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OZET

Timol Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin

Optimizasyonu Ve Karakterizasyonu

Muhammet Ali CAKIR

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

DOKTORA TEZI

Danmisman: Doc. Dr. Fatih TORNUK

Timol, cesitli kekik tiirlerinden elde edilen ucucu yaglarin major bilesenlerinden
birisi olan, antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gibi 6nemli fonksiyonel
ozellikler gosteren biyoaktif bir molekiildiir. Timoliin suda ¢6zlinlir olmamasi,
gida endiistrisinde katki maddesi olarak kullanimini kisitlayan en 6nemli etkendir.
Bu calismada, timoliin kitosan (KS) kullanilarak iyonik jelasyon yontemi ile nano
Olcekte enkapsiilasyon kosullar1 optimize edilmis ve optimum kosullarda elde
edilen timol yikli kitosan nanopartikiilleri (TKNP) karakterize edilmistir.
Calismanin birinci asamasinda; sicaklik (25-45 °C) ve KS (3-6 mg/mL), timol (3-
6 mg/mL), Tween 80 (T80, 3-6 mg/mL) ve tripolifosfat (TPP,0,15-0,75 mg/mL)
konsantrasyonu olmak {izere iyonik jellesme ile enkapsiilasyon sirasinda
uygulanan 5 proses parametresi, faktoriyel dizayn (FD) yontemi uygulanarak
optimize edilmistir. Optimizasyonda, diisiik partikiil capi, sifirdan uzak
zetapotansiyel (ZP) ve yiliksek enkapsiilasyon etkinligi (EE) hedeflenmistir.
Yapilan optimizasyon calismalari sonrasinda, optimum proses parametreleri 42 °C
sicaklik, 3 mg/mL KS orani, 5,9 mg / mL timol orani, 3 mg/mL T80 orani ve 0,75

mg / mL TPP orani olarak belirlenmistir.
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Bu noktada iiretilen TKNP’nin EE, ZP ve ortalama partikiil capi sirasiyla % 64,1,
35,5 mV ve 317,4 nm olarak bulunmustur. Calismanin ikinci asamasinda ise
optimum kosullarda tretilen TKNP ayrintili olarak karakterize edilmis ve SEM,
DSC, RAMAN, FTIR, antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri ile in vitro salim
sartlar1 belirlenmistir. FTIR ve Raman Ol¢limleri ile KNP’lere timol yiiklenmesi
sonucu TKNP olusumundaki molekiiler etkilesimleri isaret eden yeni piklerin
ortaya cikis1 ve bu piklerin alanlarinda meydana gelen artis gozlemlenmistir. SEM
analizlerinde, timol eklenmesiyle nanopartikiillerin boyutunun genisledigi
gorilmiis ve TKNP’ler 200-590 nm arasinda kiiresel bir sekil gostermislerdir.
TKNP’ler (IC50=0,55 mg/mL) ve saf timoliin (IC50=0,747 mg/mL) DPPH radikal
yakalama aktiviteleri karsilastirildiginda, kapsiillenme islemiyle timoliin
antioksidan aktivitesinin arttig1 gozlemlenmistir. TKNPler en yiiksek
antibakteriyel etkiyi Listeria monocytogenes lizerinde gosterirken, en diistik etki
Staphylococcus aureus tizerinde gozlemlenmistir. KNP’ler icin ise tam tersi
sonuglar elde edilmistir. Siv1 besiyeri diliisyon metodunda, TKNP ve KNP’ler 24
saatte bakteri sayilarinda istatistiksel olarak onemli (P<0.05) azalmalar
saglarken, TKNP’lerin %2’lik (v/v) seviyesini iceren ortamlarda L. monocytogenes
sayist 24 saat sonunda tespit limitinin altinda bulunmustur. Asetat tamponunda
(pH 3), fosfat tamponuna (pH 7,2) gore daha yavas aktif madde salimi meydana
gelmistir. Sisme indeksi ve partikiil verimi sirasiyla % 6,7+0,3, ve % 30,8+2,76
olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak, bu calisma ile diisiik partikiil ¢capina sahip,
suda ¢oziinebilir, kontrollii salim yapan ve yiiksek antioksidan ve antimikrobiyal

aktivite gosteren TKNP’ler yiiksek verimde tiretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanoenkapsiilasyon, timol, kitosan nanopartikiilii, iyonik

jelasyon, nanoteknoloji
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Insolubility of thymol in water is the most important factor limiting its use as an
additive in the food industry. In this study, conditions of the nano scale
encapsulation of thymol using chitosan (CS) by ionic gelation method were
optimized and the thymol loaded chitosan nanoparticles (TCNPs) obtained under
optimum conditions were characterized. In the first stage of the study; 5 process
parameters namely temperature (25-45 °C) and concentrations of CS (3-6
mg/mL), thymol (3-6 mg/mL), Tween 80 (T80, 3-6 mg/mL) and tripolyphosphate
(TPP, 0.15-0.75 mg/mL) applied during the encapsulation with ionic gelation
were optimized by using the factorial design (FD) method. The lowest particle
diameter, zetapotential (ZP) far from zero and the highest encapsulation
efficiency (EE) were aimed during the optimization. At optimization studies, the
optimum process parameters were determined as 42 °C temperature, 3 mg/mL CS
ratio, 5.9 mg/mL thymol ratio, 3 mg/mL T80 ratio and 0.75 mg/mL TPP ratio.

The EE, ZP and average particle diameter of the TCNP produced at this point were



found to be 64.1%, 35.5 mV and 317.4 nm, respectively. In the second stage of
the study, the TCNP produced under optimum conditions was characterized in
detail and SEM, DSC, RAMAN, FTIR, antibacterial and antioxidant activities as
well as in vitro release conditions were determined. The incidence of new peaks
indicating the molecular interactions during the formation of the TCNPs and the
increase in the peak densities were observed with FTIR and Raman measurements.
In SEM analyzes, it was observed that the size of the nanoparticles expanded with
the addition of thymol, and the TCNPs showed a spherical shape between 200-
590 nm diameter. When comparing the DPPH radical scavenging activities of the
TCNPs (IC50 = 0.55 mg/mlL) and pure thymol (IC50 = 0.747 mg/mL), it was
observed that the antioxidant activity of thymol increased with the encapsulation
process. The lowest antibacterial effect of the TCNPs was observed on
Staphylococcus aureus while they showed the highest effect on Listeria
monocytogenes, In the case of CNPs, the opposite results were obtained. TCNP
and CNPs provided statistically significant (P<0.05) decreases in bacterial
numbers in 24 h during broth dilution method, Z. monocytogenes numbers were
below the detection limits after 24 hours in the existence of 2% (v/v) TCNPs. A
slower release of the active compound at acetate buffer (pH 3) occurred as
compared to the phosphate (pH 7.2). Swelling index and particle yield was found
as % 6.7=0.3 and %30.8+2.76, respectively. In conclusion, water-soluble and
controlled release TCNPs with low particle diameter and high antimicrobial and

antioxidant activity were produced with this study.

Keywords: Nanoencapsulation, thymol, chitosan nanoparticle, ionic gelation,

nanotechnology
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Giliniimiizde cesitli enkapsiilasyon sistemleri tasarlayarak islevsel ve lezzetli
gidalar iiretmek miimkiindiir. Enkapstilasyon sistemlerinde biyoaktif bilesenler,
duvar veya kaplama materyali olarak adlandirilan bir materyalle ya da cesitli
malzemelerin kombinasyonu ile kaplanmaktadir. Bu sistemlerde besin
bilesenlerinin stabilitesi artirilmakta ve kapsiillenmemis olanlara kiyasla
fizikokimyasal 6zellikleri gelistirilmektedir. Ayrica gida endiistrisinin halk sagligi
ile dogrudan iligkili olmasi nedeniyle daha saglikli gida maddelerin tretilmesi
gerekmektedir. Bu acidan son yillarda, nutrasotiklerin tiiketicilere avantajlar
saglayacak sekilde enkapsiile edilmesiyle fonksiyonel 6zellikleri gelistirilmis gida

maddelerinin iiretilmesine yonelik ilgi glinden giine artmaktadir [1].

Nutrasotikler, beslenme ve tip alani ile baglantilidir. Bu terim ilk olarak 1979'da
DeFelice tarafindan kullanilmis, “sagliga yarari olan ve hastaliklarin ilerlemesini
engelleyen gida bilesenleri” olarak tanimlanmistir [2]. Son zamanlarda esansiyel
yag asitleri (omega 3), karotenoidler (f-karoten ve likopen), vitaminler (D,
tiamin, riboflavin), antioksidanlar (tokoferoller, flavonoidler, polifenolik
bilesikler), fitosteroller (stigmasteroller ve sitosterol), diyet lifi (inulin), mineraller
(Fe*?, Mg*?), biyoaktif peptitler (kazein hidrolizatlar1) ve biyoaktif bilesikler
(karvakrol, timol) gibi farkli nutrasotikler zenginlestirilmis saglikli gidalar
gelistirmek icin kullanilmaktadir [3]. Sagliga yararlarinin yani sira antioksidan ve
antimikrobiyal 0Ozellikleri olan bu bilesikler gidalarin raf Omriine de etki
etmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 bu ¢alismada nutrasotik, biyoaktif bilesik

olan timol kullanilmstir.



Ancak nutrasotiklerin ¢ogu, gidalarin yapilarina dahil edildikten sonra isleme ve
depolama sirasinda meydana gelen kosullara duyarlidir. Bu acidan, bu bilesikler
farkli enkapsiilasyon sistemleri kullanilarak gidalara ilave edilmektedir [4]. Ayrica
nutrasotiklerin kapsiillenmesiyle, isleme asamalari ve sindirim kosullar1 sirasinda
olusabilecek hasar gibi istenmeyen degisiklikler de azaltilmaktadir. Bu nedenle,

uygun bir tasiyici sisteminin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir [5,6].

Timol (2-izopropil-5-metil fenol), kekik tiirlerinden elde edilen esansiyel yaglarin
ana fenolik bilesenidir ve bakteriyel proteinleri baglayan hiicre zarinin
parcalanmasina ve gecirgenligine olanak saglayan giiclii antimikrobiyal etkiye
sahiptir [7,8]. Ayn1 zamanda giiclii antioksidan aktivite de gosterir ve Amerikan
Gida ve Ilag dairesi (FDA, Food and Drug Administration) tarafindan genel olarak
giivenilir kabul edilir (GRAS, Generally Recognized As Safe) [9]. Antimikrobiyal
[10] ve antioksidan aktivitesi [11] nedeniyle gidalarin bozulmasini kontrol etmek
ve raf omriinli uzatmak amaciyla timol, karvakrol gibi fenolik bilesenleri iceren
niitrasotikler iizerine c¢ok sayida calisma yapilmistir [8,12,13]. Bu fenolik
bilesikler sahip olduklar1 yiiksek antioksidatif aktiviteleri nedeniyle gidalarin
oksidasyona karsi korunmasinda sentetik antioksidanlara alternatif olarak
diistintilmistiir [14]. Bununla birlikte, timol sahip oldugu bu avantajlarinin
yaninda cesitli dezavantajlara da sahiptir. Bu dezavantajlardan biri antimikrobiyal
etkisini sitoplazmik zarin depolarizasyonu ile gerceklestiren timoliin, sitoplazmik
zar1 depolarize etmesi i¢in nispeten yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasinin
gerekliligidir [15]. Bagka bir dezavantaji ise timoliin suda zayif ¢oziiniirliik
gostermesidir. Bu durum timoliin hem homojen dagilimini hem de patojenlerle
olan temasimi sinirlamaktadir. Bununla birlikte, timol 1s1l islem ve depolama
kosullarina duyarlidir. Ayrica timol gidanin organoleptik kalitesini bozan nispeten
ylksek lezzet etkisi ile diisiik lezzet esigine sahiptir. Tiim bunlar timoliin gidalarda
kullanimini sinirlandirmaktadir [12]. Bu ¢alismada timoliin gidalarda kullanimi
sinirlandiran etmenleri ortadan kaldirmak amaciyla enkapsiilasyon teknolojisi

kullanilmuistir.



Nanoenkapsiilasyon icin kullanilan c¢ok yonlii malzemelerden birisi kitosan
(KS)’dir. KS; biyouyumlulugu, biyolojik olarak bozunabilirligi, muko yapiskanligi
ve immiinojenik ve toksik olmayan dogasi nedeniyle gidalarda kullanilmak tizere
nano boyutlu bilesiklerin gelistiriimesinde biyopolimer olarak yaygin olarak
kullanilan ve kullanilmasi kapsamli bir sekilde arastirilan bir maddedir [16]. KS,
kitinin deasetilasyonu ile hazirlanan dogal bir polisakkarittir ve yukaridaki
ozelliklerinden dolay1 ucucu yaglarin kapsiillenmesinde kullanilabilen giivenilir

bir madde olarak kabul gérmiistiir [17,18].

Nanoenkapsiilasyon, hidrofobik biyoaktif bilesiklerin olumsuz kosullara karsi
korunmasi1 ve biyoyararliliklarinin arttirilmast icin uygun bir yaklagimdir.
Nanoenkapsiilasyon isleminin bir baska avantaji ise biyoaktif bilesiklerin kontrollii
salimim1  saglamasidir. Bununla birlikte, gidalarda istenmeyen lezzetleri
maskelemek icin de kullanilmaktadir [19]. Bu acidan timoliin
nanoenkapsiilasyonu, gidanin raf 6mriinii uzatmanin ve fonksiyonel 6zelliklerini

korumanin alternatif bir yolu olarak diisiiniilmektedir.

Mohammadi ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada Zataria multiflora esansiyel
yagini, iyonik jelasyon teknigi ile kitosan nanopartikiilleri (KNP) icine
kapsiillemistir. Nanoenkapsiilasyon islemi sonucunda, Botrytis cinereaya karsi
gelismis stabilite ve yiiksek antifungal aktivite tespit edilmis ve ortalama
nanopartikil buytikligi 125-175 nm arasinda bulunmustur [20]. Ghaderi-
Ghahfarokhi ve ark. (2016)’nin yiiriittiigli calismada kekik esansiyel yagini iceren
KNP’leri elde etmek icin Onceden hazirlanmis yag/su emiilsiyonunda iyonik
jelasyon yontemi uygulanmistir. Yapilan mikrobiyolojik analizlerinsonucunda,
Enterobacteriaceae ve Staphylococcus aureus popiilasyonunun,
nanoenkapsiillenmis kekik esansiyel yagi ile muamele edilmis burger 6érneklerinde
onemli Olciide azaldigr bildirilmistir. Ayrica kekik esansiyel yagi iceren
nanopartikiiller, incelenen burger 6rneklerinde tiyobarbitiirik asit reaktifinde de
azalma olusturmustur. Nanoenkapsiilasyon isleminin, kekik esansiyel yaginin raf
omriini uzattig1 ve depolama baslangicinda biyoaktif bilesiklerin buharlagmasini

azalttig1 saptanmistir [21].



KNP’leri icine kapsiillenmis serbest Elsholtzia splendens ekstresinin antioksidan
aktivitesinin incelendigi baska bir calismada, antioksidan aktivitenin
konsantrasyona bagli oldugu ifade edilmistir. Ayrica, KNP’ler icinde kapsiillenmesi
ile Elsholtzia splendens ekstresinin lipit peroksidasyon oOnleyici aktivitesi de
onemli Olciide artmistir. Bu nedenle, Elsholtzia splendens ekstraktinin KS ile
kapsiilleme isleminin antioksidan aktiviteyi arttirmak icin uygun bir teknik oldugu

bildirilmistir [22].

Nanopartikiillerde timoliin biyoaktif bilesen olarak kullanildigir simirli sayida
calisma vardir. Bu calismalarda timol, kinoa proteini ile film olusturmada
kullanilmis [8], elektroegirme yontemi ile kapsiillenmis [23] veya siklodekstrin
[24,25] ile kaplanmistir. Ayrica bu calismalarda farkli kimyasallar ve/veya KS

disinda ekstra duvar malzemeleri kullanilmistir.

Bu calisma, timoliin ilimli sartlarda, kimyasal ¢oziicii madde kullanilmadan ve
baska herhangi bir duvar malzemesine ihtiya¢c duyulmadan KS ile kapsiillenmesi,
enkapsiilasyon kosullarinin optimize edilmesi ve optimum kosullarda elde edilen
nanokapsiillerin karakterize edilmesini amaclamaktadir. Bu amacla, bu ¢alismada
nanopartikiillerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan tekniklerden biri olan

iyonik jelasyon yontemi kullanilmstir.

Iyonik jelasyon yontemi, KS gibi pozitif yiiklii polimerler ile penta sodyum
tripolifosfat (STPP) gibi polianyonlar arasindaki etkilesime dayanmaktadir. Bu
etkilesim KS ile STPP arasinda olusan capraz baglanma ile sonuclanmaktadir [26].
Iyonik jelasyon yontemi ile yiiksek sicaklik dereceleri ve organik coziiciiler
kullanilmadan daha ilimli kosullarda nanopartikiiller sentezlenebilmektedir

[27,28].

Literatlir calismalar1 incelendiginde, iyonik jelasyon yontemi ile elde edilen
biyoaktif bilesenlerle yiiklii nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi, partikiil
boyutunu ve zetapotansiyelini etkileyen parametreleri inceleyen simirli sayida

calismaya rastlanilmistir [29-32].



Bu acidan, timoliin iyonik jelasyon yOntemiyle nanoenkapsiilasyona etki eden
parametrelerin (sicaklik derecesi, cekirdek, duvar materyali, ylizey aktif madde,
capraz baglayici ajan konsantrasyonu) ve bu parametrelerin etkilesiminin
enkapsiilasyon etkinligi (%), zetapotansiyel (mV) ve partikiil boyutu(nm) iizerine

olasi etkilerinin incelenmesi ile literatiire katkida bulunulacaktir.

Bu calismada, timol yiiklii kitosan nanopartikiillerinin (TKNP) iiretim kosullarinin
optimize edilmesinde deneysel tasarim olarak faktoriyel dizayn (FD)
kullanilmigtir. FD, deneysel parametrelerde bagimsiz degiskenler ile yamnit
degerleri arasindaki iliskileri arastirmak icin kullanilan etkili bir yontemdir. Bu
calismada belirlenen parametre yanitlari deney tasariminin tiim noktalarinda ayri
ayr1 uygulanmistir. Benzer deneysel tasarimlar, KNP’lerin iiretim kosullarinin

optimizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [33,34].

Sharma ve ark. (2019) suda ¢oziintirliigii ve biyoyararlilig1 diistik, sinirli terapotik
etki gosteren hidrofobik ilac olan carvedilol’ii KNP’ler icerisinde enkapsiile etmek
icin iyonik jelasyon yontemini kullanmis ve KS ve TPP konsantrasyonlar ile
karistirma hizinin, verim ve partikiil boyutu iizerine etkisini incelemek icin Box-
Behnken deneysel tasarimindan yararlanmiglardir. Bu c¢alisma sonucunda
carvediol yiikli KNPlerin suda c¢oziiniirligii ve biyoyararlaniminin arttigi

sonucuna varmiglardir [33].

Bu calismada modifiye edilmis iyonik jelasyon teknigi, TKNP’lerin formiilasyonu
icin kullanilmistir. Emdilsifikasyon-iyonik jelasyon yonteminin etkisinde incelenen
faktorler; Sicaklik derecesi ile KS, timol, tween 80 (T80) ve sodyum tripolifosfat
(TPP) konsantrasyonlaridir. Ayrica, bu calisma timoliin nanokapstilasyonu i¢in FD
ile bu parametrelerin optimizasyonuna odaklanmistir. Optimize edilen

parametrelerde iiretilen TKNP’lerin karakterizasyonu yapilmistir.



1.2 Tezin Amaci

Timol dahil olmak {izere bitki kaynakli biyoaktif bilesiklerin cogu yiiksek derecede
ucucu ve kararsiz bir yapiya sahiptir. Ayrica isleme ve depolama sirasinda

oksijene, 1s18a ve 1stya duyarhdir.

Son yillarda, nanoenkapsiilasyon teknigi ile biyoaktif bilesiklere kullanim
kolayligi, arttirilmis stabilite, oksidasyona karsi koruma, ucucu bilesenlerin
tutulmasi, tat maskeleme, kontrollii salim gibi Ozellikler kazandirilmaktadir.
Ayrica ardisik coklu bilesenlerin verilmesi, lezzet karakteri, uzun streli
organoleptik algi, toksik yan etkilerin azalmasi, hidrofobik bilesenlerin suda
¢oziinlirliigiiniin arttirilmasi ve biyoyararlilik ve fonksiyonelliginin arttirilmasi gibi

ek ozellikler kazandirilmaktadir.

Timoliin kapsiillenmesi; gidalarin raf Omriinii uzatmanin ve fonksiyonel
ozelliklerini korumamin alternatif bir yoludur. Literatiir calismalari
incelendiginde, esansiyel yagdan tiiretilmis biyoaktif bilesiklerin nanoboyutta KS
partikiillerine yiiklenmesi, {tizerinde yogun olarak calisilan bir konudur.
Literatiirde bu konu ile ilgili calismalar bulunsa da nanoenkapsiilasyon
kosullarinin ve iiretim parametrelerinin detayli sekilde optimizasyonuna dair
oldukca sinirli sayida calisma bulunmaktadir. Bu nedenle mevcut calisma,
esansiyel yag tiirevi biyoaktif bilesiklerin KS bazli nanopartikiiller icerisine
yliklenmesi ve elde edilen nanokapsiillerin karakterizasyonu {zerine
odaklanmaktadir. Model biyoaktif bilesik olarak timol se¢ilmistir. Bu calismada,
su icinde yag (y/s) emdiilsifikasyonu ve iyonik jelasyon olmak {izere iki asamadan
olusan basit, ilimli sartlar iceren ve toksik olmayan bir metot olan iyonik jelasyon
ile TKNP’lerin hazirlanmasi amaclanmistir. Bununla birlikte, benzer yontemlerle
hazirlanan biyoaktif bilesen yiiklii KNP’ler, genellikle belirli uygulamalarda
yararliliklarini sinirlayan genis bir partikiil boyutu dagilimi, zayif stabilite, diisiik
enkapsiilasyon etkinligine sahiptir. TKNP’ler elde edilerek timoliin yararliliklarim
sinirlandiran ve gida endiistrisinde kullanimini engelleyen dezavantajlarim

ortadan kaldirmak, bu ¢alismanin ana hedefini olusturmaktadir.



Literatiir caligmalar incelendiginde, biyoaktif bilesenlerin nanoenkapsiilasyonu
ile ilgili calismalar mevcut olsa da, timoliin KS icerisine nano Olcekte
enkapsiilasyonu {izerine etki eden parametrelerin incelenmesi ve optimize

edilmesiyle ilgili yapilan herhangi bir calismaya rastlanilmamustir.

Calismanin birinci asamasinda; iyonik jelasyon sirasinda uygulanacak sicaklik
derecesi, cekirdek, duvar materyali, ylizey aktif madde, capraz baglayici ajan
konsantrasyonu gibi parametrelerin ve bu parametrelerin etkilesiminin elde
edilecek nanokapsiillerin enkapsiilasyon etkinligi (%), zetapotansiyel (mV) ve

partikiil boyutu (nm) iizerine etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir.

Calismanin ikinci asamasinda ise; birinci asamada optimize edilen enkapsiilasyon
kosullar1 altinda {retilen TKNPler, ultraviyole ve gortintr (UV-Vis)
spektrofotometre, RAMAN spektrofotometre, Diferansiyel Taramali Kalorimetre
(DSC), Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM), Fourier doéniisiimlii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR), Dinamik 151k sacilimi1 (DLS) ve Zetapotansiyel Ol¢ctimii ile
karakterize edilmis, ayrica antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri incelenmistir.
Ek olarak, farkli pH degerlerinde nanopartikiillerden timol salimi incelenmistir.
Boylelikle, TKNP’lerin model gida sistemlerinde kullanilabilirligini kolaylastiracak

degerli verilerin elde edilmesi amaclanmaistir.
1.3 Hipotez

Kekik bitkilerinden elde edilen ucucu yaglarin major bilesenlerinden olan timol,;
antioksidan ve antimikrobiyal gibi bircok biyoaktif 6zellige sahip olmakla birlikte
kendine has yogun ve keskin bir tat ve kokuya sahiptir. Ayrica suda ¢oziiniir
olmamasi nedeniyle gidalarda kullanimi sinirli olan bir fenolik bilesiktir. Iyonik
jelasyon teknigi, biyoaktif bilesenlerin nanoenkapsiilasyonunda kullanilan
alternatif yontemlerden birisi olup hizli ve ucuz olmasi, cevresel acidan zararl
solventlerin kullanilmamasi ve nanopartikiill iiretiminde pahali alet ve
ekipmanlara ihtiya¢ duymamasi gibi bir¢ok avantaja sahiptir. Nanoenkapsiilasyon
ile cevresel kosullara duyarli biyoaktif bilesenlerin stabilitelerinin artirildig1 ve

ozelliklerinin gelistirildigi/korundugu, bircok calisma ile gosterilmistir.



Tim bu bilgiler 1s18inda bu calismanin hipotezi; iyonik jelasyon teknigi ile
nanoenkapsiilasyon yonteminin, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri oldugu
bilinen timol icin dizayn edilmesi, yOntem parametrelerinin etkilerinin
incelenmesi, enkapsiilasyon etkinligi yiiksek, zetapotansiyeli sifirdan uzak ve
diisiik partikiil boyutuna sahip TKNP’lerin iiretilmesi ve elde edilen optimum
ozelliklere sahip olan nanopartikiillerin gida endiistrisinde kullanimi icin kritik
olan bircok oOzelliginin karakterize edilmesidir. Bu calisma ile optimum
nanopartikiil formiilasyonunun elde edilmesi, timoliin suda c¢Ozliniir hale

getirilmesi, stabilitesinin ve fonksiyonel 6zelliklerinin artirilmasi hedeflenmistir.



