M -30dk 1/1 1/4 22,08 81,51
B2 |1 M-90 dk 1/1 1/4 22,92 89,82
B3 |1 M -30dk 1/1 1/2 49,69 96,48
B4 |1 M -45dk 171 1/2 63,19 96,59
Cl |1 M-30dk 1/2 1/4 9,31 74,45
C2 11 M -45dk 1/2 1/2 51,51 94,64
C3 |1 M -30dk 1/2 1/2 43,32 89,72
D1 |1 M -30dk 2/1 1/4 23,88 78,96
b2 11 M -30dk 2/1 1/2 59,78 91,83
D3 |1 M -45dk 2/1 1/2 61,34 98,70

(A: NaAlg, B:1/1 Jelatin/NaAlg, C: 1/2 Jelatin/NaAlg, D: 2/1 Jelatin/NaAlg)

4.4. Mikrokiirelerin Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) Termogramlari

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi, bos mikrokiire ve elde edilen en etkin
resveratrol yiiklii mikrokiire orneklerinde, kullanilan polimerler ile resveratrol arasinda

olusan etkilesimlerin belirlenebilmesi i¢in gergeklestirilmistir.

Resveratrol, resveratrol yiikli 1/1 (w/w) formiilasyonda Jelatin/NaAlg mikrokiire ve bos
kiireye ait DSC termogramlari Sekil 4.7°de gosterilmistir. Resveratrol, 185 °C’ de
endotermik pik vermistir. Ancak, resveratrol yiiklii mikrokiirede bu pik gézlenmemistir. Bu
durum ilacin mikrokiire igerisine amorf dagilim gosterdigini diislindiirmiistiir. Benzer
sekilde Mendes ve arkadaslari (2012) tarafindan yapilan caligmada resveratroliin
karakteristik erime pikinin resveratrol yiikli PHBV/PCL mikropartikiillerde goriilmedigi ve

bu durumun ilacin kiire igine amorf dagilim géstermesiyle agiklanabilecegi ifade edilmistir.
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Yapilan bir bagka c¢alismada da poli (epsilon-kaprolakton) (PCL), poli (D, L-laktik-ko-
glikolik asit) -poli (etilen glikol), konjuge (PLGA-PEG-COOH) resveratrol yiikli
nanopartikiiller hazirlanmis ve resveratroliin partikiil icine hapsedilmesiyle birlikte

gostermis oldugu karakteristik pik kaybolmustur (Sanna, Siddiqui, Sechi ve Mukhtar, 2013).

Bos ve resveratrol yiiklii Jelatin/NaAlg blend kiireler incelendiginde ise bos kiirede 105
°C’de goriilen endotermik pik, yapiya resveratrolun déahil olmasi ile 4 °C diismiistiir.
Gozlemlenen termal davranis degisikliklerinin kiireler i¢inde polimerlerin spesifik fiziksel
etkilesimler gostermesiyle iligkili oldugu diisliniilmiistiir. Sanna ve arkadaslar1 (2013)
tarafindan yapilan bir calisgmada da benzer sekilde resveratrol yiiklii nanopartikiiller
hazirlanmis ve dolu kiirede bos kiireye kiyasla endotermik pikin 5 °C diistiigii goriilmiistiir

(Sanna, Siddiqui, Sechi ve Mukhtar, 2013).

185.65°C
99.40°C 34,5801 m
a) 0.8962 mW

—_—
b) 1208°C
5.2192mwW

101.07°C
23.7127 mW

o

105.03°C
211748 mW

061 0 50 100 150 200 250 258
Temperature (°C)

Sekil 4.7. Resveratrol, dolu ve bos mikrokiirelerin DSC termogramlar1 a) Resveratrol b) 1/1
formiilasyonlu Jelatin/NaAlg mikrokiireleri c) 1/1 Jelatin /NaAlg formiilasyonlu
bos mikrokiirelerin DSC termogramlari
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4.5. Mikrokiirelerinin FTIR spektrumlari