2

KURUMSAL TEMELLER

2.1 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji disiplinlerarasi bir bilim dali olup gida sektorii de dahil olmak {izere
bircok alanda sayisiz uygulama alani bulmaktadir. Nanod6lcekli yapilar gidalarin
depolanmasi sirasinda onlarin stabilitesi, islenebilirligi, tekstiirii, lezzeti ve diger
bircok o0zelligi iizerinde etkili olabilmektedir [1]. Nanoteknolojinin prensibi,
partikiil boyutunu ortalama 1 um altina yani nanoboyuta indirgeyerek, materyalin
fizikokimyasal 6zelliklerinin degistirilmesine dayanir [35]. Farmasotik bilimlerde
nanopartikiiller 1000 nm'den diisiik partikiiller olarak tanimlanir. Son yillarda,
Amerika’da FDA ve Avrupa'daki Avrupa Birligi Komisyonu gibi yasa koyucu
otoriteler, nanopartikiiller ve nanomalzemeler icin cesitli tanimlamalar
getirmistir. Bununla birlikte, bu tanimlamalar tiim ticari alanlarda ayni sekilde
uygulanmamaktadir. Ornegin Avrupa Birligi Komisyonu, kozmetiklerle ilgili
yaptig1 diizenlemede partikiillerin ortalama boyutu 100 nm ve altinda ve bu
boyuttaki partikiillerin, toplam partikiillerin %50 ve daha fazlasini olusturmasi
durumunda materyali nanopartikiil olarak tamimlamaktadir. Bununla birlikte,
gida uygulamalar1 ile ilgili olarak 1 wum altinda partikiiller nanoboyutta
sayllmasina ragmen, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA, European Food
Safety Authority) nanopartikiillerden genellikle miihendislik iiriinii nanomateryal
(ENM, Engineered Nanomaterials) olarak bahsetmektedir. EFSA, bir ENM'nin
spesifik olmayan tanimini (en az bir boyutta 1-100 nm boyutunda bir malzeme
olarak) benimsemektedir. Bir {irlinde boyle bir malzeme mevcutsa, bunun tehlikeli
olmadigim1 kamitlamak igin ayrintili bir risk degerlendirmesi yapilmasi

gerekmektedir [36].

Genel olarak enkapsiile edilmis materyaller boyutlarina gore nanokapsiil (<1pum),
mikrokapstil (1-1000um) ve makrokapsiil (>1000um) olarak

siniflandirilmaktadir.



Nanoenkapsiiller dogal olarak da bulunabilir. Bunlarin siitte kazein miselleri
(<100 nm), mitokondri (500-10,000 nm) ve virtiisler (10-300 nm) gibi cok sayida

ornegi vardir [1].

Gida endiistrisi; verimli, yiiksek kaliteli ve giivenli gidalarin {iretilmesi ile cevresel
olarak kabul edilebilir ve siirdiiriilebilir sistemlerin gelistirmesinde ve
uygulanmasinda biiyiik zorluklarla karsi karsiyadir. Bu zorluklarin {istesinden
gelmek amaciyla siirecler, tiriinler ve araclar icin bircok yenilik ortaya
konulmaktadir [37]. Gida nanoteknolojisinin gida endiistrisindeki uygulamalari
biiyiik bir hizla gelismekte olup, nanoteknoloji bu sorunlarin ¢6ziimiinde bir¢ok
yenilik ve firsat sunmaktadir. Cesitli nano Olcekli malzemelerin kullanimi,
gidalarin raf 6mri boyunca doku, tat, diger duyusal 6zellikler, renklendirme giicd,
islenebilirlik ve stabilite gibi makro olgekli 6zellikleri tizerinde degisimlere yol
acarak onlarin 6zelliklerini gelistirebilmekte ya da degistirebilmektedir. Ayrica
nanoteknoloji, biyoaktif bilesiklerin suda ¢oziiniirliigiinii, termal stabilitesini ve
biyoerisilebilirligini de gelistirebilme potansiyeline sahiptir [38-43]. Bu acidan
nanoteknoloji, “ciftlikten c¢atala” gida dongilisiiniin tiim asamalarinda

kullanilabilecek uygulama alanlarina sahiptir.
2.2 Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon, kati, sivi veya gaz halindeki maddelerin belirli kosullarda
ylklerini kontrollii bir sekilde serbest birakabilen matrisler ile cevrelenmesi olarak
tanimlanmaktadir [44,45]. Enkapsiilasyon islemi c¢ok farkli amaclarla
uygulanmaktadir. Enkapsiilasyon, eczaciliktan tarima, pestisitlerden enzimlere
kadar genis bir yelpazede bilimsel ve endiistriyel olarak ilgi duyulan bir konudur.
Enkapsiilasyon ve kontrollii salim teknolojisi ila¢c dagitim sistemleri alaninda en
gelismis teknolojilerden biri olmasinin yaninda, gida endiistrisinde de devrim
yaratmustir [46]. Genel olarak enkapsiilasyonun amaci temel olarak kararsiz ve
hassas biyoaktif maddeleri istenmeyen cevresel kosullardan korumaktir.
Enkapsiilasyon isleminde kaplama materyali “kabuk, duvar materyali, membran,
dis faz, tasiyic1 ve kapsiil ajan1”, kaplanacak materyal ise “i¢ faz, cekirdek materyal,

enkapsiilant, aktif materyal ve dolgu” gibi isimlerle adlandirilmaktadir [47,48].

10



Mikro/nanokapsiiller, tek cekirdekli veya cok cekirdekli olmak iizere iki temel
kategoride siniflandirilabilir ve ayrica her biri tek duvarli veya cok duvarli olarak

da gosterilebilir (Sekil 2.1) [1].

n ¢ok cekirdekli tek cekirdekli

/ \ /[ \

e

cok duvarh tek duvarh tek duvarh cok duvarh

cekirdek materyali @ @ kabuk materyali

®) Polimerik

membran
Biyoaktif
bilesenler

Polimerik matriks
Nanokire Nanokapsiil

Sekil 2.1 A) Mikrokapsiil morfolojisinin (B) Nanokiire ve nanokapstiliin
sematik gosterimi [1]
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2.3 Nanoenkapsiilasyon

Nanoenkapsiilasyon, gida endiistrisinde nanoteknolojinin yeni ve pratik bir
dalidir. Nanoenkapsiilasyon terimi; filmler, katmanlar veya nanodispersiyonlar
kullanarak nanometre Ol¢eginde enkapsiilasyonu aciklamaktadir. Nihai kapsiil,
gida bilesenleri ve/veya nutrasotikler icin nano Olcekli bir kalkan gorevi
gormektedir. Genellikle aktif bilesen, molekiil veya nanodlcegin icgindedir.
Nanoenkapsiilasyonun en onemli avantajlari; gelismis fiziksel ve kimyasal
ozellikler, yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ve genellikle homojen partikiil
dagilimidir [49,50]. Nanoenkapsiilasyon gida sektoriinde hizla gelismektedir.
Gida ve beslenme alaninda nanoenkapsiilasyon teknolojisi kullanilarak katma

degeri yiiksek gida maddelerinin tiretilmesi miimki{indiir [51].

Bazi1 biyoaktif bilesiklerin hidrofobik dogasi g6z Oniine alindiginda, bu
malzemelerin sivi gida ve icecek sistemlerine ilavesi, kat1 bazli bir sistem ile
karsilastirildiginda daha zordur [51,52]. Omnegin, piiskiirtiilerek kurutulmus
tozlar siv1 bir gida ile dogrudan karistirilamaz. Ciinkii boyle bir durumda duvar
malzemesinin stabilitesi ve entegrasyonu bozulur ve icindeki bilesen yi1gin fazda
serbest kalir. Bu nedenle, nutrasotiklerin sivi bir matrise ilavesi icin planli ve dogru
bir kapsiilleme stratejisi gereklidir. Nanoenkapsiilasyonun farmasotik, tip ve
kozmetik alanlarindaki uygulamalar1 gida alanindaki uygulamalarindan daha
yaygindir. Ayrica gidalarin karmasik yapisina uygun food-grade (gidada
kullanilabilir) yapilarin kullanilmasinin gerekliligi, bu sistemin gida sektoriinde

kullanilmasin1 daha da karmasik hale getirmektedir [52].

Antioksidanlar, ucucu yaglar ve vitaminler gibi biyoaktif bilesenlerin nano olcekte
enkapsiile edilerek gidalara ilavesi yeni fonksiyonel gidalarin elde edilmesinde
kullanilan pratik bir yoldur [3]. Enkapsiile bilesenler, sindirim sistemindeki
fiziksel streslere dayanacak ve yiiklerini 6zel bir yerde teslim edecek sekilde
formdiile edilebilir. Yar1 kat1 ve kat1 olmayan gida {iriinleri g6z 6niine alindiginda,
kapsiil boyutunun nano Olcege indirgenmesi, duyusal 6zelliklerde herhangi bir
degisiklige yol agmadan iriiniin fonksiyonel 6zelligini gelistirebilmektedir [53].

Ayrica salim hizi dogrudan partikiil boyutuyla iliskilendirilmektedir.
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Viicut icerisinde mikron alt1 boyuttaki nanopartikiiller spesifik hiicreler tarafindan
daha verimli bir sekilde emilebilmektedir [43]. Bununla birlikte partikiillerde
boyut kiicliltme, nanopartikiillerin yiizey-hacim oranindaki artisa bagl olarak
biyolojik yapisma 6zelliklerinin gelismesinin yaninda sindirim sistemi boyunca
daha uzun siireli kontrolli salima, bu da biyoaktif molekiillerin

biyoyararliliklarinin daha da artmasina imkan tanmimaktadir [54].

Yiyecek ve icecek endiistrisi her yil genisleyen milyarlarca dolarlik bir pazar olan
nanoteknoloji uygulamasina biiylik yatirim yapmistir. Bu yaklasim son
zamanlarda daha cok vyiyecek ve icecek endiistrisinde kullanilsa da
nanoteknolojinin kiiresel olarak cok daha fazla uygulama alani bulacag:
varsayllmaktadir [55]. Nanogida {irlinleri ambalaj malzemelerine ve islenmis
saglikli gidalara uygulanan nanotasiyici sistemlerini de kapsamaktadir [56]. Gida
ve ambalaj malzemeleri iiretmek icin 400'den fazla sirketin nanoteknolojiden
faydalandig: bildirilmektedir [57]. Nanogida pazari 2003 yilinda 2,6 milyar ABD
dolar1 ekonomik biiyiikliige sahip iken, 2015 yilinda 20,4 milyar ABD dolarina
ulastig1 bildirilmistir. Buna gore, biiyliyen bu pazarin gelecek yillarda biiyiimesini

siirdiirecegi tahmin edilmektedir [1].

Nanokapsiillerin mikrokapsiillere gore cesitli avantajlar1 vardir. Genis yiizey
alanlari, daha yiiksek reaktiflik, daha yiiksek ¢oziiniirliik, gelismis biyoyararlilik
ve hedefe yonelik salim gibi 6zellikler nanokapsiilleri mikro/makro boyuttaki
esdegerlerinden ayirmaktadir [37,43]. Gidalarin arzu edilen duyusal 6zelliklerini
degistirmeden nanotasiyicilar kullanilarak biyoaktif bilesikler gida agina dahil
edilebilmektedir [39]. Gida formiilasyonuna dahil edilecek nano madde orani,
tastyicinin biyiikligi ile de giiclii bir sekilde iliskilidir [58]. Bazi1 durumlarda
salim islemi sadece tasiyict boyutu mikron seviyesinin altindaysa
gerceklesmektedir. Daha kiiciik boyutta olan nanopartikiiller yiizeylere kolayca
yapisabilmektedir. Ayrica partikiillerin sahip olduklar: yiikler ve van der Waals
kuvvetleri salim profili iizerine 6nemli 6lciide etki etmektedir. Bu faktorler,
sindirim sistemi icinde siirekli bir salimi indiikleyebilmekte ve kontrollii salim

sliresini uzatabilmektedir [6,39,49].
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Genel olarak nanoteknolojinin gida bilesenlerinin kapsiillenmesi noktasindaki

baslica avantajlar1 sunlardir [1];

1. Mevcut ylizey alani arttik¢a, gida bilesenlerinin biyoerisilebilirligi de 6énemli
Olciide artar. Bu durum diisiik ¢oziintirliikteki aroma maddeleri ve/veya diisiik
aroma ve koku algilama esikleri icin son derece 6nemlidir. Bazi biyoaktif bilesikler,
yutulduktan sonra hizla emilir ve metabolize olur. Bu nedenle hedef organlara
ulasamadan faydali etkilerini kaybederler. Nanotasiyicilar, gida bilesenlerini
sindirim sirasinda korur ve sindirim islemi sirasinda programli bir salim uygular.
Boylece gida  bilesenlerinin  hedef organa wulasmasini  saglayarak

biyoerisilebilirliklerini artirabilir.

2. Nano dagitim sistemleri, daha yiiksek yiizey alanlarindan o6tiirti mikro ve makro

Olcekli karsiliklarina gore daha reaktiftir.

3. Hedeflenmis ve programlanmis bir salim saglamasi nedeniyle biyoaktif

bilesenin hedef olmayan noktalarda gereksiz salimini engeller.

4. Suda az coziinen bilesenlerin ¢oziiniirliigiinde iyilesme saglar. Ornegin omega-

3 balik yagi, bir misel ag1 ile suda ¢oziinebilir 6zellik saglanabilir.

5. Optik olarak seffaflik (0zellikle icecek uygulamasinda Onemlidir) saglar.
Ornegin 100 nm'den diisiik boyuttaki yag damlaciklarina sahip nanoemiilsiyonlar

optik olarak seffaftir.

6. Sprey kurutma sirasinda islem siiresinde daha yiiksek biyoaktif tutulma(ucucu

organik karbon (Volatile Organic Carbon, VOC) azalma) saglar.
7. Daha homojen bir yap1 olusmasini saglar.
8. Reaktifligi yiliksek enkapsiile edilmis ingrediyenler elde edilir.

9. Biyoaktif bilesenlerin diger gida bilesenleri ile istenmeyen reaksiyonlarinin
sinirlandirilmasi ve tiiketim sirasinda ve sonrasinda degradasyonlarinin 6nlenmesi

saglar.
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2.3.1 Nanoenkapsiilasyon Tekniklerinin Siniflandirilmasi

Nanoteknoloji, bircok sektorde basarili uygulamalara sahiptir. Bu teknoloji;
ozellikle isleme, paketleme, depolama, nakliye, islevsellik ve gida giivenligi gibi
gida bilimi ile ilgili alanlarda uygulama alami bulmustur [59]. Bu anlamda,
endiistri ve akademik arastirmacilar, fonksiyonel bilesikleri kapsiilleyebilen,
koruyabilen ve serbest birakabilen yenilebilir sistemlere duyulan ihtiyactan yola
cikarak gida ve beslenme ile ilgili konular1 ele almak i¢cin nanoteknoloji iizerinde
durmaktadir [60]. Daha saglikli ve dogal gidalara yonelik mevcut tiiketici talebi,
sentetik maddelerin dogal bilesenlerle ikame edilmesi konusundaki ilginin

artmasina neden olmustur [61].

Insan saghig icin gerekli oldugu diisiiniilen biyoaktif bilesikler cogunlukla
hidrofobik 6zellikte ve zayif coziiniirliige sahiptir. Bu 6zellikte olan bilesenler
arasinda fenolik bilesikler, karotenoidler, ucucu yaglar ve suda ¢oziinmeyen
vitaminler bulunmaktadir. Bu bilesiklerin farmasotik ve gida endiistrilerinde
kullanimlarim sinirlayan baslica etmenler diisiik biyoyararlilik ve stabiliteleridir.
Nanoenkapsiilasyon; biyoaktif bilesikleri uygun olmayan cevresel kosullara karsi
korumakta, biyoyararlilik ve stabilitelerini arttirmaktadir. Boylece gida ve
farmasotik tirtinlerindeki uygulamalarini desteklemek icin kullanim potansiyeline
sahip bir teknik olarak goriilmektedir [19]. Ek olarak, kapsiilleme ucguculugu
azaltir, kimyasal ve termal stabiliteyi arttirir, oksijen, 151k, pH, nem ve mide
sindirimine karsi korur, hos olmayan tat ve aromay1 maskeler; kontrollii salimi
(nem ve pH ile tetiklenen) tesvik eder, lipofilik bilesiklerin sulu ortamdaki
¢oziintirliigiini arttirir ve besin maddelerinin uzun siireli emilimini saglar. Ayrica
antimikrobiyal ve antioksidan potansiyeli olan ambalaj malzemelerinin
gelistirilmesinde kullanilabilir. Kullanim kolayligi, gelismis kararlilik, coklu aktif
bilesenlerin ardisik olarak verilmesi, lezzet karakterinin gelistirilmesi ve uzun

siireli organoleptik algi1 dahil pek ¢ok fayda saglamaktadir.

Bu avantajlarin tiimi partikiillerin boyutlarinin azaltilmasi ve boylece birim hacim

basina diisen yiizey alaninin artirilmasi ile miimkiin olmaktadir [62].
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Sekil 2.2’de biyoaktif bilesiklerin nanoenkapsiilasyonunun faydalar1 gosterilmistir
[60].

-Oksijen

-pH

-Nem

- Gastrik sindirim

Kontrollii salim v

nanoenkapsiilasyonunun E

% ana faydalan

Hos olmayan tad1 -Kimyasal
ve aromay1 v -Fiziksel

maskeler

Sekil 2.2 Biyoaktif bilesiklerin nanoenkapsiilasyonunun faydalari[55]

Nanoenkapsiilasyon sistemleri, kapsiillenen materyalin biyoyararliliginm
gelistirmesinin yani sira kullanim kolayligi, gelismis kararlilik, oksidasyona karsi
koruma, ugucu bilesenlerin tutulmasi, tat maskeleme, nemle tetiklenen kontrollii
salim, pH ile tetiklenen kontrollii salim, coklu aktif bilesenlerin ardisik olarak
verilmesi, degisim dahil cok sayida fayda sunmaktadir, lezzete ve uzun sireli

organoleptik algiya katki saglamaktadir [37,43].

Gidalarda bulunan biyoaktif bilesenler ve nutrasétiklerin enkapsiilasyonu icin
bircok tasityict ajan arastirilmistir. Bunlardan bazilari nanoemiilsiyonlar,
nanoyapili lipit tasiyicilar, nano-siispansiyonlar, kati lipit nanopartikiilleri,
nanolipozomlar, biyopolimerik nanopartikiiller, proteinlerden yapilmis miseller,
polisakkaritler, bunlarin kompleksleri veya konjugatlaridir. Bu teknikler ile nano
olcekli tastyicilar (10-1000 nm) olusturulur. Nanopartikiil tastyict sistemlerinden

bazilar1 Sekil 2.3’de verilmistir [3].
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Sekil 2.3 Polimerik, dogal ve ekipman bazli yontemlerle nanoenkapsiile edilmig
biyoaktif bilesiklerin sematik gosterimi[3]

Klasik bir bakis acisiyla, nanoenkapsiilasyon teknolojileri iki ana sinifa ayrilabilir:
Bunlar “yukaridan asagiya” ve “asagidan yukariya”dir. Sekil 2.4’te yukaridan

asagiya ve asagidan yukariya yaklasimlarinin sematik gosterimi verilmistir [33].
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Sekil 2.4 Nanokapsiilasyonda yukaridan asagiya ve asagidan yukariya
yaklagimin sematik gosterimi [33]
“Yukaridan asagiya” yontemiyle kapsiilleme islemi sirasinda, mekanik kuvvetler
kullanilmas1 gibi  c¢esitli islemlerle partikiill boyutu distirilmektedir.
Nanoemiilsifikasyon ve emdilsifikasyon-cOziicii evaporasyon teknikleri yukaridan
asagiya teknige ornek olarak verilebilmektedir. "Asagidan yukariya" yaklasiminda
ise, partikiil boyutu cesitli yontemlerle arttirilmaktadir; kendi kendine birlesme
gibi uygulamalarla boyutta biiyiime meydana getirilmektedir. Koaservasyon,
kompleksasyon ve nanocOktiirme gibi teknikler bu yaklasima o6rnek olarak
verilebilir. Ayrica bazi durumlarda, her iki yaklasimin bir kombinasyonu da

kullanilabilmektedir [33].

Bu siniflandirma giiniimiizde yetersiz goriilmiis ve Jafari (2017) tarafindan bes
farkli gruptan olusan yeni bir siiflandirma onerilmistir [1]. Sekil 2.5te gida
biyoaktif bilesenleri ve nutrasotikler icin gecerli olan farkli bir nanoenkapsiilasyon

siniflandirmasi verilmistir [63].
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GIDA NANOENKAPSULASYON TEKNIKLERI
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Sekil 2.5 Gida biyoaktif bilesenleri ve nutrasétikler i¢in gecerli olan farkl
nanoenkapsiilasyontekniklerinin sistematik bir siniflandirmasi [58]
Bu tekniklerle fizikokimyasal 6zellikleri, partikiil boyutu, salim 6zellikleri, yatirim
ve isletme maliyeti birbirinden cok farkli oOzelliklerde olan nanokapsiiller
uretilebilir. Bu teknikler icerisinde lipid bazli nanoenkapsiilasyon teknikleri olan
nanoemiilsiyonlar, = nanolipozomlar, kat1  lipit  nanopartikiilleri  ve
nanoyapilandirilmis  lipid tasiyicilar, literatiirde gida  bilesenlerinin
nanoenkapsiilasyonunda en yaygin kullanilan tekniklerdir. Bu teknikler yalnizca
laboratuvar ya da pilot olcekte degil ayn1 zamanda endiistriyel boyutta da
uygulanabilir olmalar1 nedeniyle 6ne cikmaktadir. Kazeinler, siklodekstrinler ve
amiloz gibi dogal nanotasiyicilar da umut vadeden kapsiil ajanlar1 olarak dikkati
cekmektedir. Ozel ekipman gerektiren nanoenkapsiilasyon teknolojileri olan
elektroegirme ve elektropiiskiirtme teknolojilerinde ise dogal biyopolimerlerin
kullanimu ile ilgili halen bazi sorunlar bulunmaktadir. Bu teknolojilerin endiistriyel
boyutta kullanimi icin bu sorunlarin asilmasi gerekmektedir. Nanopiiskiirtmeli
kurutma ile ilgili laboratuvar oOlgegindeki calismalarda olumlu sonuclar elde
edilmistir. Ancak endiistriyel uygulamalar igin Olgek biiylitme c¢alismalari

gerekmektedir.
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Biyopolimerik bazli nanopartikiil tiretim tekniklerinden biri olan kompleksasyon

ile istenen 6zelliklerde nanotasiyici sistemlerin tasarimi miimkiin olmaktadir [47].

Tablo 2.1’de gida bilesenleri ve nutrasotiklere uygulanabilen nanoenkapsiilasyon

teknolojilerinin siniflandirilmasi ve genel 6zellikleri verilmistir [1,63].
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Tablo 2.1 Gida bilesenleri ve nutrasotiklere uygulanan nanoenkapsiilasyon
tekniklerinin simiflandirilmasi[1,63]

Teknoloji

Nano tasiyicilar

Genel Ozellikleri

Lipid
formiilasyon
bazli nano
enkapsiilasyon

Nano
emdiilsiyonlar

-Basit emiilsiyonlar (yag/su veya su/yag) veya
coklu emiilsiyonlar. Dagilmis faz damlacik
boyutlar1 tipik olarak 500 nm'den azdir. -
Damlaciklar kinetik olarak stabildir ve elde
etmek icin yiiksek enerji girdisine ya da mikro
emdiilsiyonlar icin diisiik enerjiye ihtiya¢ duyar
(<100 nm).

-Optik olarak berrak siit gibi bir gortiniim.

Nano
lipozomlar

-Lesitin gibi bir cift katli lipit ile kaplanmis, su
iceren  bir cekirdege  sahip  kiiresel
partikiillerdir. -Hem hidrofilik hem de lipofilik
gida biyoaktif maddeleri icin iyi tastyicilardir.

Nano
lipid tasiyicilar

-Kat1 lipidlerin kendi halinde ya da kati
lipidlerin ikili karisimindan ve hibrit tasiyici
olarak boyutsal farkli siv1 lipitten olusur.
-Ortalama boyut 10-500 nm

Dogal
nanotasiyict
bazli nano
enkapsiilasyon

Kazeinler

- Kendi kendine birlesen kazein nanoyapilari -
Ortalama boyut 50-300 nm -Hidrofobik
biyoaktif maddeler icin kullanigh.

Siklo
dekstrinler

-Kendi  kendine birleserek topaklasirlar,
lipofilik  biyoaktif —maddeler ile ilave
komplekslerinin olusumu -Suda az coziinen
bilesiklerin ¢oziintirligi artirilir.

Nano
kristaller

-En az bir boyutu =100 nm olan kristal
nanopartikiiller -Doygunluk c¢o6ziiniirligiinin
arttirllmasi, ¢oziinme hizi ve yiizey/hiicre
zarlarina yapiskanlik gibi o6zel ozellikler
saglayabilir.