FTIR spektrumu, molekiiliin kimyasal yapist hakkinda bilgi vermektedir. Her bir
fonksiyonel grup ayri karakteristik bant degerlerine sahiptir. 3700-2800 araliginda hidroksil
gruplari, 3450-2500 aralig1 karboksil gruplari, 3300-3500 amin gruplar1,1820-1580 C=0 ¢ift
bagi, 1000-1300 eter gruplari ve 1580-1680 araligi C=C ¢ift bag1 hakkinda bilgi vermektedir.
Resveratrol, resveratrol yiiklii 1/1 (w/w) formiilasyonda Jelatin/NaAlg mikrokiireler, NaAlg
ve Jelatinin FTIR spektrumlari Sekil 4.8°de gosterilmistir. Spektrumlar incelendiginde
hidroksil, NH, C=0, C=C ve eter fonksiyonel gruplariyla iliskili olarak belirgin bantlar
gozlemlenmistir. NaAlg’in 3276 cm-1’de verdigi gerilme bandinin O-H ve COO (karboksil)
gruplarina ait oldugu goriilmiistiir. Resveratrol ve Jelatinde COO grubunun olmamasi benzer
absorbanstaki NaAlg bandinin daha genis olmasini agiklamaktadir. Benzer sekilde 3278 cm-
1’de goriilen gerilme bandinin Jelatin yapisinda bulunan NH gruplarina ait oldugu
goriilmistiir. Resveratroliin yapisinda bulunan OH gruplarinin ise spektrumda 3228 cm-1’de
gerilme bandina ait oldugu degerlendirilmistir. Mikrokiirelerin yapisindaki NH ve OH
gruplarini goklugu 3338 cm-1’de daha genis bir band goriilmesine neden olmustur. Sodyum
aljinat ve Jelatin spektrumlarinda sirasiyla 1592 cm-1 ve 1523 -1627 cm-1" de C=0O grubuna
ait gerilme bantlar1 gériilmiistiir. Resveratrolde ise 1584-1605 cm-1’de goriilen bantlarin
C=C grubuna ait oldugu goriilmiistiir. Mikrokiire spektrumunda goriilen 1606 cm-1’deki
bandin benzer absorbanstaki diger spektrum piklerine gére daha genis olmasi yapisindaki

C=C ve C=0 gruplarindan kaynaklanmaktadir.

NaAlg FTIR spektrumunda goriilen 1592 c¢cm-1’in mikrokiirede 1606 cm-1" e ¢ikmasinin
sebebinin kalsiyum ve sodyum iyonlarinin yer degistirme tepkimesine bagli oldugu
gorilmiistiir. Cho ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada da benzer sekilde
mikrokiirenin spektrumunda absorbans degerinde artis goriilmiistiir (Cho ve digerleri, 2014).
Ayrica Pongjanyakul ve arkadaglari tarafindan yapilan resveratrol yiikli siklodekstrin
nanosilinger kullanilan bir diger calismada, resveratrol ve NaAlg’da goriilen hidroksil
bantlarinin absorbans degerleri mikrokiirede artmis olarak degerlendirilmistir. Benzer
durum g¢alismamizda da gozlenmistir (Pongjanyakul ve Rongthong, 2010). Resveratroliin
spektrumunda 1584 -1605 cm-1’de goriilen C=C bandinin mikrokiirede de 1606 cm-1’de
goriilmesi resveratroliin mikrokiire i¢cine bozunmadan enkapstile oldugunu diisiindiirmiistiir.
Bos miikrokiireler ile resveratrol yiiklii mikrokiirelerin spektrumlar1 karsilastirildiginda