Ozel
ekipman
bazli nano
enkapsiilasyon

Elektroegirme

-Nanoaralikta matrisler iiretmek icin sulu bir
cozelti ile oda sicakliginda ve koagiilasyon
olmadan tiiretim imkani saglar. -1 um'den daha
diisiik nanoliflerin tiretimi

Elektro
pliskiirtme

- Elektroegirme teknigine cok benzer -Polimer
¢ozeltisinden kiirelerin iiretimi, yiiksek bir
elektrik alan1 uygulayarak, farkli nutrasotikler
kapsiillenebilir.

Nanopiiskiirtmeli
kurutma

-Klasik sprey kurutuculardan cok daha kiiciik
bir boyut araliginda kiiciik damlaciklar
(buharlasmadan o6nce) olusturma -Cok sinirh
dagilimla ve yiiksek formiilasyon verimleri ile
mikrondan daha diisiik boyut araliginda toz
partikiilleri tiretebilir.
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Tablo 2.1 Gida bilesenleri ve nutrasotiklere uygulanan nanoenkapsiilasyon

tekniklerinin siniflandirilmasi (devami)

Teknoloji tipi

Nano tasiyicilar

Genel Ozellikleri

Biyopolimer
nanopartikiil bazlh
nanoenkapsiilasyon

Tek
biyopolimer
nanopartikiiller

-Farkli biyopolimerlerden bir araya
getirilmis koloidal yapilar.
-Desolvasyon teknigi ile protein
NP' lerinin {iretimi.
-Nanopresipitasyon yontemi ile
karbonhidrat (esas olarak nisasta)
bazli NP'lerin hazirlanmasi.

Biyopolimerlerin
kompleksi

Nanoyapilar, ¢esitli biyopolimer
-biyopolimer birlestirici
etkilesimleri yoluyla proteinler ve
polisakkaritler gibi biyo
polimerlerin bir kombinasyonu ile
yapilir. Esas olarak protein
anyonik polisakkarit ve protein
katyonik-polisakkarit
komplekslerinden olusur.

Diger
nanoenkapsiilasyon
teknikleri

Protein
nanottipler

- Esas olarak peynir alt1 suyu
proteinlerinin bir kismi olan o-
laktalbiiminden {iretilir.

-Protein konsantrasyonu kritiktir
ve nanotiipler enzimatik hidroliz
ve kalsiyum iyonu kopriileme
yoluyla olusturulur.

Karbonhidrat
nanojel

-Bir hidrojel (hidrofilik biyoaktif
maddeler i¢in) veya organojelden
(hidrofobik bilesikler icin) olusan
NP'ler. -Cogunlukla kimyasal veya
fiziksel olarak aljinat gibi capraz
bagl sentetik polimerlerden veya
biyopolimerlerden {iretilir.
-Nanojellerdeki gozenekler kiiciik
molekiiller veya makromolekiiller
ile doldurulabilir.

-Sisme, bozunma ve kimyasal
islevsellik gibi 6zellikleri kontrol
edilebilir.

Amiloz
nanoyapilar

-Ucuz, biyouyumlu, biyolojik
olarak c¢oziinebilen ve toksik
olmayan nano yapilar.

-Yiiksek amilozlu nisastalardan
farkli yontemlerle tiretilebilir.
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2.4 iyonik Jelasyon

Cogu durumda sulu polimer cozeltisi olarak bulunan kaplama malzemesi ve
cekirdek materyal, bir dagitic1 fazda (6rnegin, bir elektrolit ¢ozeltisi) kiiresel jel
sekilde nanopartikiillerin olusumu ile sonuclanan damlalara doniistiiriiliir. Iyonik
etkilesim nanokapsiil olusumunun temelini olusturur. Nanokapsiil olusumunu
saglayan teknikler arasinda yer alan iyonik jelasyon; organik coziiciiler, farkl
sicaklik ve pH kosullarinin kullanilabilmesi, proses kosullarinin kontrol edilebilir
olmasi, kararli nanoboyutta partikiillerin olusumu gibi istiin 6zelliklere sahip
olmasi nedeniyle dikkat cekmistir [64,65]. Bu yontem, KS gibi pozitif yikli
polimerler ile yiiksek sicaklik ve toksik capraz baglayicilar kullanmadan
molekiiller arasi1 ¢apraz baglarin olusumunu saglayan TPP gibi polianyonlar
arasindaki etkilesime dayanmaktadir [13,66,67]. Yani iyonik jelasyon teknigi,
KS'nin pozitif yiiklii primer amino gruplar ile TPP gibi negatif yiiklii polianyon
gruplarn arasindaki iyonik etkilesimlerle gerceklesmektedir. KS molekiillerinin
yliksek deasetilasyon ve protonlama derecesi nedeniyle yiiksek pozitif yiik
yogunlugu vardir ve bu durum cok sayida potansiyel capraz baglama alam
olusmasimi saglamaktadir [65]. TPP, toksik olmamasi ve cok degerlikli iyonik
ozellikleri nedeniyle en yaygin kullanilan ¢apraz baglamayici ajanlardan biridir
[65]. Iyonik jelasyon ile olusturulan KNP’lerin hassas biyoaktif bilesiklerin
enkapsiilasyonu icin kullanish oldugunu bildiren cesitli calismalar yapilmistir. Bu
calismalarda karvakrol [13], ellagik asit [68], 6jenol [66] ve klorojenik asit [69]
gibi cesitli biyoaktif maddelerin basariyla nano Olgekte enkapsiile edildigi
bildirilmistir. Sekil 2.6’da KS icerisinde hapsedilen biyoaktif bilesen damlaciklari,
biyoaktif bilesen yiiklii KNP’leri ve TPP ile iyonik olarak capraz baglanan KSnin

kimyasal yapis1 verilmistir [13].
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Sekil 2.6 (a) Kitosan icerisinde yer alan biyoaktif bilesen damlaciklari, (b)
Biyoaktif bilesik yiikli kitosan partikiilleri ve (¢) TPP ile iyonik olarak capraz
baglanan kitosanin kimyasal yapisi [13]

Calvo ve ark. (1997), ilk kez iyonik jelasyon yontemini kullanarak KNP’leri
sentezlemislerdir. Bu arastirmacilar tarafindan yapilan calismada, diisiik
konsantrasyonlarda calisilarak ortalama 260 nm partikiil boyutu elde edilmis,
KNP’lerde berrak ¢ozelti, bulanik siispansiyon ve agregasyon olmak iizere {i¢ farkli
sistemin olustugu bulunmus ve bu farkli sistemlerin olusumunun KS ve TPP

derisimine bagl oldugu bildirilmistir[27].
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2.4.1 Duvar Materyali Olarak Kitosan

Biyoaktif  bilesenlerin = kapsiillenmesinde  cesitli ~duvar  malzemeleri

kullanilmaktadir. Bu duvar malzemelerinden bazilar1 Tablo 2.2 de gosterilmistir
[1].

Tablo 2.2 Gida katki maddelerinin kapsiillenmesinde kullanilan bazi
biyopolimer 6rnekleri (duvar malzemeleri)

Polisakkaritler Yaglar ve Proteinler .Yal?ay
mumlar bilesikler
Arap sakizi Hl.drF)J enler}mlg Jelatin Paclitaxel
bitkisel yaglar
MOdlﬁye Balmumu Peynir a.ltl suyl Polietilen glikol
nisastalar proteinleri
Maltodekstrinler Lesitin Sodyum kazeinat = Poliacrilonitrile
Orta zincirli
Aljinatlar trigliseritler Soya proteinleri Polikaprolakton
(MCT)
Pektin Gliseril behenat Gluten Polilaktik asit
Karajenan Kazeinler
Seliiloz tiirevleri Zein
Kitosan Ipek fibroin
Siklodekstrinler
Nisasta
partikilleri

KS, rastgele dagilmis B-(1-4) glikozidik bag iceren D-glukozamin ve N-asetil-D-
glukozamin zincirinden olusan linear bir polisakkarittir. Bu dogal polimer belirli

ozellikle boceklerde,
kabuklularda dogal olarak bulunabilen kitinin kismi

deasetilasyonu ile elde edilebilir [70]. KS’nin toksik olmama, biyouyumluluk,

fungi gruplarinin, zigomisetlerin hiicre duvarinda,

araknidlerde ve

biyobozunurluk, katyonik oOzellik, biyolojik yapisma oOzellikleri ve gecirgenligi

arttirici gibi biyolojik 6zellikleri en 6nemli avantajlaridir.
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GRAS listesinde yer alan KS, sahip oldugu bu avantajlardan dolay1 gida
endiistrisinde farkli amaclarla kullanilmaktadir [13]. KS'nin fiziksel ve biyolojik
ozellikleri molekiil agirligi (MW) ve deacetylation derecesine (DD) baghdir [71].
Sekil 2.7‘de diisitk molekiil agirlikli (LMW) KS’nin molekil yapisi gosterilmistir
[72].

HO
B 7 0]
HO IKoH
00
OH NH,
e
HO NH,

n
Sekil 2.7 Diisiik molekiil agirlikli kitosan (LMW) molekiil yapisi1 [72]

KS ¢ fonksiyonel grup icerir. Bunlar C2 pozisyonlarinda bir amino grubu ve C3
ve C6 pozisyonlarinda birincil ve ikincil hidroksil gruplaridir. KS’nin hidroksil
gruplari, biyofiziksel ozelliklerini degistirmeden yan gruplari reaktif hidroksil
gruplarina baglayarak kimyasal bir modifikasyon yapar [73]. Cogu durumda KS,
aktif bilesikleri saran bir duvar/kabuk malzemesi olarak kullanilir. Giinkii bu
katyonik polisakkarit, coklu negatif yiikler tasiyan diger maddelerle capraz
baglanabilir [66]. KS'nin iyi antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahip oldugu
da bilinmektedir [74]. Ancak KS bazli filmler, zayif mekanik ve su buhar1 bariyer

ozelligine sahiptir [75].

2.4.2 Cekirdek Materyali Olarak Timol

Timol (2-izopropil-5-metilfenol), aromatik bitki olan kekik tiirlerinin baslica
antimikrobiyal ajamidir. Bakteri proteinlerini baglayabilen, hiicre zarinin
parcalanmasina ve gecirgenligine yol acabilen fenolik ve hidrofobik bir bilesik
olmasi nedeniyle giiclii bir antimikrobiyal etkiye sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1
gidalarda koruyucu olarak kullanilmaktir. Timoliin gidalarin raf 6mriinii uzatmak
icin aktif bir pakete dogal antifungal ajan olarak dahil edilebilmesi bu kullanima

ornektir [7].
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Ayrica fenolik bilesik olan timol, ucucu yaglarda bulunan ¢ok verimli bir
antioksidandir ve FDA tarafindan GRAS olarak siniflandirilir [12]. Antioksidan
ozelligi, toksik olmamasi ve anti-mutajenik 6zelligi nedeniyle timol gida, tibbi ve
kozmetik endiistrisinde koku/tat verici ajan veya raf Omriinii uzatan dogal
koruyucu olarak kullanilmaktadir [9,24]. Kimyasal yapisi sekil 2.7 (B)de
gosterilen bu beyaz kristal bilesik (Sekil 2.7 (A))[24], radikal siipiiriicii 6zelligi
nedeniyle reaktif oksidaz sistemi (ROS) tarafindan baglatilan lipit
peroksidasyonunu inhibe edebilir [76]. Bununla birlikte, yiiksek derecede ucucu
nitelikte olmasi ve sudaki diisiik ¢cozlintirliigii gidalarda kullaniminin 6niindeki en
biiyiikk dezavantajdir. Bu yiizden; bu zorluklarin {istesinden gelmek ve
verimliliklerini arttirmak icin uygun yaklasimlarla bu bilesigin kapsiillenmesi arzu

edilmektedir [77].

CHy

;‘i OH

-~

H.C CH
A) ® 3 3

Sekil 2.8 (A) Timoliin kristal formu ve (B) Timoliin kimyasal yapisi[24]
2.5 Deneysel Tasarim

Deneysel tasarim en az sayida deneyle maksimum bilgi elde etmek icin deneylerin
nasil planlanacag ve yapilacaginin metodolojisidir. Oncelikle deneysel tasarim
olustururken etki etmesi muhtemel tiim parametrelerin/faktorlerin belirlenmesi
gerekmektedir. On denemeler ile etkisi olmayan parametreler calisma planindan
cikarilmaktadir. Etkili olmasi muhtemel faktorlerin c¢alisma araligi, yine o6n
denemeler ile belirlenmektedir. Daha sonra, uygulanacak deneysel tasarim modeli

secimine gecilmektedir.
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En uygun deneysel tasarim modeli (fonksiyonel, box behnken, merkezi kompozit
tasarim vs.) belirlendikten sonra deneme tasarimi olusturulmakta ve calisma

stirdiriilmektedir.

Deneysel tasarim yontemleri optimizasyon, arastirma, gelistirme ve {iretim gibi
farkli konular1 sistematik olarak incelemek icin kullanilmaktadir [78,79].
Deneysel tasarim bircok alanda uygulanmaktadir. Bunlardan biri degiskenler
arasindaki iliskileri arastirmak ve cok sayida degiskenden Onemli olanlari
belirlemektir. Bir calismada sonuc iizerinde etkin olan cok sayida degisken varsa,
bu tiir calismalarin tasarlanmasinda deneysel tasarim yontemlerinin kullanilmasi
cesitli avantajlar saglamaktadir. Bu prosesler genellikle bircok faktoér tarafindan
etkilenen kompleks sistemlerdir. Deneysel tasarim, bu sistemlerin fonksiyonlarla
ifade edilmesini ve ¢ok sayida etkin olan degisken arasindaki 6nemli etkilesimlerin
ortaya konulmasini saglamaktadir. Bir veya birden fazla yanit iizerinde birkac
bagimsiz degiskenin potansiyel etkisinin oldugu deneysel durumlarda
uygulanmaktadir ve sagladig1 avantajlarla optimum kosullarda belirlenen tahmini
yanit degerlerinin belirlenmesine yardimci olmaktadir. Diger taraftan deneysel
tasarimin en biiyiik tistiinliigi, birkac faktoriin es zamanli olarak degistirilebilmesi

ve her bir faktoriin bagimsizca degerlendirilmeye alinabilmesidir [80].

2.5.1 Faktoriyel Tasarim

Gida maddelerinin fizikokimyasal karakteristik 6zelliklerinin karisik olmasi ve bu
ozelliklerin modellenmesinde kullanilan etkili olabilecek parametrelerin fazlaligi,
bu alandaki calismalar1 diger alanlara gére zorlastirmaktadir [81]. Iki veya daha
fazla faktoriin etkisinin incelendigi bu gibi alanlarda faktoriyel tasarimlar en
verimli yontemlerden biridir. Faktoriyel tasarim sayesinde etki eden tiim
parametrelerin  olasi kombinasyonlarinin  etkisi  incelenerek  optimize

edilebilmektedir [82].

Bu acidan faktoriyel deney tasarimlari, deneyleri optimize etmek ve hangi
faktorlerin deneyin sonucunu etkiledigini ve bu faktorlerin hangi seviyelerinin

daha iyi yanita yol actigini anlamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [83].
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2.5.2 Kismi Faktoriyel Deneysel Deneme Tasarimi

Kismi faktoriyel deneysel deneme tasarimi, deneysel bir sistemde secilen herhangi
bir bagimli parametre iizerinde sistemdeki diger bagimsiz parametrelerin her
birinin tek basina ve diger parametrelerle birlikte cevaba olan etkilerini veren bir
bagimsiz degisken elimine etme yontemidir. Bu yOntem, deneysel tasarimi
etkileyen en 6nemli parametrelerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu yontem
sayesinde parametreler belirlenmekte ve daha az deney ile daha hizli ve daha iyi
sonuclar elde edilmektedir [84]. Eldeki kaynaklar kisitli oldugu ve yiiksek dereceli
etkilesimlerin 6nemli olmadig1 varsayildig icin kismi faktoriyel deneysel deneme

tasarimi kullanilmaktadir.

Sekil 2.9’da bu modelin grafiksel gosterimi verilmistir. Sekil 2.9 (a)’da x; ve x, ‘nin
degisik kombinasyonlarinin y degerlerinde meydana getirdigi diizlemin plotu
gosterilmektedir. Bu {i¢c boyutlu grafige “tepki yiizey plotu (response surface plot)”
denmektedir. Sekil 2.9 (b) x; ve x, diizleminde sabit y tepkisinin “dis hatlar
(contour)” dogrularin1 gostermektedir. Tepki yiizeyi bir diizlem oldugundan, dis

hatlar plotu paralel diiz dogrular1 icermektedir [85].

Sekil 2.9 Kismi faktoriyel deneysel deneme tasarimi modelinde 6rnek grafiksel
gosterim[85],

(a)Tepki ylizeyi (b) D1s hatlar plotu
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu calismada kaplama materyali olarak diisiik molekil agirlikli kitosan (LMW-
%85 deasetile edilmis- Sigma Aldrich, Almanya), capraz baglayici ajan olarak ise
sodyum tripolifosfat (STPP, teknik kalite) kullanilmistir. Kitosani ¢6ziindiirmek
icin kullanilan asetik asit (>99,7 saflik) ve biyoaktif bilesen olan timol Sigma-
Aldrich’ten (Almanya) temin edilirken, emiilsifiyer olarak kullanilan tween 80
(HLB 15.9) Merck’ten (Almanya) satin alinmistir. Etil alkol (C,HsOH, %99
saflikta) ve 1, 1-DiPhenyl-2- PicrylHydrazyl (DPPH), diyaliz tiipii seliilloz membran
(diiz genislik 25 mm (0,1 in¢), 60 ml kapasite) ile fosfat (pH 7,4, pHast Pack, toz)
ve asetat (pH 3, pHast Pack, toz) tampon tuzlar1 da Sigma-Aldrich’den temin
edilmistir. KH,PO,, Na,HPO,, Nutrient Broth, Nutrient Agar ve Maximum
Recovery Diluent Merck (Almanya)’dan, antimikrobiyal duyarlilik testi diskleri

Bioanalyse (Tiirkiye)’den temin edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Optimizasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

TKNP eldesinde iyonik jelasyon yontemi kullanilmistir. Bu yontemle nanopartikiil
eldesine; duvar materyalinin tiirii, molekiil agirlig1 ve konsantrasyonu, kaplanacak
materyalin tiirli ve konsantrasyonu, emiilsifiyer olarak kullanilacak maddenin
tirdi ve konsantrasyonu, capraz baglayici ajanin tiirii ve konsantrasyonu, duvar
materyalinin ¢6ziinmesi icin kullamlan kimyasal maddenin tird ve
konsantrasyonu, karistirma hizi, ¢ozeltiye uygulanacak sicaklik, ¢ozeltinin pH’s1
gibi bircok parametre etki etmektedir [28,30,65,86]. TKNP’ler elde edilmeden
once KNP’ler olusturulmustur. KNP eldesine de bircok parametre etki etmektedir

ve bununla ilgili literatiirde bircok calisma vardir [28,65,86-88].
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Bu parametreler icerisinde iyonik jelasyon yontemiyle KNP'nin olusmasini
saglayan KS ve TPP konsantrasyonu ayri énem arz etmektedir. Calvo ve ark.
(1997), KNP’lerin olusumunun sadece bazi spesifik KS ve TPP konsantrasyonlari
icin miimkiin oldugunu bildirmislerdir [27]. Bu konsantrasyonlar KNP’lerin
boyutu (nm), zetapotansiyel (mV) ve PDI (Polidispersite indeksi) {lizerine etki
etmektedir. KS ve TPP konsantrasyonlari nanopartikiillerin yararliliklarini
sinirlayan genis bir partikiil boyutu dagilimina ve zayif stabiliteye sahip olmalarina
neden olabilmektedir [65]. Bu acidan optimizasyon parametresi {izerine etkisi
olan KS ve TPP konsantrasyonlari Tablo 3.1 ‘de gosterilen 6n denemler yapilarak
belirlenmistir. Boylece yapilan 6n denemeler ile optimizasyonda kullanilacak

parametreler ve oranlari belirlenmistir.

Tablo 3.1 KNP’lerin eldesinde kullanilan 6n denemeler

I deneme

Kitosan (mg/mL)

konsantrasyonu

TPP (mg/mL)

3 1,5 1 0,75 0,5 0,3 0,15 0,075
konsantrasyonu

II.deneme

Kitosan (mg/mL)
1,5 3 45 6
konsantrasyonu

TPP (mg/mL)

0,15 0,45 0,75
konsantrasyonu
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Tablo 3.2 ‘de TKNP’lerin eldesinde sabit tutulan ve etkisi incelenen parametreler

ve oranlar verilmistir.

Tablo 3.2 TKNPlerin eldesinde sabit tutulan ve etkisi incelenen parametreler
ile oranlar1

. Etkisi
Sabit tutulan . 1s .
Orani ve cesidi incelenen Konsantrasyon
parametreler
parametreler
A)Kitosan
pH 4,6 konsantrasyonu 3-6
(mg/mL)
B)Timol
Kar1§(t;r$§1 hiz1 500 konsantrasyonu 3-6
P (mg/mL)
. ; Diisiik molekiil C)T80
Kitosan molekiil -
agirhz (Dalton) agirlikli (50-190 konsantrasyonu 3-6
8 kDa) (mg/mL)
Emiilsifiyer tiiri Tween 80 (T80) D) Sicaklik (°QC) 25-45
o E)TPP
(;ap.raz baglgy1c1 . Spdyum konsantrasyonu 0,15-0,75
ajanin tiird tripolifosfat (TPP)
(mg/mL)

3.2.2 Deneysel Tasarim

Formiilasyon tasariminin optimizasyonu i¢in kismi faktoriyel deneysel deneme
tasarimi kullanilmistir. Bu deney tasarimina dayali ¢alismalar [28,31,84,89], tim
faktorlerin ayn1 anda degistirilmesine izin verdigi icin her bir degiskenin her
seviyede etkilerinin degerlendirilmesini ve aralarindaki iliskilerin gosterilmesini
saglamustir. Yanit(lar) (Y) her bir deney icin 6lciilmiistiir ve daha sonra istatistiksel
olarak anlamli terimleri tamimlamak icin coklu regresyon analizi ve F istatistikleri
yapilmistir. Etkilesimin daha iyi belirlenmesi amaciyla p>0,05 olan parametreler

ANOVA analizinden cikarilmistir.
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Tablo 3.3’te kismi faktoriyel deneysel deneme tasarimi kullanarak elde edilen 16

deneme noktasi gosterilmistir.

Tablo 3.3 Timoliin nanoenkapsiilasyonda kismi faktoriyel deneysel deneme
tasarimi kullanilarak belirlenen deneme noktalar1

Timol

Deneme Slc?kllk KS kons. kons. T80 kons. TPP kons.
Noktasi (°C) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mkL)
1 25 3 3 3 0,75
2 25 3 3 6 0,15
3 25 3 6 3 0,15
4 25 3 6 6 0,75
5 25 6 3 3 0,15
6 25 6 3 6 0,75
7 25 6 6 3 0,75
8 25 6 6 6 0,15
9 45 3 3 3 0,15
10 45 3 3 6 0,75
11 45 3 6 3 0,75
12 45 3 6 6 0,15
13 45 6 3 3 0,75
14 45 6 3 6 0,15
15 45 6 6 3 0,15
16 45 6 6 6 0,75

KS: Kitosan; T80: Tween 80; TPP: Tripolifosfat

3.2.3 Timoliin iyonik Jelasyon Yontemiyle Nanoenkapsiilasyonu

Sekil 3.1’de timoliin iyonik jelasyon yontemiyle nanoenkapsiilasyon asamalari
sematik olarak gosterilmistir. Ayrica optimize edilen kitosan (A), timol (B), tween
80 (C) konsantrasyonlari, kullanilan sicaklik derecesi (D) ve TPP (E)

konsantrasyonlari da asama asama akis semasinda gosterilmektedir.

TKNP’lerin hazirlanmasinda iki asamli bir yontem kullanilmistir. Birinci asamada
su icinde yag (y/s) emdiilsiyonu olusturulmus, ikinci asamada ise KS’nin TPP ile
capraz baglanmasi saglayan iyonik jelasyon yontemiyle timol nanopartikiiller

icerisine hapsedilmistir [66].
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Kitosan (KS, 3 ve 6 mg/mL), % 1’lik asetik asit (v/v) icerisinde gece boyunca 25°C
sicaklikta 300 rpm’de karistirilarak ¢oziindiiriilmistiir. Daha sonra bu ¢6zeltinin
pH degeri 4,6’ya ayarlanmis (1 N NaOH kullanilarak) ve 30 dakika ayni kosullarda
karistirmaya devam edilmistir. Boylelikle KS cozeltisi elde edilmistir. Onceden
hazirlanan farkli konsantrasyonlarda timol (3 ve 6 mg/mL) ve tween 80 (3 ve 6
mg/mL) karisimi KS ¢Ozeltisi icerisine katilmistir. Homojen bir karisim elde etmek
icin 2 saat siireyle (25°C ya da 45°C ‘de) 500 rpm’de karistirma islemi
gerceklestirilmistir. Boylelikle, KS ve timol-tween 80 karisimini iceren homojen su
icinde yag (y/s) emiilsiyonu olusturulmustur. Ikinci asamada elde edilen
emiilsiyona, TPP cozeltisi (0,75 ve 0,15 mg/mL) siringa pompa ile 1 mL/dk akis
hiz1 ile damlalar halinde 1000 rpm’de karistirma esliginde ilave edilmistir. TPP
¢ozeltisi tamamen ilave edildikten sonra capraz baglanmanin tamamlanmasi i¢in
60 dakika boyunca 500 rpm’de karistirma islemi siirdiiriilmiistiir. Elde edilen
karisitmlarin nihai pH degerleri 4,6-4,7 civarinda bir degere ulasmistir. Timol
icermeyen kitosan nanopartikiilleri (KNP) icin de ayni prosediir uygulanmistir.
Islem sonunda olusan nanopartikiiller 4°C' de 35 dakika boyunca 10.000 rpm'de
santrifiij edilmis, birkac kez saf su ile yikanmis ve sonra tekrar saf su icinde
disperse edilmistir. Dispersiyonun homojen olmasi icin ultrasonik homojenizator
(Bandelin, Sonoplus, Almanya) yardimiyla soguk su banyosu altinda 3 saniye
sonikasyon uyguladiktan sonra 7 saniye bekletilerek toplamda 6 dakikalik
sonikasyon islemi uygulanmistir. Homojenize dispersiyonlar daha sonra analize
kadar 4°C'de deney tiipleri icerisinde sizdirmaz sekilde kapatilarak muhafaza
edilmistir. Sekil 3.2’de emiilsifikasyon-iyonik jelasyon yontemi ile TKNP’lerin
optimizasyon asamasi, elde edilen formiilasyon ile bu formiilasyonun

dogrulanmasi ve karakterizasyonu ile ilgili sematik gosterim verilmistir.
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3.2.4 Partikiil Biiyiikliigii ve Zetapotansiyel Olciimleri

Dinamik 151k sacilimi1 (DLS) nanopartikiillerin boyutunu analiz etmek icin yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Bu yontemin temel prensibi, partikiillerin
hareketini gozlemlemek ve Brownian hareketlerini 6l¢gmektir. Partikiillerin hizi
partikiiliin bliyiikliigii ile ters orantilidir ve buna translasyonel difiizyon katsayisi
denilmektedir [90]. DLS, esas olarak partikiillerin yaptigi Brownian hareketi
nedeniyle numuneden gecen 151k yolunda meydana gelen dalgalanmay:
hesaplamaktadir [91]. Brownian hareketi siispansiyondaki partikiller,
emiilsiyonlar ve molekiiller tarafindan olusturulur. Brownian hareketi termal
enerjilerinden dolayr kendiliginden hareket eden ¢oziicii molekiillerinin
bombardimaniyla gerceklesen bir harekettir. Eger partikiil veya molekiiller lazerle
etkilestirilirlerse, sac¢ilan 151g1n siddeti partikiillerin biiytikliiklerine bagli bir hizda
dalgalanir. Ciinkii kiiciik partikiiller ¢oziicii molekiilleri tarafindan itilirler ve daha
hizli bir sekilde hareket ederler. DLS teknigiyle hidrodinamik cap oOlciiliir ve
parcacigin bir sivi icerisinde nasil difiizlendigi ile ilgili bilgi verir. Bu teknikle
belirlenen cap, ol¢iilen partikiille aym difiizyon katsayisina sahip kiirenin ¢apina
esittir. Diflizyon katsayis1 sadece partikiil cekirdeginin biiyiikliigiine degil,
parcacigin yiizey yapisi, ortamdaki iyonlarin tipi ve derisimine de baglidir. Bu
ylizden partikiil boyutu elektron mikroskobu (SEM) ile olclilenden daha biiyiik
degerlerde olabilir [92].
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Nanopartikiillerin biiyiikliigii Stoke-Einstein esitligi kullanilarak partikiillerin
difizyonundan hesaplanir. Stoke-Einstein esitligi (3.1) asagida gosterildigi
gibidir:

kT

= 3.1
h 3rND 3.1)

: Boltzman sabiti,
: mutlak sicaklik,

: ortamin viskozitesi,

o O 4 =

: difiizyon katsayzsi,
dh : partikiillerin hidrodinamik capidir.
D, diisiik derisim degerlerinde

D =Do(1 + a®) (3.2)

seklinde yazilir.

D, : partikiiller arasi etkilesimin sifir oldugu sonsuz seyreltmedeki gercek difiizyon
sabiti,

a : viral diflizyon sabiti,

@ : partikiillerin ortamdaki hacim kesridir.

TKNP'lerin partikiil boyutu analizi, PDI ve zetapotansiyel (mV) o6l¢iimleri Nano
ZSP (Malvern, Ingiltere) cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ortalama partikiil
capint belirlemek icin kullanilan DLS analizi 173°1ik bir sa¢ilma agis1 kullanilarak
25 °C'de gerceklestirilmistir. Coklu sacilma etkilerinden kacinmak icin,
nanopartikiiller saf suyla seyreltilmis ve 10-15 dakika ultrases dalgasina maruz
birakildiktan sonra oOlciilmiistiir. %1 (v/v) asetik asit ve saf suyun viskozitesi
sirastyla 1,333 ve 0,890 cP olarak tanimlanmistir. KNP’lerin kirilma indisi ise el
refraktometre kullanilarak 1,52 olarak ol¢iilmiistiir (OPTI, Bellingham Stanley,
Farnborough, Ingiltere). Sonuclar 3 élciimiin ortalamas: alinarak verilmistir [86].
Nanopartikiillerin zetapotansiyeline pH’nin etkisini belirlemek icin liyofilize

edilmis KNP ve TKNP’ler (10 mg/mL) giin boyunca saf su icinde bekletilmistir.
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Su icerisinde partikiillerin homojen dagilmasini saglamak icin 3 saniye
sonikasyon, 7 saniye beklenerek toplamda 2 dakika (60W) ultrases islemi
uygulanmistir. Daha sonra 0,05 N NaOH ve 0,05 N HCI kullanilarak tampon
cozeltileri hazirlanmis ve farkli pH (3 ile 9 arasinda) degerlerindeki tampon
cozeltileri icersindeki timol yiikli olan ve olmayan nanopartikiillerin

zetapotansiyelleri Nano ZSP (Malvern, Ingiltere) ile 6lciilmiistiir.
3.2.5 Enkapsiilasyon Etkinligi (EE)

Enkapstiilasyon etkinligi hem spektrofotometrik hem de kromatografik olarak
Olctilmiistiir. Spektrofotometrik ol¢timde ilk olarak, TKNP’den 100 uL alinarak 4,9
mL 1 M’lik HCI cozeltisi ile karistirilmistir. Ardindan kaynayan ultrasonik su
banyosunda (Daihan, WUC-D10H, Kuzey Kore) 30 dakika tutulmustur. Su
banyosundan ¢ikarildiktan sonra sogumaya birakilan karistma 1 mL etanol ilave
edildikten sonra ortam sicaklifinda 5 dakika boyunca 10,000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatantin absorbansi, 250 ila 400 nm
arasindaki dalga boylarinda spektrofotometre’de (Shimadzu, UV-1800, Japonya)
olciilmiistiir. Maksimum absorbans 275 nm dalga boyunda gozlenmistir. Timol
miktarinin hesabi icin saf timol (12,5 - 15 - 17,5 - 20 - 22,5 - 25 ug/ul) etanol ve
HCI icinde uygun bir kalibrasyon egrisi ile R*=0,998 (y=0,0133x - 0,0317)
cizilmistir. Sekil 3. 3’te timoliin kalibrasyon egrisi verilmistir. Kontrol i¢in timol
icermeyen KNP’ler kullanilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi (EE, %), asagidaki
denklem (3.3) kullanilarak hesaplanmistir [13,93].

Kapsiillenmis timol konsantrayonu
EE (%) = - x 100 (3.3)
Toplam timol konsantrasyonu
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Kalibrasyon grafigi

0,35

v =0,0133x - 0,0317
03 R?= 0,998

0,25

Absorbans

10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00
Timol konsantrasyonu (ug/ul)

Sekil 3.3 Timoliin kalibrasyon egrisi

Timol yiikli nanopartikiillerde kapsiillenen timoliin enkapsiilasyon etkinligini
belirlemek ve UV spektrofotometre ile kiyaslamak icin gaz kromatografisi/kiitle
spektroskopisi (GC-MS-QP2010 (Shimadzu, Japonya)) teknigi de kullanilmistir.
Bu amacla timol konsantrasyonunun tespiti icin Hu ve ark. (2018) tarafindan
belirlenen sartlar modifiye edilerek kullanilmistir [94]. GC-MS analizlerinde
kromotografik ayrim icin Rtx-5MS silika kapiler kolon (30 mx0,25 mm (i¢ cap)
0,25 um) (Restec,Amerika Birlesik Devletleri) kullanmilmistir. Tasiyic1 gaz olarak
helyum kullanmilmistir. Gradyan analizi icin 40 °C (3 dak.); 40-176 °C (8 °C/dak.);
ve 176 °C (20 dak.). sicaklik programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Enjektoriin
sicaklig1 150 °C'de sabit tutulup, basing degeri ve dogrusal hiz sirasiyla 95,8 kPa
ve 47,1 cm/s ve tastyici gaz akis hizi 1,71 mL/dakika olarak ayarlanmistir. GC-MS
arayiiz sicaklig1 ve iyon kaynagi sicakligi sirasiyla 280 °C ve 230 °C’dir. Kiitle
spektrometresi secili iyon izleme modunda elektron iyonizasyon dedektoriiniin
voltaj1 70 eV'a ayarlanmis ve veriler 35-550 m/z araliginda toplanmuistir. Analizler
her numune igin iki tekrarl gerceklestirilmistir.

Enkapsiile edilen timol miktar1 Cui ve ark. (2018) tarafindan belirlenen yontem
ile belirlenmistir [95]. Buna gore KNP’lere yiiklenen timol iceriginin belirlenmesi

amaciyla 200, 400, 600, 800 ve 1000 ppm konsantrasyonlarda etanol ile

.....
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Daha sonra TKNPleri, 40 dakika boyunca 4 °C' de ve 10000 x rpm'de
santrifiijlenmistir. Stipernatant kismi etanol ile seyreltilerek GC-MS ile analiz
edilmistir. Nanoenkapsiilasyon sonucu kapsiillenmeyen timol miktari, timol pik
alaninin standart egrisi ile hesaplanmistir [95,96]. Enkapsiilasyon etkinligi

asagidaki (3.4) esitligi ile hesaplanmistir.

GC — EE (%) =

Toplam timol kons. —Kapsiilenmeyen timol kons. 100 (3.4)

Toplam timol kons.

3.2.6 Antioksidan Aktivitenin (AOA) Belirlenmesi

Kapstillenmis TKNP'lerin antioksidan aktivitesi, Shetta ve ark. (2019) tarafindan
diizenlenen DPPH serbest radikal temizleme yontemi kullanilarak incelenmistir [17].
Ik olarak, énceden belirlenmis miktarlarda saf timol, KNP’ler ve TKNP'ler 2 mL
(metanol DPPH soliisyonu (0,05mM)) icerisinde dagitilmis ve oda sicakliginda 2 saat
boyunca karanlikta saklanmistir. Daha sonra UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu,
UV-1800, Japonya) kullanilarak 517 nm'de absorbansi olciilmiistiir. Kor olarak
metanol kullanilmistir. DPPH (%) yakalama aktivitesi denklem (3.5) kullanilarak elde
edilmistir. DPPH(%) karsi konsantrasyonlar grafige aktarilarak IC50 (radikal
temizleme etkinliginin % 50'sini saglayan numune konsantrasyonu) degeri
belirlenmistir. Elde edilen IC50 degerleri Troloks esdegeri ile kiyaslanmstir [97].
Ornek absorbansi — Kér absorbansi

%DPPH = . X100 (3.5)
% Ornek absorbansi

Troloks esdegeri hesaplanirken yukarida belirlenen yontem trolox standardi icin
50-75-100-150-175-200 ppm’de hazirlanmistir. Troloks icin kalibrasyon grafigi
cizilerek IC50 degeri belirlenmistir. Boylece timol yiiklii olan ve olamayan KNP’ler

ile Troloks degeri kiyaslanmuistir.
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3.2.7 Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

TKNP’lerin antibakteriyel aktivitesi, dort bakteri susuna karsi (Escherichia coli
O157:H7 ATCC 33150, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 19118 ve Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028) disk difiizyon testi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Disk difiizyon testinde oOncelikle ka&git disklere partikiillerin emdirilmesi,
sonrasinda duyarlilig1 arastirilan organizmanin inokiile edildigi besiyerine difiize
olma seviyesinin Olciilmesi temeline dayanmaktadir. Taze bakteri kiiltiirii elde
etmek icin, dondurularak muhafaza edilen bakteriyel kiiltiirler Nutrient Broth
(Merck, Almanya) ile 37 °C’de 24 saat boyunca pes pese iki kez aktiflestirilmistir.
Aktif hale getirilmis bakteri suslar1 Nutrient Agar (Merck, Almanya) besiyerlerine
(~10°-10° kob/mL) hedef bakteri sayisinda ilave edildikten sonra petri kaplarina
dokiilerek katilastirilmistir. Daha sonra TKNP (20 uL) emdirilmis kagit diskler (90
mm) iizerinde kat1 besiyerleri tizerine yerlestirilmistir. Kontrol grubu olarak timol
icermeyen KNP ve saf su emdirilmis diskler kullanilmistir. Petri kaplar1 37 °C ‘de
24 saat siireyle inkiibasyona birakildiktan sonra disklerin etrafinda olusan
inhibisyon zonu oOl¢tlmiistiir [98].

Timol yiiklii nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesi, siv1 besiyeri icerisinde 2
farkli bakteriye karsi zamana bagli mikroorganizma canliligi/6liimii test edilerek
belirlenmistir. Boylelikle timol yiiklenmis ve timol icermeyen KNP’lerin bakteriler
tizerine etkisi belirlenmistir. TKNP'lerin antimikrobiyal etkisi, Torniikk ve ark.
(2018) tarafindan 6zetlenen yontemle, inokiiliim diizeyinde (~10° kob/mL) taze
mikrobiyal kiiltiir iceren pH 7 tampon ¢ozeltisi (KH,PO, (Merck, Almanya) ve
Na,HPO, (Merck, Almanya)) icerisinde 24 saat boyunca takip edilmesi suretiyle
belirlenmistir [99]. Oncelikle L. monocytogenes ATCC 19118 ve S. Typhimurium
ATCC 14028 bakteriyel kiiltiirler 37 °C'de 24 saatte aktiflestirilmistir.
Aktiflestirilen bakteriler 6 mlL steril besiyeri icerisine ~10° kob/mL diizeyinde
inokiile edilmis ve tizerine %1 ve %2 (v/v) oraninda TKNP ve KNP ilave edilmistir.
Siv1 besiyeri 1 dk vorteksde karistirilarak nanopartikiillerinin besiyeri icerisine
iyice dagilmasi saglanmistir. Ardindan mikroorganizma iceren sivi besiyerinden

belli periyotlarda (0. ve 24. saatler) 6rnekler alinmistir.
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Orneklerin Maximum Recovery Diluent (MRD, Merck, Almanya) ¢ézeltisi ile seri
diliisyonlar1 hazirlanmistir.

Bu diliisyonlardan uygun kati besiyerlerine (Nutrient Agar) yayma ekim yapilarak
37 °C'de 24 saat siireyle 200 rpm calkalama hizinda inkiibasyona birakilmistir ve
inkiibasyon sonucunda gelisen koloniler sayilmistir. Koloni sayilari logaritmik

degerlere cevrilmis ve sonuclar log kob/mL olarak ifade edilmistir.

3.2.8 In vitro Salim

TKNP’lerin farkli pH degerlerindeki (pH 3 - asetat tamponu ve 7,4 — fosfat
tamponu) in vitro salimlar1 incelenmistir. Sekil 4.24’ te in vitro salim ortami
gosterilmektedir. Bu amacla 10 mL TKNP bir diyaliz torbasina (12000- 14.000
KDa) konulmus ve icerisine 40 mL fosfat veya asetat tamponu ilave edilerek 37 °C
‘de hafif sallamali su banyosunda inkiibe edilmistir. Salim i¢in 100 ul 6rnek
alinmis ve esit hacimde taze salim ortaminin eklenmesiyle analiz i¢in spesifik
ornekleme zaman araliklarinda spesifik bir salim ortami saglanmistir.
Nanopartikiilde kapsiillenmis salim ortami (mL) hacmindeki toplam kiimiilatif
timol miktar1 (absorbans) sirasiyla 275 nm'de UV-vis spektrofotometresi ile
Olctilmiistiir. Her bir zaman araliginda (1, 2, 4, 6, 18, 24, 48,72 saat, Mt) salinan
kiimiilatif timol absorbasinin NP'lerde kapsiillenen timoliin baslangic absorbasina
(M,) orani ile temsil edilimis ve serbest birakilan kiimiilatif timol yiizdesi 3.6

denkleminde verildigi sekilde hesaplanmistir:

Kilimiilatif salim yiizdesi = —x100 (3.6)

Sekil 3.4 in vitro salim ortami
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3.2.9 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

KS, timol, KNP ve TKNPnin molekiiler karakterizasyonunun yapilmasi amaciyla
FTIR (Bruker Tensor 27, Bremen, Almanya) spektroskopisi kullanilmistir.
Orneklere ait 6lciimler oda sicaklifinda 400 - 4000 cm arasindaki frekanslarda,

16 taramali ve 4 cm™ ¢oziiniirlitkte gerceklestirilmistir.

3.2.10 Raman Spektroskopisi Analizi

TKNP’lerin molekiiler karakterizasyonu icin DXR Akilli Raman Spektrometresi
(Thermo Fisher Co., Ltd, Amerika) kullanilmistir. Test parametreleri: deneysel
veri aliminin dalga boyu araligi 200 ~ 2000 cm’; lazer gilicii 150 mW; uyarma

dalga boyu 780 nm’dir.

3.2.11 Taramali1 Elektron Mikroskobu (SEM)

TKNP’lerin morfolojik 6zellikleri taramali1 elektron mikroskobuyla analiz edilmistir
(SEM, LEO 440 Stereoscan, Ingiltere). Oncelikle 6rnekler liyofilize edilmis ve

sonrasinda dijital SEM mikrograflar1 alinmistir.

3.2.12 Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre (DSC)

TKNP’lerin termal 6zellikleri DSC cihaz1 (Q100, TA Instruments Inc., ABD) ile
gerceklestirilmistir. Aliiminyum DSC kaplar icerisine nanopartikiil 6rnegi (5-10
mg) konulmus ve 10 °C/dak. 1sitma orani ile N atmosferinde 25 °C’den 250 °C‘ye
kadar 1sitilmistir. Kontrol olarak bos pan kullanilmustir. Ornege verilen enerji

(mW), sicaklik ve zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilmistir [100].

3.2.13 Verim Yiizdesi (YP) ve Sisme indeksi (SI)

Verim ytlizdesi, liyofilize edilen nanopartikiillerin baslangi¢ kuru madde agirligiyla

kiyaslamak icin yapilan bir analizdir.

Verim yiizdesi (YP), (3.7) esitligi yardimiyla hesaplanir.
Burada Wi, geri kazanilan kurutulmus NP'lerin agirhigi iken W2, kullanilan
materyallerin baslangictaki kuru agirliginin toplamidir [101]. Baslangi¢ kuru

agirhigi ise KS, timol ve TPP’nin agirligidir.
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Nanopartikiillerin verim yiizdesinin hesaplanmasi Denk. (3.7)’de verilmistir:

w1

Sisme indeksi (SI) calismasi baslangicta tartilan (Wb) liyofilize nanopartikiiller
tizerinde gerceklestirilmistir. Liyofilize edilmis TKNP’ler 24 saat boyunca ortam
sicakliginda saf suya daldirilmis ve siire sonunda sismis agirhk (Wf) ylizey
suyunun yavasca uzaklastirilmasindan sonra ol¢iilmiistiir [17]. Sisme indeksi (SI)

daha sonra asagidaki Denk. (3.8) ile belirlenmistir.

Wf — Wb
SI (%) = W (3-8)

3.2.14 istatistiksel Analiz

Bu calismada kismi faktoriyel deneysel deneme tasarimi, deneme deseni ve analiz
modellemesini  olusturmak i¢cin  kullanilmistir.  Deneysel  tasarimin
olusturulmasinda Design Expert 7.0 (State-Ease Inc., ABD) programi
kullanilmistir. KNP’ler olusturulurken optimum noktalar1 belirleme prosesinde KS
ve TPP konsantrasyon parametreleri kullanilarak program tarafindan onerilen 6n
deneme kosullarina gore deneyler yapilmis olup, belirlenen cevap degiskenlerinin
analiz sonuclar1 Design Expert programina aktarilmistir. Elde edilen veriler
sonucunda 5 bagimsiz degisken (KS, timol, T80 ve TPP konsantrasyonu ile sicaklik
derecesi) ve 3 yanit icin (boyut (nm), zetapotansiyel (mV) ve EE (%)), 3 tekerriirli
ve 3 paralelli olarak c¢alisilmistir.

Optimize edilmis nanopartikiil formiilasyonu Design Expert yazilimi ile sayisal
nokta tahmin yontemi uygulanarak minimum partikiil boyutu, sifirdan en uzak
zetapotansiyel ve en yiiksek EE kriterleri temelinde se¢ilmistir.

Deneysel veriler ile hesaplanan degerlerin birbiri ile ne derece iliskilendirildigini
belirlemek icin varyans analizi (ANOVA, Analysis of variance) yapilmistir. Modele
ait regresyon katsayis1 (R®) ve diizeltilmis regresyon sayisi (adj-R®) degerleri

hesaplanmustir.
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ANOVA ile her bir faktoriin lineer, interaksiyon ve kuadratik etkilerinin cevap
tizerindeki oOnemleri % 95 giiven araliginda Fischer’s (F-Test) testi ile
arastirilmistir. Onemli bulunan varyasyon kaynaklar ortalamalar1 “Duncan Coklu
Karsilagtirma” testine tabi tutulmustur. Maksimum regresyon katsayisini saglayan
modeller dikkate alinmis ve Ozellikle optimizasyon calismalar1 kapsaminda
interaksiyon modelleri tercih edilmistir. Her yanit degiskeni (Y) icin regresyon

denklemi (3.9) tanimlanmustir.

Y = Ao + A1X1 + A2X2 + A3X3 + A4X4 + A5X5 + A6X1X2 +
A7X1X + A8X1X4 + A9X1X5 + A10X2X3 + A11X2X4 + A12X2X5 (3.9)
+A13X3X + A14X3X5 + A15X4X5

Burada Y, bagimli degiskenlerin olctilen tepkisidir, X1, X2, X3, X4 ve X5 bagimsiz
degiskenlerdir, Ao kesisimdir; Al ile A15 dogrusal katsayilardir.
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A

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Optimizasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Nanopartikiil eldesinde duvar materyali olarak yiiksek, orta ve diisiik molekiil
agirligina sahip KS kullanilabilmektedir. O'Callaghan ve Kerry (2016) yaptiklari
calismada diisiik molekiil agirlikli (LMW) KS’yi, orta ve yiiksek molekiil agirlikli
(MMW ve HMW) KS ile karsilastirildiklarinda daha kiiciik ortalama partikiil
boyutu (nm) elde etmislerdir [102]. LMW ve HMW KS karsilastirildiginda; LMW
KS kullanilarak edilen nanopartikiillerin daha iyi ¢oziintirliik, biyouyumluluk,
biyoaktivite, biyobozunurluk ve hatta daha az toksisite gosterdigi de
bildirilmektedir [65]. Bundan dolay1 bu calismada duvar materyali olarak LMW

KS kullanilmstir.

Literatiir incelendiginde KS’nin pH’si, molekiil agirligi gibi sentezlenen KNP
boyutunu, PDI ve zetapotansiyelini 6nemli ol¢iide etkiledigi bildirilmistir [86]. KS,
6,5 civarinda bir pKa’da zayif bir polielektrolittir. KS’nin protonasyon derecesi esas
olarak ¢ozelti pH's1 ile kontrol edilir. pH'nin KNP'lerin partikiil boyutu iizerindeki
etkisi, KS'nin amin grubunun protonasyon derecesinden kaynaklanir. Belirli bir
pH degerinde KS amini daha fazla protonlanir ve anyonik TPP iyonlar ile daha
kuvvetli bir etkilesime girer. Bunun sonucunda da olusan KNP’lerin daha kiiciik
boyutta oldugu ifade edilmektedir [65]. Asetik asit coOzeltisinde (%1’1ik)
coziindiirilen KSnin pH degeri 3,5-4 arasinda degismektedir. Bu arastirmada
yapilan denemeler sonucunda KNP’lerin 4,5-5 pH arasinda en diistik boyuta sahip
oldugu bulunmustur. Benzer pH araliginda partikiil boyutunun daha diisiik
oldugunu bildiren bircok calisma da mevcuttur. KNP’lerin sentezi iizerine pH'in
etkilerinin incelendigi bu calismalarda, en kiiciik KNP boyutuna pH degerinin 4,6

oldugunda ulasildig1 bulunmustur [65,86,103].
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Ayrica KNP’lerin zetapotansiyelinin =30 mV esiginin tizerinde olmasi durumunda
orta derecede stabil kolloidler olarak kabul edildigi ve Brownian hareketi,
partikiil-partikiil etkilesimleri ve van der Waals kuvvetleri gibi agregasyona neden
olan kuvvetlere karsi daha az duyarli oldugu bildirilmektedir [103,104]. Bu
calismada, elektropozitif kiiciik boyutlu KNP’lerin hazirlanmasim saglamak icin
yliksek deasetilasyon derecesine sahip LMW KS kullanilmistir. KS %1’ lik asetik
asit ¢ozeltisi ile ¢oziindiiriilmiis ve sonrasinda 0,1 N NaOH ile pH degeri 4,6'ya

ayarlanmustir.