bantlarin benzer absorbans degerlerinde oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.8. Resveratrol, NaAlg, jelatin ve mikrokiirelerin FTIR spektrumlar1 a) NaAlg, b)
Jelatin c¢) Resveratrol d) 1/1 formiilasyonlu Jelatin/NaAlg mikrokiireleri e) 1/1
Jelatin/NaAlg formiilasyonlu bos mikrokiireler
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Saf Jelatin ve NaAlg, bos Jelatin/NaAlg kiirelerine ait FTIR spektrumlari karsilastirildiginda
NaAlg’in 3276 cm-1’de verdigi gerilme bandinin O-H (hidroksil) gruplarinin pik degerleri
oldugu goriilmektedir. 1592 ve 1404 cm-1’de goriilen pikler ise NaAlg’in karakteristik
karboksil gruplarini temsil etmektedir. Saf Jelatinin ana karakteristik pikleri ise 3278 cm-
I’de goriilen gerilme bandinin Jelatin yapisinda bulunan NH gruplarina ait oldugu
degerlendirilmistir. 2932 cm-1°de goriilen pikin C-H gerilme bandini, 1444 cm-1 ’de
goriilen pikin alifatik C-H diizlem i¢i egilme bandini, 1077 cm-1 *deki genis pik C-C, C-0O,
C-N gerilme bantlarimni gostermektedir (Erdik, 2007). Sodyum aljinattaki hidroksil gruplari
ile Jelatindeki NH gruplari ile etkilesime gegerek 3341 cm-1’de genis bir bant gézlenmesine
ve NaAlg ve Jelatinde yer alan sirasiyla 2912 ve 2932 cm-1 piklerin kaybolmasina neden

oldugu degerlendirilmistir.

Resveratrol ve 1/1 formiilasyonlu resveratrol yiiklii Jelatin/NaAlg mikrokiireleri
degerlendirildiginde, resveratroliin spektrumunda 3228 cm—1’de goriilen bant ile
resveratroliin hidroksil gruplarinin absorpsiyon degeri goriilmektedir. Resveratroliin
yapisinda bulunan aromatik halkalarin ise 1605 ve 1584 cm—1" de pik verdigi goriilmektedir.
Mikrokiire igerisine resveratroliin enkapsiile edilmesiyle hidroksil gruplarma ait 3338
cm—1’de goriilen bandin genisledigi gozlenmistir. Ayrica resveratrole ait gerilme
bantlarinin, resveratroliin enkapsiilasyonu ile birlikte baskilandigr goriilmektedir (Sekil

4.10).

4.6. Mikrokiirelerin Taramah Elektron Mikrograf (SEM) Goriintiileri

Resveratrol yiiklii mikrokiireler ve bos mikrokiireler taramali elektron mikrografi ile analiz
edilmistir. Numuneler hazirlanip yiizeyleri taramali elektron mikroskobu ile
degerlendirilmistir. P/P  oran1 1/1 formiilasyonundaki resveratrol yiikli ve bos
mikrokiirelerin 50x, 100x, 200x ve 1000 biyiitmeli SEM fotograflar1 Resim 4.1°de

verilmistir.

Resim 4.1°de yer alan SEM goriintiileri, analizi sonucu elde ettigimiz resveratrol yiiklii
mikrokiirelerin iyonotropik jelasyon yontemi ile kaplamanin miimkiin oldugunu
dogrulamaktadir. Resveratrol yiiklii mikrokiireler kiiresel bir form ve diizensiz bir sekil

yuzey yapisi sunmustur.
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SEM analizleri sonucu elde ettigimiz goriintiilerde, bos Jelatin/Sodyum aljinat blend
kiirelerin dolu kiirelere gore daha homojen ve diizenli bir sekle sahip oldugu, piiriizsiiz bir
yiizeye sahip oldugu goriilmiistiir. Literatiirde de benzer sekilde pindolo yiiklii aljinat/Jelatin
kiirelerin kiiresel ve piiriizsiiz yiizeye sahip oldugu goriilmiistiir. Mikrokiirelerin ¢ap1 900 ila
1400 pm arasinda degisen, heterojen dagilim gdstermistir. Ilacin polimer iginde dagilmasi
ve etkilesime girmesi partikiil boyutunda artisa neden olmaktadir (Almeida, 2004). Kiirelerin
kurutulmasi siirecinde baslangicta olduk¢a kiiresel yapida olan kiirelerin sekillerinde
bozulma goriilebilmektedir. Resveratrol yiiklii mikrokiirelerin yiizey morfolojisi
incelendiginde ilacin kiire icinde homojen dagilip hapsedildigi gorilmistiir. Bu durum FTIR