Fan ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada, karistirma hizinin partikiil biyiikligi
dagilimi iizerine etkisini arastirmis ve sonucta partikiil boyutu dagiliminin
karistirma hizinin 200 rpm'den 800 rpm'e arttirilmasiyla 6nemli 6l¢lide daraldigini
bildirmistir. Bununla birlikte, karistirma hizinin daha fazla yiikseltilmesi
agregasyona neden olmustur. Elde edilen bulgular; yeterli karistirma ve kesme
kuvvetinin TPP'nin KS ¢o6zeltisi i¢cinde dagilimini hizlandirdigi ve monodispersiteyi
gelistirdigi, ancak ytiksek hizda uzun siire karistirmanin partikiiller arasindaki
itme kuvvetini yok ettigi ve partikiillerin agregasyonuna yol actig1 seklinde
yorumlanmistir [65]. Yapilan diger bir ¢alismada nanokapsiillerin olusmas icin
capraz baglayici ajanin ilave edilmesi sirasinda 1000 rpm’de karistirma hizi
kullanilarak en yiiksek EE elde edilmistir [93]. Bu arastirma sonuglar1 baz alinarak
bu calismada karistirma hizi TPP ilavesi sirasinda 1000 rpm, diger asamalarda ise

500 rpm olarak belirlenmistir.

Partikiil biiylikliigii, yiizey yiikii ve PDI, biyoaktif bilesik iceren tasiyici sistemlerin
tasarlanmasi icin dikkate alinan en oOnemli hususlardandir. Teorik olarak
nanopartikiillerin ideal 6zelliklerini; en kiiciik boyut, sifirdan en uzak yiizey
potansiyeli ve en diisik PDI degerinde gosterir [105]. PDI, dispersiyon

homojenliginin bir gostergesidir ve 0 ila 1 arasinda degismektedir [106].

Biyoaktif bilesen yiiklenecek KNP’lerin partikiil boyutu (nm), zetapotansiyel (mV)
ve PDI degerine etki eden en 6nemli parametreler, KS ve TPP konsantrasyonudur.
Bundan dolay1 KS ve TPP konsantrasyonunun belirlenmesi icin 6n denemeler

yapilmustir.
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Ik 6n denemede KS konsantrasyonu 2 noktada sabit tutularak farkli TPP
konsantrasyonlarinin nanopartikiillerin boyutu (nm), zetapotansiyel (mV) ve PDI

degerleri {izerine etkisi incelenmistir.

Partikiil boyutunu artiran TPP konsantrasyonlari elemine edilerek, agregasyona
neden olmayan TPP konsantrasyonlarina KS konsantrasyonun etkisini belirlemek
icin de ikinci bir 6n deneme yapilmustir. Ikinci 6n denemede agregasyona neden
olmayan TPP konsantrasyonlarina (0,15-0,45 ve 0,75 mg/mL) farkli KS
konsantrasyonlarinin (1,5-3-4,5 ve 6 mg/mL) etkisi arastirilmistir. Elde edilen
KNP’lerin boyutu (nm), zetapotansiyel (mV) ve PDI degerleri incelenmistir. On
deneme sonuclar1 esas alindiginda, partikiil boyutu (nm) ve PDI degeri diisiik,
zetapotansiyeli (mV) degeri ise sifirdan en uzak olan KS (3 ve 6 mg/mL) ve TPP
(0,15 ve 0,75 mg/mL) konsantrasyonu iyonik jelasyon yonetimde kullanilmak

uzere secilmistir.

4.1.1 KS ve TPP Oraninin Belirlenmesinde Kullanilan I. Deneme

Tasarimi

Deneme tasariminda KS konsantrasyonu i¢in 3 ve 6 mg/mL noktalar: se¢ilmistir.
Literatiirde benzer oranlarin kullanildigi bir¢ok calisma mevcuttur [20,107].
Boylelikle KS konsantrasyonunun fazla ya da az olmasimnin boyut (nm),
zetapotansiyel (mv) ve PDI {izerine olasi etkisi incelenmistir. Yapilan on
denemeler sonucunda, 3 mg/mlL {izeri ve 0,075 mg/mL altu TPP
konsantrasyonlarinda partikiillerde agregasyon meydana geldigi ve oldukca
biiyiik boyutlu partikiillerin olustugu goriilmistiir. Sekil 4.1 ‘de agregasyon
meydana geldigi kitosan partikiilleri gosterilmistir. Bu ylizden deneme
tasariminda 0,075 ve 3 mg/mL arasindaki 3- 1,5- 1- 0,75- 0,5- 0,3- 0,15- 0,075

mg/mL TPP konsantrasyonlari KNP’lerin tiretiminde kullanilmistur.
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Sekil 4.1 Kitosan partikiillerinin agregasyonu

Tablo 4.1’de 1. deneme tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenler ve seviyeleri
gosterilmistir. Bu noktalarin KNP’lerin boyutu (nm), zetapotansiyeline (mV) ve

PDI {izerine olan etkisi incelenmistir.

Tablo 4.1 1. deneme tasariminda kullanilan faktérler ve seviyeleri

Bagimsiz .
Semboller Degiskenler Seviyeler
Kitosan (mg/L)
X1 (Nimerik faktor) 6
TPP (mg/mL)
X2 (Niimerik faktor) 1,5 1 0,75 05 0,3 0,15 0,075

Farkli kitosan ve TPP konsantrasyonlari ile edilen patikiillerin boyut (nm),

zetapotansiyel (mV) ve PDI degerleri Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2 1. deneme tasarimi ile elde edilen nanopartikiillerin boyut (nm),
zetapotansiyel (mV) ve PDI degerleri

123«1:32:1 X, X, Boyut (nm)  PDI Zetap(;’;f,')‘Siyel
1 3 3,0 2521 0,87 24,2
2 3 1,5 1680 0,81 38
3 3 1,0 225 0,42 16,5
4 3 0,75 264 0,46 17,8
5 3 0,5 389 0,48 13,7
6 3 0,3 388 0,49 18,5
7 3 0,15 570 0,52 20,1
8 3 0,075 812 0,53 11,7
9 6 3,0 1702 0,87 16,3
10 6 1,5 1019 0,77 26,1
11 6 1,0 652 0,58 16,4
12 6 0,75 320 0,5 18,7
13 6 0,5 400 0,53 15,9
14 6 0,3 462 0,53 10,4
15 6 0,15 909 0,7 19,7
16 6 0,075 1768 0,73 14,5

X; (Kitosan konsantrasyonu, mg/mlL), X, (TPP konsantrasyonu, mg/mL ), PDI
degeri; Polidispers indeks ifade etmektedir

Tablo 4.2'de goriildigi gibi, olusturulan deneme tasariminda yapilan analizler
sonucunda boyut 225-2521 nm, zetapotansiyel 10,4-38 mV ve PDI 0,42-0,87
arasinda bulunmustur. TPP konsantrasyonu 0,075 mg/mL altinda oldugunda
reaksiyon cozeltisi goriiniir opaklik olmadan berrak bir ¢ozelti seklini almistir. Bu
durum ortamda KS ile capraz bag olusumu igin yeterli TPP olmadigim
gostermektedir. TPP konsantrasyonu 0,075 mg/ml’den 0,75 mg/mL'ye
cikartildiginda KS ve TPP arasinda agregasyon olmadan capraz baglanma
gerceklesmis ve daha diisiik boyutlarda nanopartikiiller elde edilmistir. Tablo 4.2
incelendiginde, TPP konsantrasyonu 1 mg/mlL'den 3 mg/mlL'ye kadar artirilmasi

sonucunda partikiil boyutunun gittikce yiikseldigi goriilmektedir.
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TPP konsantrasyonu 3 mg/mL iistiinde oldugunda, partikiiller sifira yakin yiizey
zetapotansiyeline sahip olduklar1 icin karistirma sirasinda stabilitesini
koruyamamamis ve kiimelesme gerceklesmis olabilir. Bunlarin sonucunda bulanik
ve biiylik agregasyon gozlemlenmistir. Fan ve ark. (2012) tarafindan yapilan
calismada, farkli konsantrasyonlarda KS veya TPP ile hazirlanan KNP’lerin
ozellikleri incelenmis ve partikiil boyutunun KS veya TPP konsantrasyonunun
artmasiyla arttig1 gosterilmistir. Zetapotansiyelinde ise protonlanmis amino
gruplarinin TPP anyonlar1 tarafindan nétralizasyonu nedeniyle azalma oldugu
ifade edilmistir [65]. Tablo 4.2’de KS konsantrasyonu 3 mg/mlL oldugunda 6
mg/mL degerine gore sifira daha yakin zetapotansiyel ve diisiik PDI degerleri elde
edildigi goriilmektedir. De Pinho Neves (2014) tarafindan yapilan calismada da

benzer sonuclar rapor edilmistir [28].

Farkli TPP ve KS konsantrasyonlar1 ile olusturulan faktoriyel dizayn deneme
tasariminin olusan nanopartikiillerin partikiil boyutu tizerindeki etkisini gosteren

varyans analizi sonuclar1 Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3 1. deneme tasariminda partikiil boyutu (nm) iizerine secilen bagimsiz
degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu

Karelerin
Kaynak Kareler Toplami Ortalamasi F degeri p degeri
Model 5825697 728212,1  4,414811 0,0328
X1 9168,063 9168,063  0,055582 0,8204
X2 5816528 830932,6  5,037558 0,0245
Kalint1 1154632 164947,5

Diizeltme
Toplam1 6980329

R?*= (0,8346; Diizeltilmis R*>= 0,6455

X; (Kitosan konsantrasyonu, mg/mL), X, (TPP konsantrasyonu, mg/mL ), p<0,05 istatistiksel
Onemi gosterir, ANOVA varyans analizini ifade etmektedir.

Deneme tasariminda elde edilen veriler incelendiginde (Tablo 4.3), KS

konsantrasyonunun boyut iizerindeki etkisinin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu

bulunmustur (p>0,05).
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Bu durum, TPP konsantrasyonuna bagli olarak boyutun degiskenlik gostermesi ile
aciklanabilir. Diger bir ifadeyle, KS konsantrasyonu 3 mg/mL iken TPP
konsantrasyonunun artmasiyla boyut 6nce artma egilimi géstermekte ve daha
sonra azalmaktadir. KS konsantrasyonu 6 mg/mL oldugunda ise TPP
konsantrasyonunun artmasiyla boyutta once azalma, daha sonra artma egilimi
goriilmektedir. Diger taraftan, TPP konsantrasyonunun partikiil boyutu tiizerine
etkisinin istatistiksel olarak onemli oldugu bulunmustur (p<0,05). Uygulanan
deneme tasariminda olusturulan modelin boyut (nm) {izerine etki grafigi Sekil 4.2’

de gosterilmektedir.

Boyut (nm)

2600
2000
1400

800

1,0000

A: Kitosan (mg/ml)

0
0.5000

P B:TPP (mg/ml)

00750

Sekil 4.2 1. deneme tasariminda kullanilan KS ve TPP konsantrasyonunun
KNP’lerin boyutuna(nm) etkisi
KS konsantrasyonu sabit tutuldugunda, TPP konsantrasyonunun 1 mg/mL’nin
tizerine cikmasit durumunda boyut artarken, TPP konsantrasyonu 0,075
mg/ml’den 0,75 mg/mL’ye cikmasi ile nanopartikiillerin boyutlar1 azalmaktadir.
TPP konsantrasyonu 0,75 mg/mL’nin {izerine ¢ikmasi durumunda ise partikiil
boyutunda artis oldugu goriilmekte, o6zellikle KS:TPP oraninin 3:1’den fazla
olmasi durumda partikiil boyutlarindaki artis ¢ok daha dramatik olmaktadir.
Benzer sonuclar KS:TPP oranin 3:1’den 1:1’e ¢ikartildiginda KNP’lerde agregasyon
gerceklestigini bildiren Sullivan ve ark. (2018) tarafindan da bulunmustur [86].
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KS:TPP oranin artmasiyla belli bir seviyeden sonra partikiillerde birlesme ve
cokme meydana getirmekte bu da partikiillerinin boyutlarinda artislara neden
oldugunu gostermektedir. TPP konsantrasyonunun artmasi belli bir seviyeye
kadar boyutu azaltirken, minimum seviyeye ulastitktan sonra TPP
konsantrasyonunun artirilmasi agregasyona neden olmaktadir. Capraz baglama
yogunlugunu ve nanopartikiillerin kararliligini indiikleyen asir1 miktardaki
TPP’den gelen polianyon konsantrasyonudur [108]. TPPmnin belli bir
konsantrasyonu agmasi durumunda partikiil-partikiil etkilesimi (kopriileme
etkileri) ile agregasyon olusumunun gerceklestigi diisiiniilmektedir [103]. TPP
konsantrasyonunun fazla olmasi durumunda, bir KS molekiiliiniin ¢ok fazla TPP
molekiili ile capraz baglanmasi ve bunun partikiil boyutunda artisa neden
olmasiyla aciklanabilir [96]. Ayrica, KS:TPP orani maksimum ve minimum
seviyelerde oldugunda partikiil boyutlar1 en yiiksek seviyeye cikmaktadir. KS:TPP
orani en yiiksek 3:3, en disiik 6:0,075ir ve sirasiyla partikiil boyutlar1 2521 ve
1768 nm’dir. Farkli KS ve TPP konsantrasyonlari ile olusturulan faktoriyel dizayn
deneme tasariminin olusan nanopartikiillerin PDI degeri tizerindeki etkisini

gosteren varyans analizi sonuglar1 Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4 1. deneme tasariminda PDI degeri {izerine secilen bagimsiz
degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu

Karelerin
Kaynak Kareler Toplami Ortalamas: F degeri p degeri
Model 0,3256 0,0407 10,2321  0,0030
X1 0,024806 0,024806 6,236364 0,0412
X2 0,300794 0,042971 10,80292 0,0028
Kalint1 0,027844 0,003978
Diizeltme
Toplami 0,353444

R?=0,9212; Diizeltilmis R>=0,8312

X; (Kitosan konsantrasyonu, mg/mlL), X, (TPP konsantrasyonu, mg/mL), p< 0,05 istatistiksel
Onemi gosterir, ANOVA varyans analizini ifade etmektedir.
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Deneme tasariminda elde edilen veriler incelendiginde (Tablo 4.4); PDI sonuclari
icin yapilan ANOVA testinde KS ve TPP konsantrasyonunun PDI iizerindeki
etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,05). Uygulanan
deneme tasariminda olusturulan modelin PDI iizerine etki grafigi Sekil 4.3’te

gosterilmektedir.

0.7875
0.665
05425

042

3.0000
1,5000
1,0000
0.7500
0.5000

030 B: TPP (mg/ml)

A: Kitosan (mg/ml)

0.1500
00750

Sekil 4.3 1. deneme tasariminda kullanilan, KS ve TPP konsantrasyonunun
KNP’lerin PDI’si iizerine etkisi
Sekil 4.3 incelendiginde, TPP konsantrasyonunun sabit tutulup KS
konsantrasyonunun artirilmasiyla birlikte PDI degeri de artmaktadir. Bu durum
partikiillerin agregasyonuna baglanabilir. Ayni sekilde KNP olusmasi i¢in yeterli
olmayan diisiik konsantrasyonlardaki TPP degerlerinde de PDI degeri artis

gostermektedir.

Farkli KS ve TPP konsantrasyonlari ile olusturulan faktoriyel dizayn I. deneme
tasariminin olusan nanopartikiillerin zetapotansiyel (mV) iizerindeki etkisini

gosteren varyans analizi sonuclar1 Tablo 4.5’te verilmistir.
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Tablo 4.5 1. deneme tasariminda zetapotansiyel {izerine secilen bagimsiz
degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kareler Karelerin
Kaynak Toplami Ortalamasi1 F degeri p degeri
Model 535,535 66,94188  4,259768 0,0359
X1 31,64063 31,64063 2,013414 0,1989
X2 503,8944 71,98491 4,580676 0,0313
Kalint1 110,0044 15,71491
Diizeltme
Toplami1 645,5394

R*= 0,8296; Diizeltilmis R*=0,6348
X; (Kitosan konsantrasyonu, mg/mL), X, (TPP konsantrasyonu, mg/mL ), p< 0,05 istatistiksel
onemi gosterir,

Partikiillerin =~ zetapotansiyel (mV) degerleri {izerinde KS ve TPP

konsantrasyonlarinin etkisini belirlemek amaciyla yapilan ANOVA testinde, KS
konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak Onemsiz (p>0,05), TPP
konsantrasyonunun etkisi ise istatistiksel o6nemli (p<0,05) oldugu tespit
edilmistir. Deneme tasarimu ile olusturulan modelin partikiillerin zetapotansiyel

degeri (mV) iizerine etkisi Sekil 4.4’ te gosterilmektedir.
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Zeta Potansiyeli (mV)
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Sekil 4.4 1. deneme tasariminda kullanilan, KS ve TPP konsantrasyonunun KNP’
lerin zetapotansiyel (mV) iizerine etkisi
Sekil 4.4 incelendiginde, 1,5 ile 0,15 mg/ml TPP konsantrasyonunda
zetapotansiyelin (mV) sifirdan en uzak oldugu goriilmektedir. Belirlenen aralikta
KS konsantrasyonunun artmasit partikiillerin  zetapotansiyelini sifira
yaklastirmistir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05). Bu
bulgular, KS:TPP oraninin 3:1’den 6:1’e ¢ikmasiyla KNP’lerin zetapotansiyelinin
sifira yaklastigini rapor eden Sullivan ve ark. (2018) tarafindan da

desteklenmektedir [86].

4.1.2 Kitosan ve TPP Oraninin Belirlenmesinde Kullanilan II.

Deneme Tasarimi

Birinci deneme tasariminda, 2 farki kitosan (3 ve 6 mg/mL) ve 3 farkli TPP
konsantrasyonunun nanopartikiillerin boyut (nm), zetapotansiyel (mV) ve PDI
degerleri iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu tasarimda elde edilen sonuclar baz
alinarak, mikropartikiil (1000 nm’den biiyiik) olusumuna neden olan KS ve TPP

konsantrasyonlarinin elemine edilmesi ile yeni bir deneme plami tasarlanmistir.
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Deneme tasariminda KS konsantrasyonu icin 1,5-3-4,5 ve 6 mg/mL noktalari, TPP
konsantrasyonu icin ise mikropartikiil olusturmayan konsantrasyonlar (0,15, 0,45
ve 0,75 mg/mL) kullanilmistir. Bu deneme tasarimiyla KS konsantrasyonunun
fazla ya da az olmasinin nanopartikiiller iizerine olan etkisi incelenmek istenmistir
(Tablo 4.6). Literatiirde farkli konsantrasyonlar ve parametreler kullanarak bu
etkileri inceleyen bircok calisma mevcuttur [13,67,93]. Ayrica, diisiik boyut ve PDI
degeri ile sifirdan uzak zetapotansiyele yol acan KS ve TPP konsantrasyonu araligi

belirlenmistir.

Tablo 4.6 II. deneme tasarimda kullanilan faktorler ve seviyeleri

Bagimsiz .
Semboller Degiskenler Seviyeler
Kitosan (mg/mL)
X1 (Numerik faktor) L5 3 4o 6
TPP (mg/mL)
X2 (Nimerik faktor) 0,15 045 0,75

Farkli KS ve TPP konsantrasyonlar1 ile edilen partikiillerin boyut (nm),

zetapotansiyel (mV) ve PDI degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.7 II. deneme tasarimi ile elde edilen nanopartikiillerin boyut (nm),
zetapotansiyel (mV) ve PDI degerleri

e, %1 Yoot Bewpolsvel  eor
1 1,5 0,15 552 31 0,55
2 3 0,15 414 39,6 0,58
3 4,5 0,15 773 41,6 0,61
4 6 0,15 909 43,6 0,74
5 1,5 0,45 330 26,4 0,44
6 3 0,45 400 38,4 0,54
7 4,5 0,45 492 41 0,56
8 6 0,45 805 43,3 0,6
9 1,5 0,75 254 19,5 0,36
10 3 0,75 264 32,7 0,46
11 4,5 0,75 332 40,9 0,48
12 6 0,75 340 42,3 0,5

X; (Kitosan konsantrasyonu, mg/mL), X, (TPP konsantrasyonu, mg/mL ),
PDI degeri; Polidispers indeks ifade etmektedir

Tablo 4.7’de goriildiigi gibi, II. deneme tasarimiyla olusturulan nanopartikiillerin
boyutlari, zetapotansiyelleri ve PDI'leri sirasiyla 254-909 nm, 19,5-43,6 mV ve

0,36-0,74 arasinda bulunmustur.

Farkli KS ve TPP konsantrasyonlar ile olusturulan faktoriyel dizayn II. deneme
tasariminin partikiillerin boyutlar1 (nm) tizerindeki etkisini gosteren ANOVA testi

sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8 II. deneme tasariminda partikiil boyutu (nm) iizerine se¢ilen
bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kareler Karelerin
Kaynak Toplami Ortalamas: F degeri p degeri
Model 498779,1 99755,83  11,15897 0,0054
X1 178542,2 178542,2 19,97223 0,0042
X2 265720,5 265720,5 29,72425 0,0016
X1X2 30470,4 30470,4 3,408505 0,1144
X1? 22102,08 22102,08 2,472402 0,1669
X22 1944 1944 0,217461 0,6574
Kalint1 53637,12 8939,519
TDS;E;‘:‘* 552416,3

R?=0,9029; Diizeltilmis R*= 0,8220
Xy (Kitosan konsantrasyonu, mg/mL), X, (TPP konsantrasyonu, mg/mL ), p< 0,05 istatistiksel

onemi gosterir, ANOVA varyans analizini ifade etmektedir.
Tablo 4.8’e gore, KS ve TPP konsantrasyonunun KNP’lerin boyutuna tek baslarina

etkileri istatistiksel anlamda oOnemli iken (p<0,05), KS ve TPP arasindaki
interaksiyonun istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu bulunmustur (p>0,05). TPP
konsantrasyonu varyans analizinde goriildigi tizere (p<0,05) en oOnemli
faktordiir. Yapilan deneme calisgmasinin R* degeri 0,9029 bulunmustur. Yanitlar
icin bu R? degeri 1’e oldukca yakindir, bu da bagimsiz parametreler ve yanitlar
arasinda giiclii bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu deneme tasarimi

sonucunda elde edilen regresyon Denk. (4.1) asagidaki gibi bulunmustur.

Boyut (nm)
= 454.20833 — 15.12222 X, + 122.5%X, — 122.66667 (4.1)

*X;X,  +19.07407 « X# — 300 = X2
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Sekil 4.5’te II. deneme tasariminda kullanilan KS konsantrasyonu (mg/mL) ve TPP
konsantrasyonu (mg/mlL) arasindaki iliskinin (X;X,) boyut (nm) tiizerine olan

etkisini gosteren grafik verilmistir.
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Sekil 4.5 II. deneme tasariminda kullanilan KS ve TPP konsantrasyonu
(mg/mL) arasindaki iliskinin (X;X,) boyut (nm) iizerine olan etkisi
Belirlenen araliklarda KS konsantrasyonu sabit tutulup, TPP konsantrasyonunun
azalmasiyla birlikte partikiil boyutu artmaktadir (Sekil 4.5). TPP konsantrasyonu
sabit tutulup, KS konsantrasyonunun artmasi da benzer sekilde partikiil
boyutunun artmasina neden olmaktadir. Rathi ve Gaikar (2017); KS-TPP hacimsel
orani sabit iken, KS konsantrasyonundaki artisin parcaciklar iizerindeki pozitif
ylkte genel bir artisa neden oldugunu ve bunun da KS molekiilleri arasinda
elektrostatik itmeye ve dolayisiyla daha biiytiik bir parcacik boyutuna yol ac¢tigin
bildirmistir. Yiiksek KS konsantrasyonlar1 bir¢ok ¢ekirdegin olusumuna yol acar.
Bu cekirdekler KS zincirleri arasindaki itme nedeniyle daha yiiksek biiytime
oranlarina sahiptir. Bu yilizden, daha biiylik boyutlarda KNP'lerin olusumuna

neden olmus olabilirler [109].
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Fan ve ark. (2012) iyonik jelasyon yontemiyle KNP’lerin elde edildigi
calismasinda, sabit KS konsantrasyonunda ¢ozeltiye ilave edilen TPP hacmi 2,5
ml'den 3,3 mL'ye yiikseltildiginde KS ile TPP arasindaki artan capraz baglanmanin
etkisiyle partikiil boyutunda bir azalma oldugu tespit edilmistir. Ancak TPP
haciminin 3,5 mL’ye cikartilmas ile partikiil boyutunun belirlenen aralikta en

yliksek seviyesine ulastig1 bildirilmistir [65].

Farkli KS ve TPP konsantrasyonlari ile olusturulan faktoriyel dizayn II. deneme
tasariminin, olusan partikiillerin zetapotansiyel (mV) {izerindeki etkisini gdsteren

varyans analizi sonuclar1 Tablo 4.9’da verilmistir.

Tablo 4.9 II. deneme tasariminda secilen bagimsiz degiskenlerin zetapotansiyel
(mV) tizerine etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kareler Karelerin
Kaynak Toplami Ortalamasi1 F degeri p degeri
Model 633,6867 126,7373  71,05106 < 0,0001
X1 479,9682 479,9682  269,0782 < 0,0001
X2 52,02 52,02 29,16328 0,0017
X1X2 33,856 33,856 18,98024 0,0048
X12 65,80083 65,80083  36,88904 0,0009
X22 2,041667 2,041667  1,144592 0,3258
Kalint1 10,7025 1,78375
T”f;f;;‘:‘* 644,3892

R?*=0,9834; Diizeltilmis R*= 0,9696
X; (Kitosan konsantrasyonu, mg/mL), X, (TPP konsantrasyonu, mg/mL ), p < 0,05 istatistiksel
onemi gosterir, ANOVA varyans analizini ifade etmektedir.

Tablo 4.9’da goriildiigti gibi, KS ile TPP konsantrasyonunun KNP’lerin

zetapotansiyel (mV) {iizerine etkisi istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).
KNP’lerin zetapotansiyel (mV) iizerine etki eden en onemli parametre ise KS

konsantrasyonudur (p<0,0001).
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KS ve TPP arasindaki iliskinin (X1X2) zetapotansiyel {izerine etkisi de istatistiksel
anlamda 6nemli bulunmustur (p=0,0048, p<0,05). Ayrica tasarim modelinin de
istatistiksel anlamda 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,05). Yapilan deneme
calisgmasinin R* degeri 0,9834 bulunmustur. Bu deger tasarimin dogru olarak
kuruldugunu ve elde edilen degerlerin tasarimi destekledigini gostermektedir. Bu
deneme tasarimi sonucunda elde edilen regresyon denklemi (4.2) ise asagidaki

gibi bulunmustur.

Zeta Potansiyel (mV)
= 20,18125 + 9,736667 * X; — 15,0833 * X, (4.2)
+4,088889 * X,X, — 1,04074 x X2 — 9,72222 * X2

Sekil 4.6, KS ve TPP konsantrasyonunun KNP’lerin zetapotansiyel degerleri

tizerindeki etkisini gosteren yiizey grafigini icermektedir.
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Sekil 4.6 II. deneme tasariminda kullanilan KS ve TPP konsantrasyonu
(mg/mL) arasindaki iliskinin (X;X;) zetapotansiyel (mV) iizerine olan etkisi
Sekilde goriildiigli gibi, belirlenen kosullarda KS konsantrasyonu sabit tutulup
TPP konsantrasyonu artirilirsa, zetapotansiyel (mV) azalmaktadir. Fan ve ark.
(2012) yaptiklar1 calismada benzer sekilde sabit KS konsantrasyonunda (10,0 mL
kitosan c¢ozeltisi, 0,5 mg/mL) TPP (0,5 mg/mL) hacminin 2,5 mL'den 3,5 mL'ye

cikartilmasiyla KNP’lerin zetapotansiyelinin azaldigini bildirmislerdir [65].
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Bununla birlikte, Sekil 4.6’da goriildiigii gibi TPP konsantrasyonunun sabit
tutulup, KS konsantrasyonunun artirilmasiyla elde edilen nanopartikiillerin
zetapotansiyeli de artmaktadir. Elde edilen bu bulgular, KS:TPP oraninin 2:1’den
6:1’e artmasiyla nanopartikiillerin zetapotansiyelinin arttigini rapor eden Neves
ve ark. (2014)’nin yaptig1 calismayla uyumludur [28]. TPP konsantrasyonunun
artmasiyla (sabit KS konsantrasyonlarinda) zetapotansiyel degerinin sifira
yaklasmasi, KS’nin protanlanmis amino gruplarinin negatif yiiklii TPP
polianyonlar tarafindan noétralize edilmesinden kaynaklanmis olabilir. Yiiksek
TPP konsantrasyonlarinda olusan agregasyon ise, noétralizasyon sonucu sifira
yaklasan zetapotansiyel degerlerinde karistirma sirasinda partikiillerin
stabilitelerini kaybetmeleri ve partikiil-partikiil etkilesiminin artmasi sonucu

meydana gelmis olabilir.

KS ve TPP konsantrasyonunun birlikte artirilmasiyla nanopartikiillerin
zetapotansiyeli artmaktadir. Hashad ve ark. (2016) hem KS konsantrasyonunu
(0,1-0,3 % w/v) hem de TPP konsantrasyonunu (0,01-0,05 % w/v) artirarak
zetapotansiyel lizerine etkisini inceledigi calismada KS ve TPP konsantrasyonun
birlikte artirildiginda zetapotansiyel degerinin sifira yaklastig1 sonucuna ulagsmistir
[88]. Bu calismada elde edilen bulgudan farkli olmasinin nedeni, KNP
olusturulurken KS'nin pH’sinin 6,2’ye kadar ytiikseltilmesi olabilir. Ayni ¢calismada
hem KS hem de TPP ¢ozeltilerinin pH degerleri 3'ten 5'e yiikseltilmistir. Bu durum,
incelenen tiim konsantrasyonlarda nanopartikiillerin yiizey yiikiinde genel bir

azalmaya neden olmus olabilir.

Farkli TPP ve KS konsantrasyonlar ile olusturulan faktoriyel dizayn II. deneme
tasariminin olusan partikiillerin PDI iizerindeki etkisini gosteren varyans analizi

sonuclar1 Tablo 4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.10 II. deneme tasariminda PDI iizerine secilen bagimsiz degiskenlerin
etkisini gosteren ANOVA tablosu

Karelerin
Kaynak Kareler Toplam1 Ortalamas: F degeri p degeri
Model 0,0981 0,01962 18,9871  0,0013
X1 0,039527 0,039527 38,25161 0,0008
X2 0,0578 0,0578 55,93548 0,0003
X1X2 0,00064 0,00064 0,619355 0,4612
X1? 0,000133 0,000133 0,129032 0,7317
X22 0 0 0 1,0000
Kalint1 0,0062 0,001033
Diizeltme 0,1043
Toplam1

R’= 0,9406; Diizeltilmis R*>= 0,8910
X; (Kitosan konsantrasyonu, mg/mL), X, (TPP konsantrasyonu, mg/mL ), p< 0,05 istatistiksel
onemi gosterir, ANOVA varyans analizini ifade etmektedir.

Tablo 4.10’da goriildiigi gibi, KS konsantrasyonu (p=0,0008, p<0,05) ile TPP

konsantrasyonunun (p=0,0003, p<0,05) KNP’lerin PDI degeri iizerine etkisi
istatistiksel olarak onemlidir. TPP konsantrasyonu varyans analizinde gorildiigi
tizere en onemli faktordiir (p<0,05). KS ve TPP arasindaki iliskinin PDI {izerine
etkisi de istatistiksel anlamda oOnemsiz bulunmustur (p=0,4612, p>0,05).
Modelin istatistiki anlamda 6nemli (p=0,0013, p<0,05) oldugu Tablo 4.10’da

goriilmektedir.

Yapilan deneme calismasinin R* degeri 0,9406 bulunmus olup, bu deger tasarimin
dogru olarak kuruldugunu ve elde edilen degerlerin tasarimi destekledigini
gostermektedir. Bu deneme tasarimi sonucunda elde edilen regresyon denklemi

(4.3) ise asagidaki gibi bulunmustur.
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PDI
= 0,4875 + 0,053333 X, — 0,21667 X, — 0,01778 * X, X, (4.3)
—0,00148 * X2 + 0 * X2

Sekil 4.7 KS ve TPP konsantrasyonunun kitosan nanopartikiillerinin PDI degerleri

tizerindeki etkisini gosteren yiizey grafigini icermektedir.
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Sekil 4.7 II. deneme tasariminda kullanilan KS ve TPP konsantrasyonu
(mg/mL) arasindaki iliskinin (X;X,) PDI degeri {izerine olan etkisi

Sekil 4.7 incelendiginde TPP konsantrasyonu sabit tutulup, KS konsantrasyonu
artirilirsa PDI degerinin de arttig1 goriilmektedir. Neves ve ark. (2014) ile Hafez
ve ark. (2014) yaptiklarn calismada, KS/TPP oraninin artmasiyla PDI degerinin
artis gosterdigini bildirmislerdir [28,34]. KS konsantrasyonu sabit tutulup, TPP
konsantrasyonu artirilirsa PDI degeri azalmaktadir. Hashad ve ark. (2016) da KS
konsantrasyonunun (0,1-0,3 % w/v) sabit tutulup, TPP konsantrasyonunun (0,01-

0,05 % w/v) artirilmasiyla PDI degerinin artigini belirtmistir [88].

Sonuc olarak, KS ve TPP cozeltilerinin konsantrasyonlart KNP’lerin olusumunda

en onemli etkiyi gosteren parametreler oldugu bildirilmistir [64,101].
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Yapilan denemelerden elde edilen veriler 1s18inda KS konsantrasyonlari 3 mg/mL
ile 6 mg/mL olarak secilmistir ve bu KS konsantrasyonlar1 tizerine TPP'nin etkisi
incelenmistir. Belirlenen KS (3 mg/mL ile 6 mg/mL) ve TPP (0,75 mg/mL ile 0,15
mg/mL) konsantrasyonlari, KNP’ler icin hedeflenen diisiik partikiil boyutu ve PDI

degerleri ile sifirdan farkli zetapotansiyel sonuglarini vermistir.

Yiizey aktif madde olarak kullanilan tween 80 (T80), enkapsiile edilecek biyoaktif
bilesenle (BB) karistirilarak emiilsiyonun olugmasini saglamaktadir. Literatiire
bakildiginda, calismalarda yilizey aktif madde olarak kullanilan T80’in cesitli
konsantrasyonlarinin kullanildig1 gortilmektedir. Genel olarak kapsiillenecek BB
ile ayn1 oranda T80 (BB/T80, 1/1) kullanildig1 [95] gibi, BB’den daha yiiksek ve
daha diisiik oranlarda T80’in kullanildig1 caligmalar da mevcuttur [13,111,112].

Benzer sekilde BB konsantrasyonu secimi ile ilgili yapilan literatiir caligmalari,
KS/BB oraninin da dikkate alinmasi gerektigini gostermistir [67,113,114]. Bu
calismalarda genel olarak duvar materyali olan KS ile ayn1 oranda BB miktar:
kullanilirken, duvar materyalinden daha diisiik ve daha yiiksek oranda BB de
kullanilmaktadir. Bu calismada T80 konsantrasyonu ile timol (biyoaktif bilesen)
konsantrasyonlar1 3 mg/mL ve 6 mg/mL olarak secilmistir. Boylece, T80’in BB ile
ayni konsantrasyonundaki etkileri incelebildigi gibi, BB’den daha diisiik ve daha
yliksek konsantrasyonlara T80'in etkisi de gozlemlenmistir. Ayrica KS
konsantrasyonu sabitken BB miktarimin etkisi ile BB sabitken KS

konsantrasyonunun etkisi de incelenmistir.

Son olarak, iyonik jelasyon yonteminde yiizey aktif madde ile BB iceren KS
¢ozeltisinin oda sicakliginda ya da daha yiiksek sicaklik degerlerinde karistirilarak
tesekkiil ettirildigi bircok calisma bulunmaktadir. Bu calismalarda kullanilan
sicaklik dereceleri 45 °C [17,112], 50 °C [66] ve 60 °C [13,115]’dir. Fan ve ark.
(2012) 45 °C’den yukar cikildiginda partikiil boyutundaki azalisin 6nemsiz derece
oldugunu bildirmistir [65]. Ayrica kat1 formda bulunan timoliin erime sicakligi
yaklasik 45-50 °C’dir. Bu acidan sicakligin olas: etkisinin incelenmesi icin, oda

sicaklig1 ve 45 °C sicaklik degeri kullanilmstr.
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4.2. Timol Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin (TKNP) Eldesi

icin Deneysel Tasarim

Yapilan literatiir taramasi ve o6n denemelerin sonucunda iyonik jelasyon
yonteminde etkili olmasi muhtemel faktérler ve seviyeleri belirlenmistir.
Belirlenen bu faktorler ve seviyelerde elde edilen TKNP’lerin optimize edilmesi
icin deneysel tasarim olusturulmustur. Tablo 4.11’de, optimize edilecek TKNP’lerin

eldesinde kullanilacak faktorler ve seviyeleri verilmistir.

Tablo 4.11 Iyonik jelasyon yontemiyle nanopartikiil eldesi icin olusturulan
genel faktoriyel dizayn deneme tasarim planina gore belirlenen faktorler ve

seviyeleri
Seviyeler
Semboller Bagimsiz Degiskenler
X1 Sicaklik (°C) (Niumerik faktor) 25 45
X2 Kitosan (mg/L) (Niimerik faktor) 3 6
X3 Timol (mg/mL) (Niimerik faktor) 3 6
X4 Tween80 (mg/L) (Niimerik faktor) 3 6
X5 TPP (mg/mL) (Niimerik faktor) 0,15 0,75

TKNPlerin olusturmasinda kismi faktoriyel deneysel deneme tasarimi
kullanilmistir. Sicaklik (°C), KS (mg/mL), timol (mg/mL), T80 (mg/L) ve TPP
(mg/mL)'nin  belirlenen seviyelerinin = nanopartikiillerin  boyut (nm),
zetapotansiyel (mV) ve EE (%) {izerine etkisi incelenmis ve bu faktorler optimize
edilmistir (Tablo 4.11). Iyonik jelasyon yéntemiyle nanoenkapsiilasyon icin
belirlenen islem araliklar1 g6z 6niinde bulundurularak 16 deneme noktali ‘Kismi
faktoriyel deneysel deneme tasarimi™ olusturulmustur. Yanit verileri olarak
nanokapsiiller icerisine hapsedilen BB miktarinin gostergesi olan EE (%),
nanopartikiillerin boyutu (nm) ve zetapotansiyel (mV) degerleri incelenmistir.
Tablo 4.12’de iyonik jelasyon yontemi ile elde edilen TKNP’lerin boyut (nm),
zetapotansiyel (mV) ve EE (%) degerleri olusturulan faktoriyel dizayn deneme

tasariminda verilmistir.
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Tablo 4.12 iyonik jelasyon yontemi ile elde edilen nanopartikiillerin boyut
zetapotansiyel ve enkapsiilasyon etkinlik degerlerinin olusturulan faktoriyel
dizayn deneme tasariminda gosterimi

DN X, Xa Xs X, Xs lzg;“)t (g;) EE (%)
1 25 3 3 3 0,75 368 31,4 30,5
2 25 3 3 6 0,15 344 13,2 1
3 25 3 6 3 0,15 441 39,8 48,2
4 25 3 6 6 0,75 486 21,9 60,2
5 25 6 3 3 0,15 276 42 21
6 25 6 3 6 0,75 878 24,4 3,1
7 25 6 6 3 0,75 585 42,5 48,1
8 25 6 6 6 0,15 419 32,8 48,8
9 45 3 3 3 0,15 323 35,9 22,8

10 45 3 3 6 0,75 486 13,7 30,9
11 45 3 6 3 0,75 354 35,5 66,4
12 45 3 6 6 0,15 396 31,5 56,7
13 45 6 3 3 0,75 606 37,7 35,4
14 45 6 3 6 0,15 582 30,7 9,3
15 45 6 6 3 0,15 496 37,9 52,6
16 45 6 6 6 0,75 1034 30,7 54,1

X; (Sicaklik, °C), X, (Kitosan konsantrasyonu, mg/mlL), X5 (Timol konsantrasyonu, mg/mL), X4
(Tween 80 konsantrasyonu, mg/mL), Xs (TPP konsantrasyonu, mg/mL); DN: Deneme noktalarn
ZP: Zetapotansiyel EE: Enkapsiilasyon etkinligi

Tablo 4.12 incelendiginde gorildigi gibi, yapilan deneme tasariminda belirtilen

degerlerde partikiil boyutu 276-1034 nm, zetapotansiyel 13,2-42,5 mV ve EE %

1-66,4 arasinda bulunmustur.
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4.2.1 Nanoenkapsiilasyon Parametrelerinin Enkapsiilasyon
Etkinligi (%) Uzerine Etkisi
Enkapsiilasyon etkinligi, muhtemelen enkapsiilasyon siirecinin basarili olarak

kabul edilmesi icin en 6nemli kriterdir. EE, ¢ekirdek materyalin duvar icerisinde

ne kadarinin kapsiillendigini veya tutuldugunu gosterir.

Tablo 4.13'te EE sonuclarina ait ANOVA tablosu verilmistir. ANOVA analizinde,
istatistiksel olarak Onemsiz parametreler arasindaki etkilesimler ortadan

kaldirilarak basit bir regresyon modeli elde edilmistir.

Tablo 4.13 Enkapsiilasyon etkinligi (%) sonuclarina gore ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Toplamu g:::ll::;l;m F degeri p degeri
Model 6331,174 904,4535 53,67278 < 0,0001
X1 283,0806 283,0806 16,79879 0,0034
X2 122,6556 122,6556 7,278726 0,0272
X3 4938,576 4938,576 293,0688 < 0,0001
X4 231,8006 231,8006 13,75569 0,0060
XS5 291,5556 291,5556 17,30172 0,0032
X2 X5 158,1306 158,1306 9,383911 0,0155
X3 X4 305,3756 305,3756 18,12184 0,0028
Kalint1 134,81 16,85125

Diizeltme 6465,084

Toplam1

R*=0,9792; Diizeltilmis R*= 0,9609

X (Sicaklik, °C), X, (Kitosan konsantrasyonu, g), Xs; (Timol konsantrasyonu, mg/mL ), X4 (Tween
80 konsantrasyonu, mg/mlL), Xs (TPP konsantrasyonu, mg/mL), p< 0,05 istatistiksel 6nemi
gosterir, ANOVA varyans analizini ifade etmektedir

Tablo 4.13 incelendiginde TKNP eldesinde EE (%) sonugclar icin olusturulan
modelin istatistiksel anlamada onemli (p<0,05) oldugu goriilmektedir. Ayrica
sicaklik derecesi (p<0,05), KS konsantrasyonu (p<0,05), timol konsantrasyonu
(p>0,05), T80 konsantrasyonu (p<0,05) ve TPP konsantrasyonu (p<0,05) da
olusturulan nanopartikiillerin EE (%) {izerine etkisi istatistiksel anlamda
onemlidir. Etkisi incelenen bagimsiz parametrelerin hepsinin, TKNP’lerin EE

(%)’si lizerine istatistiksel anlamda 6nemli etki ettigi goriilmiistiir.
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Bu bagimsiz parametreler icerisinde en oOnemli etkiyi timol konsantrasyonu
(p<0,0001) gostermistir. Bu durum diger parametrelere bagli olarak timol
konsantrasyonun 3 mg/ml’den 6 mg/mL’ye cikartilmas: EE’de biiyiik bir artisa
neden olmustur ve bu artis istatistiksel olarak 6énemli bulunmustur. Bununla
birlikte KS konsantrasyonu (X2) ile TPP konsantrasyonu (X5) arasindaki iliskinin
(X2X5) EEye etkisi ile timol (X3) ve T80 konsantrasyonlar1 (X4) arasindaki

iliskinin (X3X4) EE’ye etkisi de istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Diizeltilmis—R* degerleri, modeldeki istatistiksel olarak oOnemsiz terimlerin
ortadan kaldirilmasindan sonra elde edilen degerlerdir. Olusturulan faktoriyel
dizayn deneme tasariminin, EE sonuclan icin diizeltilmis—R* degeri 0,9609°dur.
Yanitlar icin R* degeri (0,9792) ise 1’e oldukca yakindir, bu da bagimsiz
parametreler ve yanitlar arasinda giiclii bir korelasyon oldugunu gostermektedir.
Yiiksek R* degeri, tahmin edilen ve deneysel degerlerin afinitesini belirten bir

model i¢in basar1 olarak yorumlanabilir [116].
Regresyon denklemi, uygun iki faktorlii etkilesimler ve istatistiksel olarak 6nemsiz
degerlerin cikarilmasiyla olusturulmustur. EE icin regresyon denklemi (4.4)
asagidaki gibi bulunmustur.
Enkapsiilasyon Etkinligi =
7,884375 + 0,420625 * X; + 1,297917 X, + 2,975 * X5 — 11,275 4.4)
X, +45,66667 * X5 — 6,98611 * X,Xs + 1,941667 * X5X,

Sekil 4.8'de, KS ve TPP (X2X5) konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesim

gosterilmektedir.

71



CL

EE(%)
(a) M

EE (%
I"’3 ” © 5

1
Xi(Sicakhk °C)= 25
%

Xs (Timol. mg/mL)=3,00 ®
X, (T80, mg/mL)=3.00 EE (%)
X S

X (Scaklik, °C)=45
EE (%)

X (Timol, mg/mL)=3,00
X (T80, mg/mL)=3,00
2

075

045 600
TPP (mg/mL)

045
5 TPP (mg/mL) R, o
045300 e KS (mg/mL)

015 300 KS (mg/mL)
(d)
(b) EE (%)

i d EE(%)
¥ I o]
; b\

“rs
X, (Steaklik, °C)=25

X (Stcaklik, °C)=45
Xs (Timol. mg/mL)=6.00 s Xs (Timol. mg/mL)=6.00
X (T80, mg/mL)=3.00
4

EE (%) %2 X5 (T80, mg/mL)=3.00

R

0 "
060
045 600 TPP (mg/mL) 04
TPP (mg/mL)

(3 55 "
015 30

15
KS (mg/mL)

Sekil 4.8 EE icin KS (X2) ve TPP (X5) konsantrasyonlari arasindaki iliskiye diger parametrelerin etkisi



€L

| X, (Sicakik. °C) = 25
| Xs (Timol. mg/mL)= 6.00

TPP (mg/mL) “: n\

_,-.—"'/ .—’
S i 1]

EE (%)

X; (Sicaklik. °C) = 25
Xs (Timol. mg/mL)= 3,00
X: (T80, mg/mL)=6.00

2 D
TPP (mg/mL) °“'° b

X; (Sicaklik. °C) = 45
Xs (Timol. mg/mL) = 3.00
Xs (T80, mg/mL)=6,00

o “___,__,-—S-g- %0
T AL
% 1%
KS (mg/mL)
(h)
e e N EE(%)
] \\ I»:m
. |
L |
EE (%) “;ﬂ ‘ {
o X: (Sicaklik. °C) =45
x Xs (Timol. mg/mL) = 6.00
Xs (T80, mg/mL)=6.00 “

“ X; (T80, mg/mL)=6,00
00

TPP (mg/mL) “N 5\"6

. )
030 N\ _,._.-.T_f-""Tso’/?/
015 300 da
KS (mg/mL)

Sekil 4.8 EE icin KS (X2) ve TPP (X5) konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiye diger parametrelerin etkisi (devami)



Sekil 4.9'da goriildiigii gibi, KS konsantrasyonun artirilmasi ile EE azalmaktadir.
TPP konsantrasyonunun artmasi ise EE’'de artisa neden olmustur. Ayrica timol
konsantrasyonunun 3 mg/mL’ den 6 mg/mL ‘ye arttirilmasi ile daha yiiksek EE
elde edilmektedir. Ayni sartlar altinda sicakligin artmasi EE’yi daha da artirmastur.
Timol konsantrasyonu ve sicaklik sabit tutuldugunda, T80 konsantrasyonunun

artirilmasi ise EE’de azalmaya neden olmustur.

T80 konsantrasyonun artmasinin TKNP’lerin santrifiijii sirasinda ¢oken partikiil
miktarinda Dbiiylikk bir azalmaya neden oldugu gozlemlenmistir. EE
spektrofotometrik yontemde TKNP’ler santrifiij edilerek ¢coken partikiiller miktar1
tizerinden hesaplanmaktadir. Diisiik KS konsantrasyonunda (3 mg/mL) kullanilan
yliksek T80 konsantrasyonu (6 mg/mlL), nanopartikiillerin santrifiijii sirasinda

coken partikiil miktarini oldukca azalttig icin EE de diisiik ¢ikmus olabilir.

Cekirdek malzeme miktarinin artmasi EF’yi artirmaktadir. Ancak duvar
malzemesinin tasiyabileceginden daha fazla cekirdek malzeme eklenmesi
durumunda ise EE'nin olumsuz etkilendigi bilinmektedir [13,66]. Bu calismada,
cekirdek konsantrasyonunun duvar materyalinin tasiyabilecegi diizeyde oldugu
goriilmiistiir. TPP konsantrasyonu 0,15 mg/mL oldugunda EFEnin diisiik
olmasinin nedeni bu TPP konsantrasyonunun nanopartikiil olusumu icin capraz
baglamadaki yetersizliginden kaynaklanabilir [111]. TPP, sulu asetik asit (%1’1ik)
ile ¢cozlindiiriilen KS’nin pozitif amino gruplariyla etkilesime giren bes negatif yiik
grubuna sahiptir. TPP konsantrasyonunun 0,75 mg/mL olmasi KS molekiilleriyle
yliksek derecede capraz baglanmaya neden olarak daha kompakt partikiil yapilari
olusturmus olabilir [117].