analiz sonucu ile de desteklenmistir.
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Resim 4.1. Mikrokiirelerin SEM goriintiileri a) Bos Jelatin/NaAlgkiire, b) Resveratrol yiiklii
Jelatin/NaAlg blend kiire
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4.7. Mikrokiirelerin X-Isim1 Kirimmm Egrileri

Hazirlanan bos ve resveratrol yiikli X-1gimn1 kirinimi 6l¢iilmiistiir. Mikrokiirelerin Sekil
4.9’da resveratrol yiiklii mikrokiire ve resveratrole, Sekil 4.10°da bos mikrokiireye ait XRD
spektrumlar verilmistir. Resveratroliin XRD spektrumu incelendiginde, kristal yapisindan
kaynakli 6.5°, 12.3° 21.5° 29.8° ve 37.5%e karakteristik pikler verdigi gorilmustiir.
Literatiirde de saf resveratrol ayni araliklarda karakteristik pikler vermistir (Saralkar ve
Dash, 2017). Ancak, resveratrol yiiklii mikrokiireler incelendiginde yanlizca 30,5 °
siddetinde  karakteristik pike rastlanmistir. Resveratroliin  kristal durumundaki
degisikliklerin, iyonotropik jelasyon yontemiyle kiirelerin olusumunda meydana geldigi

distiiniilmektedir.
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Sekil 4.9. Dolu mikrokiirelerin ve Resveratroliin XRD spektrumlar1 a) 1/1 formiilasyonlu
Jelatin/NaAlg mikrokiireleri b)Resveratrol
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Sekil 4.10. Bos mikrokiirelerin XRD spektrumlari

Ayrica, resveratrol yliklii mikrokiireler ile bos mikrokiireler karsilastirildiginda dolu kiirenin
XRD spektrumunda 30,5 © siddetinde goriilen pikin bos mikrokiirenin spektrumunda 32,8 °
siddetinde oldugu goriilmiistiir. Dolu kiire spektrum siddetinde bos kiireye kiyasla azalma
olmasinin sebebinin resveratrol ve polimer zincirleri arasindaki etkilesim ile baglantili
oldugu diistiniilmustiir. Literatiirde yer alan NaAlg ve Jelatin karakteristik pikleri ele
alindiginda bos ve dolu Jelatin/NaAlg blend kiirelerinde bu piklerin kayboldugu
goriilmiistiir. Bu durumun Jelatinin amin grubu ve NaAlg’in karboksil grubu arasindaki

elektrostatik etkilesime bagli olarak kayboldugu goriilmiistiir (Tu ve digerleri, 2015).

4.8. Mikrokiirelerin Antioksidan Aktiviteleri

Calisma kapsaminda, mikro kapsiillemenin resveratroliin antioksidan kapasitesi lizerinde
etkili olup olmadigini arastirmak i¢in ayn1 etken madde konsantrasyonlarinda resveratrol ve
resveratrol yliklii mikrokiirelerin antioksidan aktivitesi DPPH radikal siipiirme kapasitesine
gore belirlenmistir (Bkz.Sekil 4.12). En yliksek DPPH radikal siiplirme ytizdesi resveratrol
yiikli mikrokiirelerde goriilmiistiir. Resveratroliin konsantrasyonu arttikga antioksidan
aktivitesi de artis gdstermistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Resveratroliin 517
nm’de verdigi absorbans sonuglarindan mg/mL cinsinden ICsp degerinin hesaplandigi grafik
Sekil 4.11°de verilmistir. DPPH yilizde temizleme aktivitesi i¢in ICso degeri, resveratrol

konsantrasyon egrisine kars1 yiizde inhibisyonu yapildiktan sonra elde edilen denkleme gore
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hesaplanmigstir. Resveratrol'tin DPPH yiizde radikal siipiirme aktivitesi i¢in ICso degerinin