Sekil 4.9"da Timol ile T80 konsantrasyon (X3X4) parametreleri arasindaki

etkilesim gosterilmektedir.
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Sekil 4.9 incelendiginde goriildiigl gibi, timol konsantrasyonunun artmas: EE’yi
artirirken, T80 konsantrasyonunun artmasi ise EE’yi azaltmaktadir. TPP
konsantrasyonunun 0,15 mg/mL oldugu kosullar altinda KS konsantrasyonunun
arttirilmas1 EE’de 6nemli bir degisiklige neden olmamistir. TPP konsantrasyonu
0,75 mg/mL oldugunda ise KS konsantrasyonunu arttirilmasi EE’yi daha fazla
etkilemistir.  TPP  konsantrasyonu 0,75 mg/mL  oldugunda, KS
konsantrasyonundaki artis boyutun artmasina da neden olmustu. Bu durum
carpaz baglamanin yeterli diizeyde olmamasi ile daha viskoz ve jel yapinin
olusmasina baglanabilir. Béyle bir durum, timoliin kapsiillenmesini de etkilemis
ve EE’de azalmaya neden olmus olabilir. Sekiller (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9) genel
olarak incelendiginde, nanoenkapsiilasyon islemi sirasinda artan sicakligin EE’yi
arttirma egiliminde oldugu goriilmiistiir. Hosseini ve ark. (2013) KNP'ler
icerisinde kekik esansiyel yagini enkapsiile ettigi calismada, homojen bir karisim
elde etmek icin 45 °C'de 2 saat karnistirma islemi uygulanmis ve EE (%)
24,72+4.39 olarak bulunmustur [112]. Bununla birlikte, yapilan literatiir
taramasinda iyonik jelasyon sirasinda uygulanan sicakligin EE {izerine etkisini
inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Bu ¢alismada timol iki asamali
bir siirecle enkapsiile edilmistir. Bu asamalar sirasiyla su icinde yag (y/s)
emiilsifikasyonu ve iyonik jelasyondur. Sicaklik kat1 haldeki timoliin erimesine ve
T80 ile homojen bir sekilde karismasina neden olmus olabilir. Su icinde yag (y/s)
emdiilsifikasyonu siirecinin basarili olmasi1 capraz baglayici ajanla emiilsiyonun
etkilesimini artirmis ve boylece EE’de artisa neden olmus olabilir. Timol
konsantrasyonunun arttirilmasi tiim kosullar altinda EE’de artisa yol acmustir.
Yiiksek KS konsantrasyonu kullanildiginda T80 konsantrasyonun artirilmasi (sabit
timol konsantrasyonunda) EE’de kismi bir artisa neden olmustur. KS
konsantrasyonu diisiik tutuldugunda ise, T80 oraninin arttirilmas: EE’yi azaltma
egilimindedir. Benzer sekilde, KS konsantrasyonu diisiik tutuldugunda TPP
konsantrasyonu arttirilirsa EE'de oOnemli bir artis gozlemlenirken, KS

konsantrasyonu yiiksek tutuldugunda ise EE’de kismi bir artis gozlemlenmistir.
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Ozet olarak, TPP konsantrasyonunun arttirthp, KS ve T80nin diisiik
konsantrasyonda tutulmasi EEyi arttirmaktadir. Baska bir ifadeyle, yiiksek bir
timol konsantrasyonu, diisiik KS ve T80 konsantrasyonlari kullanildiginda, TPP

konsantrasyonunun arttirilmasi EE’nin artmasina 6nemli bir katkida bulunmustur.

4.2.2 Nanoenkapsiilasyon Parametrelerinin Partikiil Boyutu (nm)

Uzerine Etkisi

Bu deneysel tasarimda, ortalama partikiil biiyiikliigiine gore optimizasyonun
gerceklestirilmesi icin veriler faktoriyel modele yiiklenmis ve Tablo 4.14'te

gosterildigi gibi ANOVA ile analiz edilmistir.

Tablo 4.14 Boyut (nm) sonuclarina gore ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Toplami g:::ll:ll:l;m F degeri p degeri
Model 597474,5 74684,31 24,59581  0,0002
X1 14400 14400 4,742358 0,0659
X2 175980,3 175980,3 57,95565 0,0001
X4 86436 86436 28,466 0,0011
X5 144400 144400 47,55531 0,0002
X1 X2 25600 25600 8,430858 0,0229
X2 X4 32761 32761 10,78919 0,0134
X2 X5 81225 81225 26,74986 0,0013
X4 X5 36672,25 36672,25 12,07729 0,0103
Kalint1 21255,25 3036,464

T"(‘)‘;ﬂ;‘:e 618729,8

R?=0,9656; Diizeltilmis R*>=0,9264

X; (Sicaklik, °C), X, (Kitosan konsantrasyonu, mg/mL), X4 (Tween 80 miktari, mg/mL), Xs (TPP
konsantrasyonu, mg/mL), p<0,05 istatistiksel 6nemi gosterir, ANOVA varyans analizini ifade
etmektedir,

Tablo 4.14 incelendiginde, TKNP’lerin eldesinde boyut (nm) sonuglar1 icin

olusturulan modelin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Ayrica KS konsantrasyonunun (p<0,05), T80 konsantrasyonunun (p<0,05) ve
TPP konsantrasyonunun (p<0,05) olusturulan nanopartikiillerin boyutu (nm)
lizerine ayr1 ayr etkisinin de istatistiksel anlamda 6nemli oldugu tespit edilmistir.
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Etkisi incelen bagimsiz parametreler icerisinde nanopartikiillerin boyutu iizerine
en biiyiik etkiyi KS ve TPP konsantrasyonu yapmistir (p<0,0001). Antoniou ve
ark. (2015) vyaptig1 calisma ile KNP'lerin partikiil biyiikligiiniin ve
zetapotansiyelinin, KS'nin molekiiler agirligi, KS ve TPP konsantrasyonu ile
reaksiyonun pH'sina yiiksek oranda bagl oldugunu bildirmistir [118]. Ayrica,
bircok calismada boyutun 6nemi vurgulanmis ve nanopartikiillerin mikrokiirelere
gore avantajlar1 aciklanmistir [65]. Tablo 4.14’teki varyans analizi sonucunda KS,
T80 ve TPP konsantrasyonlarinin TKNP’lerin partikiill boyutu {izerine etkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, sicaklik derecesi (p>0,05) ve timol
konsantrasyonunun etkileri (p>0,05) istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.
Deneme tasariminda 3 ve 6 mg/mL seviyesinde kullanilan timol konsantrasyonu
ile sicakligin 25 °C’ den 45 °C’ ye cikarilmasi nanoenkapsiilasyon isleminde
partikiil boyutu {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden
olmamustir. Sicakligin boyut tizerine etkisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da
diger parametrelerle olan etkilesimleri dikkate alinarak regresyon denklemine
eklenmistir. Sicaklik parametresi icin p degerinin istatistiksel olarak 6nemli sinira
cok yakin olmasi nedeniyle modelin R* degeri {izerinde nispi etkisi olacagi
diisiiniildiigiinden regresyon denklemi bu sekilde diizenlenmistir. Bu kosullar
altinda diizeltilmis R* degeri, bagimsiz parametreler ve yanitlar arasinda giiclii bir
korelasyon gosteren 0,9264 olarak bulunmustur. Bunun yani sira sicaklik derecesi
(X1) ile KS konsantrasyonu (X2) arasindaki etkilesim (X1X2), KS konsantrasyonu
(X2) ile T80 konsantrasyonu (X4) arasindaki etkilesim (X2X4), KS konsantrasyonu
(X2) ile TPP konsantrasyonu (X5) arasindaki etkilesim (X2X5) ve T80
konsantrasyonu (X4) ile TPP konsantrasyonu (X5) arasindaki etkilesim (X4X5)
istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05). Regresyon denklemi, partikiil
biliyiikliigli icin uygun iki faktorlii etkilesimler ve istatistiksel olarak Onemsiz

degerlerin cikarilmasiyla olusturulmustur.

Partikiil biiytikliigii icin regresyon denklemi (4.5) asagidaki gibi bulunmustur.
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Boyut
= 1085,313 -9 xX; — 185,167 * X, — 89,375 %
X, — 874,583 x X5 + 2,666667 * XX, + 20,11111
* XX, +158,3333 « X,Xs + 106,3889 * X, X5

(4.5)

Sekil 4.10'da T80 ve TPP parametrelerine bagli olarak ANOVA analizinde
istatistiksel olarak anlamli bulunan sicaklik derecesi ve KS konsantrasyonu

arasindaki etkilesim (X1X2) gosterilmektedir.

80



18

1034
(a) e

s60 } Boyut (nm)

300

a0

525 KS (mg/mL)

®) "I°tf..,‘1'"’ KS (mg/mL)
276
200 ( '
4501
{ Xs ( Timol. mg/mL)=6.00
2 X+ (T80. mg/mL)=3.00
o Xs (TPP, mg/mL)=0.15
4500
%0 /S Z 200
Boyut (nm) k y 555
oo M % Sicakiik (°C)
% il i 300 2500

KS (mg/mL)

| Xs ( Timol. mg/mL)=3.00
X4 (T80, mg/mL)=3.00
Xs (TPP. mg/mL)=0,15

Boyut (nm)

X5 ( Timol. mg/mL)=3,00
X; (T80, mg/mL)=6.,00
Xs (TPP. mg/mL)=0.15

40

()

—_— - viad
0 r[ RIS l?"«
sars
W
855 | i
_ | Xs( Timol. mg/mL)=6.00
w028 X (T80, mg/mL)=6.00
R X (TPP. mg/mL)=0,15
600 4500
"
KS (mg/mL) Sicaklik (°C)

Sekil 4.10 Boyut icin, sicaklik derecesi (X1) ve KS (X2) konsantrasyonu arasindaki iliskiye diger parametrelerin etkisi



¢8

BOYU ()
Aok o Imu
2 = I?’O 620 276

00 . 5025
ks . Boyut (nm)

~ 508
@0 Xz (Timol. mg/mL)=6.00 o X5 (Timol. mg/mL)=3,00
- SN Xs (T80, mg/mL)=6,00

= : : s X5 (TPP. mg/mL)=0.75

6% > ;

X5 (T80, mg/mL)=3,00
30 Xs (TPP, mg/mL)=0.75
800
525 - a0

4500
525
Sicakhk (°C) :

KS (mg/mL)

(®

KS (mg/mL)
Boyut (nen)

Iwu (h)
1020 : 20

Sicaklik (°C)

Boywt (nem)
1034
Im

Bowvut (nm) o
Xs (Timol, mg/mL)=3.00
| X (T80, mg/mL)=6.00
e Xs (TPP. mg/mL)=0.75
600 .

4500
528

X (Timol. mg/mL)=6,00
X: (T80, mg/mL)=3,00
Xs (TPP. mg/mL)=0.75

$00
5%
KS (mg/mL) PIEREEDS)

KS (mg/mL) Sicaklik (°C)

Sekil 4 10 Boyut icin, sicaklik derecesi (X1) ve KS (X2) konsantrasyonu arasindaki iligskiye diger parametrelerin etkisi(devami)



T80 ve TPP konsantrasyonu sabit tutuldugunda ve KS konsantrasyonu 3 mg/mL
oldugunda sicakligin artmas partikiil boyutunda kismi bir azalisa neden olurken,
KS konsantrasyonun 6 mg/mlL’ye cikarilmasi ile sicakliktaki artis partikiil
boyutunda artisa neden olmaktadir. Bununla birlikte, sicaklik derecesinin
degismesiyle partikiil boyutunda meydana gelen bu artis ya da azals, istatistiksel
olarak oOnemsiz bulunmustur (p>0,05). Sekil 4.10 incelendiginde T80
konsantrasyonunun arttirilmasinin, sabit TPP konsantrasyonlarinda (0,75 veya
0,15 mg/mL) partikiil boyutunu arttirdigir gorilmiistiir. Chuacharoen ve ark.
(2019) orta zincirli trigliserit (MCT), T80 ve lesitin karisimin1 kurkumin yiikli
nanoemdiilsiyon olusumunda kullanmistir. Yaptig1 calismanin sonuglarina gore,
hazirlanan nanoemiilsiyon karisiminda T80 konsantrasyonunun artmasi ortalama
partikiil bliyiikliiglinde artisa neden olmustur [119]. Bu artisin sebebi, amfifilik
molekiil olarak gorev yapan T80’in partikiil yiizeyinde birikmesi olabilir. Bu
nanopartikiillerde zetapotansiyel degerlerinin sifira yakin oldugu bildirilmistir. Bir
bagka ifadeyle, asir1 miktardaki noniyonik yiizey aktif madde partikiillerin
ylizeyini etkilemis ve bu durum partikiillerin kiimelesmesine neden olmus olabilir.
T80 konsantrasyonun yiiksek seviyelere ¢cikmasi durumunda partikiil boyutunda
artma olmasinin nedenlerinden biri, hidrofilik gruplarinin (bas kismi) sayisinin
artmasi ile daha biiyiik emiilsiyon damlaciklarinin olusmasi olabilir. Nanopartikiil
boyutunun artmasinin bir baska nedeni ise, yiliksek emiilsifiyer
konsantrasyonunun dis fazin viskozitesinde artisa ve bunun da kiimelenmis
damlaciklarin olusmasina yol acmasi olarak diistiniilebilir. Bu ytiksek viskozite,
emiilsiyondaki kesme kuvvetlerine karsi dirence, daha az verimli karistirmaya ve

boylece nanopartikiillerin boyutu iizerinde olumsuz bir etki yol acabilir [120].

Ostwald olgunlasmasi, nanoemiilsiyonlarin destabilizasyonuna neden olan temel
mekanizmalardan biridir [121]. Bu mekanizma ¢ok sayida kii¢iik partikiiliin
¢oziinmesi ve biiyiik partikiillerin ¢6ziinen partikiillden monomer adi verilen birim
yapilarin meydana gelmesiyle olusur [122]. Karistirma sirasinda Ostwald
olgunlasmas1 meydana gelirse, daha biiyiik partikiillerin olusabilir. Bu nedenle
T80 oram1 3 veya 6 mg/ml'ye sabitlendiginde, artan TPP veya KS

konsantrasyonlari partikiil boyutunu artirma egilimi gostermistir.
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Benzer sekilde T80 gibi, asir1 miktarda capraz baglayici ajan kullanilmasi (TPP)
da partikiillerin kiimelesmesine yol acarak daha biiyiik partikiil boyutu

olusturmaktadir [65].

Sekil 4.11’de T80 ile KS konsantrasyonlari arasindaki etkilesim (X2X4)

gosterilmektedir ve bu etkilesim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.11 incelendiginde es zamanh sicaklik, KS ve T80 konsantrasyonlarinin
(TPP sabitken) artist partikiil boyutunda kismi bir artisa neden olmustur. Benzer
sekilde, KS ve T80 konsantrasyonlarina bagl olarak TPP'deki artigs partikiil
boyutunda artisa neden olmustur. T80 konsantrasyonunun artirilmasi, TPP (0,15
mg/mL) ve KS (3 mg/mL) konsantrasyonlarinin diisiik oldugu seviyelerde boyut
lizerine fazla bir etki gostermezken, bunun disindaki TPP ve KS
konsantrasyonlarinda T80’nin artirilmasi boyutta artisa neden olmustur. Bununla
birlikte, diisiik konsantrasyonlarda KS ve T80 ile yiiksek konsantrasyonlarda TPP
(timol sabitken) kullanilmasi, daha diisiik partikiil boyutunun olusmasina neden

olmustur.

Sekil 4.12’de istatistiksel olarak anlamli bulunan TPP ve KS konsantrasyonlari

arasindaki etkilesim (X2X5) gosterilmektedir.
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Sekil 4.12 incelendiginde KS ve TPP konsantrasyonlarindaki artisa bagh olarak
sicaklik artis1 (T80 sabitken) partikiil boyutunda kismi bir artisa neden olmustur.
Benzer sekilde, KS ve TPP konsantrasyonlarina (sicaklik sabitken) bagl olarak T80
konsantrasyonunun arttirilmasi da partikiil boyutunda artis saglamistir. KNP’lerin
tiretildigi bir calismada sicakliktaki artisin (35°C ’den-65°C ’e) KS molekiillerinin
hidrate suyunu azaltti§1 ve KS zinciri esnekliginde bir artisa neden oldugu
gozlemlenmistir. Bu durumda KS molekiillerinin birbirine daha biiyiik bir kuvvetle
yaklasarak kompakt capraz baghh nanopartikiillerin olusmasina neden oldugu

bildirilmistir [119].

Bu calismada, 6 mg/mL KS konsantrasyonunda, sicakliktaki artis partikiil
boyutunu biraz arttirsa da bu artis istatistiksel olarak 6nemli degildir. Sicaklik, KS
ve TPP konsantrasyonunun birlikte artmasi boyutta daha yiiksek bir artisa neden

olmustur.

Sekil 4.13te T80 ile TPP konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesim (X4X5)

gosterilmektedir; bu etkilesim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.13 incelendiginde, TPP konsantrasyonundaki artisa bagli olarak KS
konsantrasyonunun (sicaklik sabit tutuldugunda) artmasi partikiil boyutunu daha
da artirmistir. Rathi ve ark. (2017), yikseltilen KS konsantrasyonunun daha
bliyitk KNP'lerin olusumuna yol actigini bildirmistir [109]. Genel olarak, KS
konsantrasyonunu azaltarak partikill boyutunu azaltmak miimkiindiir. KS
konsantrasyonu arttikca, KS cozeltisinin viskozitesinde artig olur. Yiiksek
viskozite, karistiricinin kesme kapasitesini de sinirlar ve bu durum partikiil
boyutunu etkiler. KS ve TPPnin konsantrasyonlardaki artis ile partikiil boyutunun
arttig1 gozlemlenmistir. Benzer sekilde, Gan ve ark. (2005) ile Nallamuthu ve ark.
(2015)'min yaptiklar1 calismada KNP eldesinde KS/TPP kiitle oraninin
arttirdiklarinda hem ortalama boyutta hem de =zetapotansiyende bir artis

oldugunu bildirmislerdir [69,123].

KS konsantrasyonu 3 veya 6 mg/ml’ye sabitlendiginde TPP ve T80 miktarindaki
artis, sicakliga bagl olarak partikiil boyutunda kismi bir artisa neden olmustur.
Ote yandan, KS konsantrasyonu 6 mg/mL oldugunda T80 konsantrasyonundaki
artig partikiil boyutunu arttirmistir. KS konsantrasyonu 3 mg/mL oldugunda ise
T80 konsantrasyonu artirilirsa (timol sabitken) boyut azalma egilimi
gostermektedir. KS ve T80 konsantrasyonu diisik tutuldugunda, TPP
konsantrasyonundaki artis partikiil boyutunu azaltmistir. Liu ve Gaoa (2008)
yaptiklar1 calismada, sabit bir KS konsantrasyonunda (1-5 mg/mlL), TPP
konsantrasyonun (0,25-2,0 mg/mL) artirilmasinin daha kiiciik partikiil boyutuna
yol actigini ifade etmislerdir. Ayrica KS'nin TPP'ye orani sabitlendiginde, partikiil
boyutunun reaktan konsantrasyonu ile birlikte artti§1 sonucuna ulagmislardir
[124]. KS konsantrasyonun yiiksek olmasi (6 mg/mL) durumunda, TPP ve T80

konsantrasyonlarindaki artis ile ortalama partikiil boyutu da artmustir.

Ozet olarak, nanoenkapsiilasyon isleminde partikiil boyutunu diisiik tutmak icin
KS konsantrasyonu disiik tutulmali ve KS ile capraz baglanma derecesini
karsilamak icin yeterli konsantrasyonda TPP kulanilmalidir. Az veya ¢ok miktarda

kullanilan TPP konsantrasyonlar1 partikiil boyutunda artisa neden olmaktadir.
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Ayrica kullanilan yilizey aktif madde konsantrasyonu, emiilsiyon olusumunu ve
yapisini, yiizey yiikiini etkileyebildigi gibi capraz baglayici ajanin etkinligini de
kisitlayabilmektedir.

4.2.3 Nanoenkapsiilasyon Parametrelerinin Zetapotansiyel (mV)

Uzerine Etkisi

Nanopartikiillerin yiizey yiikiiniin gostergesi olan zetapotansiyel, onlarin
fizikokimyasal ve biyolojik stabilitesi hakkinda bilgi verir [101]. Genel olarak
zetapotansiyel degerleri =30 mV disinda kalan partikiiller stabil kolloidler olarak
kabul edilir. Bu nedenle van der Waals kuvvetleri, Browian hareketi veya partikiil-
partikiil etkilesimleri gibi agregasyona ve stabil yapiy1 bozan kuvvetlere karsi daha
az duyarhdirlar [86,103]. Bu acidan zetapotansiyel, TKNP’lerin elektrostatik itme
yoluyla stabilitesini etkileyen 6nemli bir parametredir [117,125]. Tablo 4.15’te
zetapotansiyel (mV) sonuglarina goére ANOVA tablosu verilmistir. ANOVA
analizinde istatistiksel olarak 6nemsiz parametreler cikarilarak basit bir regresyon

modeli elde edilmistir.

Tablo 4. 15 Zetapotansiyel (mV) sonuclarina gére ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Toplami1 g:::ll:;l;m F degeri p degeri
Model 986,815 328,9383 17,54299 0,0001
X2 194,6025 194,6025 10,37857 0,0073
X3 118,81 118,81 6,336393 0,0270
X4 673,4025 673,4025 35,914 < 0,0001
Kalint1 225,005 18,75042

Diizeltme

Toplam1 1211,82

R’= 0,8143; Diizeltilmis R*>= 0,7679

X, (Kitosan konsantrasyonu, mg/ml), Xs; (Timol konsantrasyonu, mg/mL), X, (Tween 80
konsantrasyonu, mg/mL), p<0,05 istatistiksel énemi gosterir, ANOVA varyans analizini ifade
etmektedir.

Tablo 4.15’e gore; KS, timol ve T80 konsantrasyonlar: zetapotansiyeli istatistiksel
anlamda 6nemli (p<0,05) olciide etkilemis, diger parametreler istatistiksel olarak

onemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Ayrica ikili etkilesimler icerisinde de istatistiksel anlamda bir iligki
gozlenmemistir. Bu yiizden grafikler 3 boyutlu degil, dis hatlar plotu (contour)
seklinde verilmistir. Yamtlar icin Diizeltilmis R®> degeri 0,7679 olarak

bulunmustur.

Regresyon denklemi istatistiksel olarak oOnemsiz parametrelerin modelden
cikarilmasindan sonra uygun tek faktorlii etkilesim uygulanarak olusturulmustur.

Zetapotansiyel icin regresyon denklemi (4.6) asagida gosterilmistir.

Zeta Potansiyel
= 32,175+ 2,325 X, + 1,816667 x X3 (4.6)
—4,325 * X,

Sekil 4.14ten nanonekapsiilasyon prosesinde zetapotansiyeli (mV) etkileyen

parametrelerin etkilesimleri dis hatlar plotu seklinde gosterilmistir.
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Sekil 4.14 Ada KS ve timol konsantrasyonlari arasindaki etkilesim
gosterilmektedir. KS ve timol konsantrasyonunun artmasi zetapotansiyeli (mV)
arttirmigtir. Ayni kosullar altinda T80 konsantrasyonunun 3'ten 6 mg/mL'ye
cikarilmasi zetapotansiyelin azalmasina neden olmustur. Asasutjarit ve ark.
(2013) tarafindan iyonotropik jelasyon yontemiyle diklofenak sodyum (DC) yiiklii
KNP’lerin iiretildigi calismada, T80 konsantrasyonundaki artis partikiil boyutunda
artisa yol acarken, zetapotansiyelde azalmaya sebep olmustur. Zetapotansiyeldeki
azalma, T80 molekiillerinin partikiil yiizeyinde birikmesi ve DC yiiklii KNP’lerin
ylizey yiikiini korumas: ile iligkilendirilmis ve bu varsayim DC yiiklii KNP'nin

sedimantasyon hizi ile dogrulanmistir [126].

T80 konsantrasyonu 3 ve 6 mg/mL iken timol konsantrasyonunun artmasi ile
zetapotansiyel de artis meydana getirmistir. Ancak T80 konsantrasyonunu ytiksek
oldugu (6 mg/ml) durumda timol konsantrasyonunun artmasiyla elde edilen
zetapotansiyel degeri daha diisiiktiir. Benzer sekilde T80 konsantrasyonu 3 ve 6
mg/mL seviyelerinde iken KS konsantrasyonunun artmasi zetapotansiyelde artisa
neden olmustur. Diger taraftan, diisiik T80 konsantrasyonunda (3 mg/mL) KS

konsantrasyonun artmasi zetapotansiyelde daha biiyiik artisa neden olmustur.

Sekil 4.14 B’'de KS ve T80 parametrelerinin etkilesimleri gosterilmektedir. KS
konsatrasyonundaki artis zetapotansiyeli artirirken, T80 konsatrasyonundaki artis
zetapotansiyelde azalmaya neden olmustur. Ayni kosullar altinda timol
konsantrasyonunun 3 mg/mlL’den 6 mg/mL’ye ¢ikarilmasi zetapotansiyelde kismi
bir artisa neden olmustur. Timol konsantrasyonu 3 veya 6 mg/mL iken, T80
konsantrasyonunun artmasi zetapotansiyel degerinin azalmasina yol acmustir.
Timol konsantrasyonu 6 mg/mlL iken, T80 konsantrasyonundaki artis
zetapotansiyeli azaltsa da timol konsantrasyonunun artmasindan dolayi daha
yliksek degerler elde edilmistir. Bu durum, negatif yiikli timoliin
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte EE'nin artmasi, yani KS icerisinde daha
fazla etken maddenin hapsolmasiyla aciklanabilir. Boylelikle pozitif yiizey yiikiine

sahip olan KS zetapotansiyel artisina neden olmus olabilir.
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Sekil 4.14 Cde timol ve T80 parametrelerinin etkilesimleri gosterilmektedir.
Sekilde goriildiigi gibi, T80 konsantrasyonundaki artis zetapotansiyeli azaltmistir.
Ayni kosullar altinda KS konsantrasyonunun 3 mg/ml’den 6 mg/mL’ye
ylikseltilmesi zetapotansiyelde kismi bir artisa neden olmustur. Timol ve KS
konsantrasyonlarinin birlikte artmasi ile daha yiiksek zetapotansiyel degerleri elde
edilmistir. Keawchaoon ve ark. (2011) tarafindan yapilan calismada,
zetapotansiyel degeri ile KS/karvakrol orani arasinda yiiksek korelasyon
bulunmustur [13]. Cansuoglu ve Torniik (2016) tarafindan yapilan calismada da
esansiyel yag yiikli KNPler icin benzer sonuclar bulunmustur [93]. KS,
polikatyonik bir bilesiktir ve yapisindaki amino gruplarinin varligi nedeniyle
pozitif yiikliidiir. Bu nedenle artan KS konsantrasyonu daha yiiksek zetapotansiyel
saglar [28]. Timol yiiklemesinin ylizey pozitif yiikiinii azaltmasi beklenmesine
ragmen timol yiikklenmesi EFEnin artmasina neden olmustur. Boylece
kapsiillenmeyen timol konsantrayonunun azalmasindan dolay:1 yilizey yikiinde
azalma meydana gelmemistir. T80 konsantrasyonunun artmasi nanopartikillerin
sudaki dagilma stabilitesini azalttigi sonucuna ulasilmistir. Zetapotansiyel
degerinde meydana gelen bu azalma bir dereceye kadar partikiil yiizeylerindeki

enkapsiile olmayan timoliin bir sonucu olabilir.