2,9 mg/mL oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan resveratroliin, DPPH radikal temizleme
aktivitesi ylizdelerine gére 517 nm’de verdigi grafik

10 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan resveratrol, resveratrol yiiklii mikrokiire ve bos
kiirelerin antioksidan aktiviteleri sirasiyla %70,8, %76,5 ve %22,97 seklinde goriilmiistiir.
En distik antioksidan aktiviteyi ortamda resveratroliin olmadigi bos mikrokiireler
gostermistir. Resveratroliin mikrokiire igine hapsedilmesiyle birlikte radikal siipiirme
aktivitesinde yaklasik %6 artis gozlenmistir. Antioksidan aktivitedeki artisin, daha diisiik
antioksidan aktiviteye sahip NaAlg ve Jelatin ile olusan sinerjistik etki nedeniyle oldugu
diistintilmiistiir. Bu nedenle, Jelatin/NaAlg blend mikrokiireleri, resveratroliin in vivo
biyoyararlaniminin uzatilmasi amaciyla kontrollii salim calismalarinda tasiyict olma
ozelligiyle potansiyel bir arag¢ olarak dne ¢ikmaktadir. Farmasotik amaclar i¢in saf bilesikten

daha umut verici bir antioksidan etkiye sahiptir.
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Sekil 4.12. Resveratroliin DPPH radikal temizleme (antioksidan) aktivitesi

Resveratrol yiiklii mikrokiireler, resveratroliin antioksidan etkisini korudugu ve arttirdigi
icin mikrotastyici sistemlerin, etken maddenin bozunmadan korunmasinda uygun bir sistem

sundugunu sdylemek miimkiindiir.

Benzer sonuglara literatiirde de rastlanmistir. Soldati ve arkadaglari tarafindan yapilan bir
caligmada resveratrol yiiklii solid lipid nanopartikiil, bos nanopartikiil ve saf resveratroliin
antioksidan aktiviteleri karsilastirilimistir. Resveratrol yiiklii nanapartikiiller (R-SLN),
resveratrol ve bos kiirelere kiyasla daha yliksek ve istatistiksel olarak anlamli bir antioksidan
aktivite gostermistir. R-SLN’de goriilen antioksidan aktivite saf resveratrole oranla % 20
daha yiiksek ¢ikmistir. Diisiik antioksidan aktivite gdsteren bos kiirelerin resveratrol ile
birlikte sinerjistik antioksidan aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir (Soldati ve digerleri,

2018).

Ayrica, Jeong ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada resveratrol yiiklii mikrokiirelerde
saf resveratrole gore daha diisiik siiptirme aktivitesi goriilmiis olup bunun kiirenin kontrollii
salimina bagl oldugu diisiiniilmiistiir. Ila¢ salim1 arttik¢a antioksidan aktivitesininde ayni

oranda artacagi sonucuna varilmistir (Jeong ve digerleri, 2016).
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5. SONUC VE ONERILER

Dogal antioksidanlarin insan sagligin1 potansiyel olarak iyilestirebilecek faydali 6zelliklere
sahip oldugu bilinmektedir. Polimerik mikro/nanotasiyicilar yoluyla antioksidanlarin
hedeflenen bolgeye gonderilmesi, biyoaktif bilesenin bozulmadan korunmasi,
biyoyararlaniminda artis, bilesenin etki bolgesinde kontrollii bir sekilde salinmasi gibi
avantajlar sunmaktadir. Bilesiklerin enkapsiile edilebilmesi i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur.
Her yontemin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. En uygun yontemin sec¢imi, aktif bilesenin
ve polimerin kimyasal 6zelliklerine baglidir. Mikro/nanopartikiil formiilasyonu i¢in polimer
konsantrasyonu, polimer molekiiler agirligi, ve kullanilan ¢oziiciiler mevcut tim
yontemlerde 6nemli rol oynamaktadir. Aktif bilesenin kimyasal yapisi, enkapsiile edilen ilag
miktar1, polimerin hidrofobik-hidrofilik davranisi, sicakligi, pH", polimer yapisi gibi
parametreler salim profilini etkilemektedir (Garti, 2008).

Tiim bu parametrelerden yola c¢ikarak tez calismasi kapsaminda resveratrol yiikli blend
kiireler Jelatin ve NaAlg biyopolimerleri kullanilarak olusturulmustur. Blend kiire ile tek
basina Jelatin veya tek bagina aljinat yapisindan daha giiclii ve stabil yapida kiire elde etmek
amaclanmig ve karsilastirma yapabilmek adina Jelatin/NaAlg kiireleri disinda resveratrol

yiiklii NaAlg mikrokiiresi sentezlenmis ve salim profilleri ¢ikarilmastir.

pH, polimer oran1 ve enkapsiile edilen etken madde miktar1 gibi parametreler ayri ayri
degerlendirilerek salima etkisi incelenmis tutuklama verimleri, denge sisme degerleri ve

ilacin salim yiizde verimlilikleri belirlenmistir.

FTIR, XRD ve DSC karakterizasyon caligmalarinin sonuglarina gore Jelatinin amin grubu
ile NaAlg’in karboksil grubu arasinda elektrostatik etkilesim goriilmiistiir. Ayrica,
resveratrol yiiklii mikrokiirelerin ylizey morfolojisi incelendiginde kiiresel formda oldugu ve
resveratroliin kiire i¢inde homojen dagilip hapsedildigi goriilmiistiir. Bu durum FTIR analiz

sonucu ile de desteklenmistir.

NaAlg ile elde edilen mikrokiirelerin gdzenek alanin biiylik olmasindan kaynakli enkapsiile
edilen resveratrol Jelatin/NaAlg kiirelere kiyasla daha hizli salinmig ve pH 7,4‘te

bozunmustur.
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Salim ¢alismalar1 37 °C calkalamali su banyosunda gergeklestirilmistir, oral uygulamayla
alinan resveratrol, agizdan alindaktan sonra mide-bagirsak yolagindan emilimi saglandigi

icin mide-bagirsak salim ortamlarinin pH’s1 belirlenmistir.

Etken madde/ polimer orani1 1/2 olan Resveratrol yiiklii NaAlg mikrokiirelerinde salim

miktar1 % 38,5 olarak ve tutuklama verimi % 62,42 bulunmustur.

Blend Jelatin/NaAlg kiirelerde salimin daha kontrollii oldugu gozlenmistir. En iyi etken
madde salimi Jelatin/NaAlg 1/1 olan mikrokiirelerde tespit edilmistir. Blend mikrokiireler

ile elde edilen en iyi tutuklama verimi %63,19, salim miktar1 ise % 75,3 olarak bulunmustur.

NaAlg ve blend mikrokiirelerde ¢apraz baglama siiresi ve ¢apraz baglama cozeltisinin
derisiminin artmasi ile resveratrol saliminin da paralel olarak arttig1 sonucuna varilmstir.
En etkin kiirenin, CaCl, ¢apraz baglayict derisiminin 1 M ve ¢apraz baglama siiresinin 45

dakika oldugu kosullarda saglandig: goriilmiistiir.

1/1 Jelatin/NaAlg mikrokiirelerin resveratroliin salimi sirasinda salim ortaminin pH’sindan
etkilendigi ve midenin asidik ortamindan bagirsak pH’ma gectikce salimin hizlandig

goriilmiistiir. En ytliksek salimin ise pH 7,4’de gerceklestigi sonucuna varilmistir.

DPPH yo6ntemi ile resveratroliin antioksidan kapasitesi incelendiginde en yiiksek deger %
76,5 ile resveratrol yiiklii kiirelerde goriilmiistiir. Resveratroliin antioksidan kapasitesi
%70,8 iken biyouyumlu polimerlerle olusturulan resveratrol yiikli kiirelerde bu oranin

yaptya dahil olan polimerlerle iliskili olarak %76,5’e ulastig1 gériilmiistiir.

Sonug olarak, resveratroliin antioksidan 6zellik gosterdigi ve yaygin olarak kullaniimaya
baslayan takviye edici gidalar arasinda oldugu bilinmektedir. Resveratroliin mikrokiire igine
hapsedilmesiyle antioksidan aktivitesindeki artis ¢alismanin amacinmi destekler niteliktedir.
Ayrica literatiir arastirmalarinda daha 6nce yapilmis resveratrol yiikli Jelatin-NaAlg blend
polimerlerin iretildigi bilgisine rastlanmamistir. Caligmanin neticesinde, iyonotropik
jelasyon yontemi ile Jelatin-NaAlg karisimlarindan mikrokiireler elde edilebildigi ve elde
edilen kiirelerin kontrollii ila¢ salim mekanizmalarinda faydalanilabilir oldugu sonucuna
varilmistir. Polifenolik bilesiklerin mikroenkapsiilasyon teknolojisi ile gelistirilmesi,

terapotik Ozelliklerinin 6n plana ¢ikmasi ile birlikte diinyada onemli hale gelen tibbi
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bitkilerin pek ¢ok alanda 6zellikle de ilag¢ endiistrisinde kullanim1 trendine uyum saglayacagi

ve lilke ekonomisine katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Resveratrol’in pahali bir hammadde olmasi nedeniyle ilkemiz kaynaklarindan
iretilmesinin  ve ticarilestirilmesinin  ekonomiye ©nemli katkilar saglayacagi

diistiniilmektedir. Ayrica, resveratroliin hangi kaynaktan elde edildigi de 6nemli bir etkendir.

Resveratrol kaynaginin yetismesinin uygun oldugu boélgeler belirlenerek yetistirilmesinin
tesvik edilmesi, bu kapsamda Ar-Ge ve iiretim calismalarinin gelistirilmesinin {ilkemize
saglayacagr katkilar agisindan degerli oldugu goriilmektedir. Ancak resveratrol’iin
kullanimina iliskin daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Saglik iizerine olumlu
etkileri gdz oniine alindiginda, halk sagligi agisindan 6nem arz eden akilc1 kullanima iliskin

bilin¢lendirme ¢aligsmalarinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

Resveratrol ylikli mikrokiirelerin hiicre kiiltlirlinde toksisite caligmalarinin yapilmasi,
antikanser etkisinin de detayli arastirilmasi, kanser tedavisinde yardimci/tamamlayici tedavi
amacl kullanimima yonelik Ar-Ge c¢alismalarinin yapilmasi, ilag olarak kullanilip

kullanilmayacagina karar verildikten sonra faz ¢alismalarina baglanmasi dnerilmektedir.

Literatiir taramasi neticesinde resveratroliin biyoyararlanimin diisiik oldugu goriilmiistiir.
Yapilan ¢alismalar kapsaminda resveratroliin salim siiresinin mikro/nano tasiyici sistemler
araciligiyla uzayabildigi tespit edilmistir. Benzer yoOntemlerle biyoyararlaniminin da
arttirtlabilecegi diistiniilmiis olup buna yonelik olarak in vivo/in vitro g¢alismalarin

yapilmasinin faydali olacagi 6ngdriilmektedir.
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EK-1. Resveratrol kalibrasyon grafigi (HPLC)
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EK-2. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (0,1 mg/mL; 1 mg/mL; 10 mg/mL)

resveratroliin 517 nm’de verdigi kalibrasyon grafigi (DPPH)
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