4.3 Parametrelerin Optimizasyonu ve Tasarimin

Dogrulanmasi

Desirability (istenirlik), sistemin verdigi tiim cevaplari tek bir fonksiyon altinda
toplar. Bu fonksiyon istenen cevaplara gore optimize edilir. Boylelikle cesitli
avantajlar elde edilir. Bunlar farkli skalalara sahip yanitlarin incelenmesini ve tiim
yanitlarin tek bir fonksiyona doniistiiriilebilmesini saglar. Ayrica Kkalitatif-
kantitatif yanitlarin etkin bir sekilde kullanilabilmesine de olanak verir. Istenirlik
fonksiyonu i¢in tiim yanitlar O ile 1 arasinda degisen tek bir yanit indeksidir. Her
bir yanit ayri ayr1 hesaplanir ve elde edilen tiim fonksiyonlarin geometrik
ortalamalar1 alinarak tek bir istenirlik fonksiyonuna ulasilir. Bu fonksiyonun
kullanimu ile sonucun 1’e yaklagsmasi, belirlenen kriterlerin saglanmis oldugunu ve

modelin giivenilirligini gostermektedir [127].
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Tablo 4.16 TKNP’lerin optimize edilmis formiilasyonlar1

Boyut | ZP EE
(nm) | (mV) | (%)

1 44,17 3 5,99 3 0,75 | 338,2 | 37,0 | 67,8 | 0,91

Sira S K T T8O | TPP

2 44,36 3 6 3 0,74 | 338,8 | 37,1 | 67,7 | 0,91
3 39,11 3 6 3 0,75 | 343,6 | 37,1 | 65,6 | 0,9
4 36,44 | 3,05 6 3 0,75 | 351,1 | 37,2 | 64,3 0,8
5 45 3,38 6 3 0,62 | 383,2 | 37,9 | 63,8 | 0,88

S (sicaklik, °C), K (kitosan konsantrasyonu, g), T (timol miktari, mg/mL ), T80 (tween 80
miktari, mg/mL), TPP (TPP konsantrasyonu, mg/mlL), D (Desirability, 0-1)

Nanopartikiillerin optimize edilmis formilasyonu, Design-Expert yazilimi ile
sayisal nokta tahmin yontemi uygulanarak minimum partikiil boyutu, sifirdan en
uzak zetapotansiyel degeri ve maksimum EE'ye ulasma kriterleri temelinde
secilmistir. Tablo 4.16’da sayisal nokta tahmin yontemi ile optimize edilmis TKNP
formiilasyonlar1 verilmistir. Sonuclar goz oniine alindiginda, minimum partikiil
boyutu, sifirdan en uzak zetapotansiyel ve maksimum EE’yi veren optimum
kosullar su sekilde hesaplanmistir: KS konsantrasyonu 3 mg/mL; timol
konsantrasyonu 5,99 mg/mL, T80 konsantrasyonu 3 mg/mL, TPP konsantrasyonu
0,75 mg/ml, sicaklik 44,17 °C. Optimizasyon siireclerinde dogruluk kriteri olan
istenirlik 0,907 olarak bulunmustur. Bu deger 1'e oldukca yakindir. Bu da iyi arzu
edilebilirlik oranin1 gostermektedir. Tablo 4.16'da optimizasyon sonucu elde
edilen TKNP’lerin istenirlik degerleri verilmistir. Optimize edilmis formiilasyonda
partikiil boyutunun 338,2 nm, zetapotansiyelin 37 mV ve EE'nin % 67,8 olmasi
ongoriilmektedir (Tablo 4.16).

Iyonik jelasyon yontemi kullanilarak optimize edilen formiilasyonun
dogrulanmasi ve farkli biyoaktif bilesenlerle yiiklii KNP’lerin bazi fizikokimyasal

ozellikleri ile kiyaslanmasi Tablo 4.17’de verilmistir.
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Tablo 4.17 iyonik jelasyon yontemi kullanilarak optimize edilen
formiilasyonun dogrulanmasi ve farkli biyoaktif bilesenlerle yiiklii kitosan
nanopartikiillerin bazi fizikokimyasal 6zellikleri ile kiyaslanmasi

Parametre Degerler

Boyut (nm) 317,4 £39,7 532-717 723-760 210-255
Zetapotansiyel 35,5 +1,3 25-29 16-33 27-34
(mV)

EE (%) 64,1 =3,16 14-31 2-20 48-59
Referans Bu calisma [13] [66] [69]

Onerilen modeli dogrulamak icin, optimize edilmis formiilasyon kullanilarak iic
deney gerceklestirilmis ve deneme sonuclarinda ortalama partikiil boyutu
317,4+39,7 nm, zetapotansiyel 35,5+1,3 mV ve EE % 64,1+3,1 olarak
bulunmustur. Deney degerlerinin (Tablo 4.17), Tablo 4.16’da verilmis tahmin
edilen degerlerle 6nemli 6lciide uyumlu oldugu bulunmustur. Tablo 4.17°de
goriildiigii gibi, timol gibi biyoaktif bilesenlerle yapilan bazi calismalarda EE ve

zetapotansiyel degerleri bu calismada elde edilen degerlerden daha diisiikttir.

Bazi ucucu yaglar fenolik bir bilesik olarak timol icerir. Timol iceren cesitli bitki
ucucu yaglarinin nanoenkapsiilayonu amaciyla iyonik jelasyon yontemi ile cesitli
calismalar yapilmistir. Bunlardan Satureja hortensis L. (% 35-40) [93], Carum
copticum (% 7-27) [111], Thymus vulgaris (30,67 =+ 1,62) [21], Zataria
multiflora (% 3-45) [20] ve Oregano (% 5 - 25) [112] ugucu yaginin EE degerleri

bu calismadaki bulgularindan daha diistiktiir.

4.4 Optimum Kosullarda Uretilen TKNP’lerin

Karakterizasyonu

Nanopartikiiller farkli enkapsiilasyon teknikleri kullanilarak sentezlenmektedir.
Boylelikle elde edilen nanopartikiillerin gida maddelerine dahil edilmesi ile
gidalarin daha “islevsel” hale gelmesi istenmektedir. Nanopartikiillerin herhangi
bir gidaya dahil edilmesinden 6nce, nanoboyutta iiriiniin davranisini karakterize
etmek gerekir. Bu kissmda TKNP’lerin karakterizasyonu icin cesitli teknikler ile

arastirmalar yapilmstir.
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Bir onceki boliimde parametrelerin optimize edilmesi ile en diisiik boyutta (nm),
sifirdan en uzak zetapotansiyel (mV) degerinde ve en yiiksek EE’ye (%) sahip
TKNP’ler elde edilmistir.

4.4.1. Partikiil Boyutu ve Zetapotansiyel

Tablo 4.18de timol yiikli olan ve olmayan (kontrol 6rnegi) KNP’lerin ortalama

boyut (nm), PDI (polidispersite) ve zetapotansiyel (mV) sonuglari verilmistir.

Tablo 4.18 KNP ve TKNP’nin boyut (nm), polidispersite indeksi (PDI),
zetapotansiyel (mV) degerleri

Boyut zp
NP PDI
(nm) (mV)
KNP 264+36,1° 0,45+0,03° 32,7+0,7?
TKNP 317,4+ 39,7° 0,46+ 0,1° 35,5+ 1,3%

KNP: Kitosan nanopartikiili; TKNP: Timol yiiklii kitosan nanopartikiilii; ZP: Zetapotansiyel;
a-b: Aymi siitundaki birbirinden farkli kiiciik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (p<0,05) oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.18 incelendiginde KNPlere timoliin kapsiillenmesiyle boyut,
zetapotansiyel ve PDI degerleri artmaktadir. Timol icermeyen KNP'ler, 3,0
mg/mL'lik bir KS ve 0,75 mg/mL TPP ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. KS/TPP
kiitle orani 4/1 ve reaksiyonun pH's1 4,6’dir. Bu kosullar altinda, SEM ile 6l¢iilen
capa (150-250) benzer hidrodinamik capa (boyut = 264+36,1) sahip NP'ler elde
edilmistir. Polidispersite indeksi (PDI) degeri 0,45%+0,03 ve zetapotansiyel
32,7+0,7 mV olarak bulunmustur (Tablo 4.18). Koukaras ve ark. (2012) yaptigi
calismada, 2,0 mg/mL KS c¢ozeltisinde K/TPP kiitle oraninda 6/1 olacak sekilde
olusturduklar1 KNP'lerin boyutunu 500 nm bulmustur [128]. Timol eklenmesiyle
birlikte boyut(nm), zetapotansiyel(mV) ve PDI degerleri artis gostermistir. Ancak
bu artislar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Keawchaoon ve
Yoksan (2011) yaptiklar1 calismada, KNP'ler icerisine timoliin bir izomeri olan
karvakrolii enkapsiile etmislerdir. Bu calismayla karsilastirildiginda, daha yiiksek
bir boyut (520 nm) ve zetapotansiyeline (42 mV) sahip nanopartikiiller elde
edilmistir. Bu fark, kullanilan KS’nin konsantrasyon ve molekiiler agirligi

farklihigindan kaynaklanmis olabilir.
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Bununla birlikte, karvakrol ilave edilmesiyle KNP’ye gore sifira daha yakin
zetapotansiyel degeri elde edildigi bildirilmistir. Timoliin zetapotansiyel
tizerindeki etkisi ise karvakrol icin gozlemlenen etkinin tersi olmustur [13]. Ancak
Medina ve ark. (2019) TKNP’leri yenilebilir film eldesinde kullandig1 calismada,
timol miktarinin artmasiyla zetapotansiyel degerinin pozitif olarak arttig
sonucunu bulmuglardir [8]. Medina ve ark. (2019) yaptig1 calismada elde ettikleri

sonuclar bu arastirmada elde edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.

Zetapotansiyel, bir parcacigin belirli bir ortamda elde ettigi toplam yiikiin
olciisiidiir ve bir kolloidal sistemin potansiyel stabilitesinin bir gostergesidir [129].
Ayni zamanda kolloidal bir ¢ozeltinin elektrostatik etkilesimini ve hareketliligini
de aciklar. Elektrostatik itme etkilesimi, ¢ozeltinin kararliligini 6l¢cmek ve kontrol
etmek icin kullanilir. Boylelikle dispersiyon, agregasyon veya flokiilasyonun
nedenleri aciklanabilir ve elektrostatik itme etkilesimi kolloidal c¢ozeltinin
kosullarini iyilestirmek icin kullanilabilir. Van der Waals kuvvetlerinde molekiil
arasindaki mesafe kisaldiginda elektrik yiikiine hitkmetmektedir ve agregasyona

neden olmaktadir [37].

Bu calismada, liyofilize TKNP ve KNP’lerin farkli pH degerlerindeki stabilitesi
hakkinda fikir sahibi olabilmek amaciyla pH 3 ve 9 arasinda zetapotansiyel
degerleri belirlenmistir. Sekil 4.15’de KNP ve TKNP’lerin asidik (pH 3) ile alkalin
(pH 9) arasindaki titrasyon grafigi gosterilmektedir. Siispansiyona NaOH
ilavesiyle pH arttildiginda KNP ile TKNP’lerin zetapotansiyeli sirasiyla 40 mV
’dan~ -10 mV’a, 30 mV'dan ~ -25mV'a kadar diismiisttir.

102



—e—Kitosan nanopartikiili —@—Timol yiiklii kitosan nanopartikiili

29,9+4,9
27,610,7

16,9+1,3

11,8+0,7
0,8510,5

-0,150,3

Zeta Potansiyeli (mV)

-24,7+0,9
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.15 KNP ve TKNP’lerin titrasyon grafigi

Titrasyonda pozitif yiikiin negatif yiikler tarafindan tamamen nétrlestirildigi bir
noktaya ulasilmistir. Bu nokta, parcacigin net yiikiiniin sifir oldugu ve pratik
acidan cok onemli oldugu pH olarak tanimlanan izoelektrik nokta (PI) olarak
bilinmektedir [69,106]. TKNP’nin PI'sinin pH 5, KNP’nin ise PI'sinin pH 7 oldugu
ve bu pH degerlerinde net yiikiin sifir oldugu dolayisiyla bu noktada en az stabilite
gosterdigi tespit edilmistir. Bu da nanopartikiiliin gida sistemlerinde kullanilacagi
pH aralign hakkinda bilgi vermektedir. Nallamuthu ve ark. (2015) yaptigi
calismada, KNP’lerin izoelektirik noktaya pH 7,66’da ulastigini bulmuslardir. Bu
noktada, bu nanopartikiillerin en az stabilite gosterdigini bildirmislerdir.
Zetapotansiyelde meydana gelen degisiklik, alkali ilavesiyle partikiillerin negatif
ylkler kazanma egiliminde olmalarindan kaynaklanabilir [69]. Nanopartikiillerin
bulundugu ortam pH’sinin degismesiyle zetapotansiyel degerleri de

degismektedir.
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4.4.2. Enkapsiilasyon Etkinligi, Sisme indeksi ve Partikiil Verimi

TKNP’lerin kapsiilleme verimliligi (EE), Sisme indeksi (SI) ve partikiil verimi
(YP) Tablo 4.19’da verilmistir.

Tablo 4.19 TKNP’lerin kapsiilleme verimliligi (EE), Sisme indeksi (SI) ve
partikiil verimi (YP)

- GC-EE UV-EE SI YP
(%) (%) (%) (%)
TKNP 62,53+0,3 64,1+3,16 6,7+ 0,3° 30,8+2,76
KNP - - 2.81 = 0,03" -

TKNP: Timol yiikli kitosan nanopartikiilii; KNP: Kitosan nanopartikiilii; GC-EE; Gaz
kromotografisi kullanilarak hesaplanan Enkapsiilasyon Etkinligi; UV-EE: UV-spektorofotometre
kullanilarak hesaplanan Enkapsiilasyon Etkinligi; SI: Sisme Indeksi; YP: Partikiil verimi; a-b:
Aymi stitundaki birbirinden farkli kiiciik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak énemli bir
fark (P<0,05) oldugunu gostermektedir.

Iyonik jelasyon siireci ve capraz baglama yogunlugu hakkinda daha fazla bilgi
edinmek icin ve kapsiilleme isleminin iyonik jelasyon siireci tizerindeki etkisini
degerlendirmek icin sisme indeksi (SI) incelenmistir. NP'lerin sismesi, esas olarak
nanopartikiillerin olusumu sirasinda KS zincirleri ve TPP arasindaki iyonik
etkilesimlerden etkilenir. Capraz baglanma yogunlugundaki artisin sismede bir
azalisa neden oldugu, yani SI ve capraz baglamanin ters orantili oldugu
bildirilmektedir [130]. Tablo 4.19 incelendiginde, KNP icin bu deger 2,81+0,03
olarak olciiliirken, TKNP'nin ise daha yiiksek SI degerine sahip oldugu goriilmiis
ve bu artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Bu durum, timol
yiiklenmesiyle capraz baglama yogunlugunda azalma oldugunu ifade etmektedir.
Shetta ve ark. (2019) tarafindan KNP’ler icerisine nane ve yesil cay esansiyel
yaglarini enkapsiile ettigi calismada da benzer bulgular elde edilmistir [17], ancak
bizim calismamizda daha diisiik SI degerleri bulunmustur. Bu durumda, daha
etkin bir capraz baglanma oldugu soylenebilir. Bu ¢alismada optimize kosullarda

elde edilen nanopartikiiliin verimi (%30,8+2,76) Tablo 4.19’da verilmistir.

104



Elde edilen sonuclar, Das ve ark. (2019) (%30,89) [131] ile Hasheminejad ve ark.
(2019) (% 28,18) [67] tarafindan rapor edilen bulgularla benzerlik gosterirken,
Rahaiee ve ark. (2015) [101]’'nin elde ettigi partikiil veriminden (%48,33) daha
distiktiir. Nanopartikiil verimindeki bu farkliliklar biiyiik 6l¢tide KS'nin molekiil
agirligi, konsantrasyonu, kapsiillenecek malzemenin tiirii ve KNP hazirlanmasinda

kullanilan ¢apraz baglayici ajanin miktar: gibi faktorlerden etkilenmektedir [131].

TKNP’nin EFE’sini dogrulamak icin GC-MS yontemiyle de olc¢iimler yapilmistir. UV
spektrofotometre kullanilarak EE hesaplanirken, duvar materyali parcalanmis ve
kapsiillenen timol aciga cikarilarak spektrofotometre vasitasiyla absorbansi
Olctilmiistiir. GC-MS kullanilarak EE hesaplanirken farkl bir yaklasim izlenmistir.
Nanopartikiiller santrfiijj edilmis ve yikanmis kapsiillenmeyen timol yikama
suyuna gecmistir. GC-MS ile kapsiillenmeyen timol miktar1 belirlenerek toplam
timol miktarindan c¢ikartilmis ve partikiliin kapsiilledigi timol miktar1 tespit
edilmistir. Cui ve ark. (2018) tarafindan karanfil yaginin KNP’leri icerisinde
enkapsiile ettigi ve jelatin kullanarak kapsiillerden nanolif iiretildigi calismada,
farkli oranlardaki karanfil yagi iceren nanopartikiillerin EE degerleri GC-MS ile %
21,1 ile % 36,2 arasinda bulmustur. Tablo 4.19 incelendiginde, bu ¢alismada her
iki yontemle elde edilen EE degerlerinin birbirine oldukca yakin oldugu
goriilmektedir. Bu da elde edilen EE degerinin dogrulugunu

kuvvetlendirmektedir.

4.4.3. Antibakteriyel Aktivite

TKNP’lerin antibakteriyel aktivitesi, agar difiizyon yontemi kullanilarak Gram-
negatif iki bakteri, S. Typhimurium ve E. coli 0157:H7 ile Gram-pozitif iki bakteri,
S. aureus ve L. monocytogenese karsi test edilmistir. Kontrol olarak KNP’ler de

analiz edilmis olup sonuclar Tablo 4.20'de gosterilmistir.
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Tablo 4.20 KNP ve TKNP’lerin antibakteriyel aktiviteleri

Biiylime inhibisyon bolgesi (mm)

Ornek | S. aureus L. monocytogenes - E .coli
Typhimurium 0157:H7
ATCC 25923 ATCC 19118 ATCC 14028 ATCC 33150
TKNP | 10,7+0,6° 12,3+0,6% 10,7+0,6% 11+1,0°
KNP 10,3+1,0° 9,3+0,6 9,7+0,6" 9,7+0,6°

TKNP: Timol yiiklenmis kitosan nanopartikiilii KNP: Kitosan nanopartikiilii
a-b: Aymi siitundaki birbirinden farkl kii¢tik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark (p<0,05) oldugunu gostermektedir

Tablo 4.20’de goriildiigii gibi, TKNP’lerin antibakteriyel etkisi genel olarak
KNP’lerden daha yiiksek olsa da istatistiksel olarak L. monocytogenes'e karsi tespit
edilen antibakteriyel etkilerin arasinda anlaml bir fark olusmustur (p<0,05).
Divya ve ark. (2017), KS (3 mg/mL) ile % 1’lik TPP (w/v) kullanilarak elde ettigi
nanopartikiillerin §. aureus tizerindeki antibakteriyel etkisinin E£. coliye karsi
belirlenen etkiden daha yiiksek oldugunu bildirmistir [132]. Medina ve ark.
(2019) TKNP ve KNP’lerin S. Typhimurium, S. aureus ve L. innocua tizerindeki
etkilerini inceledigi calismada, KNP en yiiksek antibakteriyel etkisi S. aureus
tizerine gerceklesirken TKNP en yiiksek antibakteriyel etkiyi L. innocua iizerinde
gostermistir [8]. TKNP ve KNP’lerin test edilen patojen bakterileri iceren petriler

tizerinde olusturdugu inhibisyon zonlarina ait gorseller Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16 TKNP ve KNP’lerin olusturdugu biiyiime inhibisyonu 6rnekleri

TKNP’ler ile KNPlerin 2 farkli test bakterisine (S. Typhimurium ve L.
monocytogenes) karsi etkileri, siv1 besiyeri yontemi kullanilarak da test edilmistir.
Bu calismada 2 farkli nanopartikiil konsantrasyonu (%1 ve %2 v/v) calisilmstir.

Elde edilen sonuclar, sirasiyla Tablo 4.21 ve 4.22’de verilmistir.

Tablo 4.21 TKNP ve KNP'lerin farkli seviyelerinin (%1 ve %2) Salmonella
Typhimurium ‘a kars1 antimikrobiyal etkisi.

Salmonella Typhimurium (log 10 kob/mL)
Sire (saat)

Ornek 0. 24.
Kontrol 6,85+0,02% 8,74+0,04"
TKNP %1 6,85+0,02> 7,08 +0,03*
TKNP %2 6,85+0,02* 6,16+0,07%
KNP %1 6,85+0,02% 7,77+0,02"
KNP %2 6,85+0,02% 7,54+0,01%

TKNP; timol yiiklii kitosan nanopartikiilii, KNP; Kitosan nanopartikiilii

a-e ayni siitundaki birbirinden fakl kii¢iik harfler veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
fark (p<0,05) oldugunu gostermektedir; A-B:Ayni satirdaki birbirinden farkli olan biiyiik harfler
veriler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark (p<0,05) oldugunu géstermektedir.

Tablo 4.21’de gorildiigii gibi, 6rneklerin baslangic S. Typhimurium’un yiikleri
6,85 log kob/mL olarak bulunmustur. Hicbir aktif madde icermeyen kontrol
ornegindeki bakteri sayis1 24 saatlik inkiibasyon sirasinda yaklasik 2 logaritmik
birimlik bir artis gostermis ve bu artis istatistiksel olarak onemli (p<0.05)

bulunmustur.
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TKNP ve KNPlerin %1 ve %2 (v/v)lik seviyeleri bakteriyel eliminasyon
saglamamis olsalar bile kontrole karsi kiyaslandiklarinda istatistiksel olarak
onemli seviyede bir bakteriyostatik etki gostermislerdir(p<0.05). Kontrol
ornekleri ile kiyaslandiklarinda TKNP ve KNP’lerde 24 saatte bakteri sayilarinda
istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) azalmalar saglarken, en diisiik etkiyi KNP’nin
%1 (v/v)’lik seviyesi, en yiiksek etkiyi TKNP'nin %2 (v/v)’lik seviyesi gostermistir.
Sekil 4.17°de TKNP’'nin %1 ve %2’ lik seviyelerinin S. Typhimurium'un (10*

diliisyonunun) besiyerindeki gelisimine etkisi goriilmektedir.

Salmonella Typhimurium {8 Salmonella Typhimurium k
TKNP %1 N TKNP %2 N

Sekil 4.17 TKNP'nin %1 ve %2’lik seviyelerinin Sa/monella Typhimurium’un
besiyerindeki gelisimine etkisi

Tablo 4.22 TKNP ve KNP'lerin farkli seviyelerinin (%1 ve %2) L.
monocytogenese karsit antimikrobiyal etkisi

L. monocytogenes sayisi (log 10 kob/mL)
Sire (saat)

Ornek 0. 24.
Kontrol 6,68+0,05% 9,23+0,00%
TKNP %1 6,68 +0,05* 7,19+0,03*
TKNP %2 6,68+0,05* <1,00%
KNP %1 6,68+0,05" 7,60+0,04"
KNP %2 6,68+0,05% 7,36+0,03%

TKNP; timol yiiklii kitosan nanopartikiilii, KNP; Kitosan nanopartikiilii

a-e ayni siitundaki birbirinden fakl kiiciik harfler veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
fark (p<0,05) oldugunu gostermektedir; A-B:Ayni satirdaki birbirinden farkli olan biiyiik harfler
veriler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark (p<0,05) oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.22’de goriildiigii gibi, 6rneklerin baslangic L. monocytogenes yiikleri 6,68
log kob/mL‘dur.
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Hicbir aktif madde icermeyen kontrol Ornegindeki bakteri sayisi, 24 saatlik
inkiibasyon sirasinda yaklasik 2,5 logaritmik birimlik bir artig gostermis ve bu artis
istatistiksel olarak onemli (p<0.05) bulunmustur. KNP’lerin %1 ve %Z271ik
seviyeleri, inkiibasyon sirasinda bakteriyel eliminasyon saglamamais olsalar bile
kontrol ile kiyaslandiklarinda istatistiksel olarak Onemli seviyede bir
bakteriyostatik etki gostermislerdir (p<0.05). TKNP’lerin %2 (v/v)’lik seviyesini
iceren ortamda bakteri sayis1 24 saat sonunda sayilabilir diizeyin altinda
bulunmustur. Kontrol ornekleri ile kiyaslandiklarinda TKNP ve KNP’lerde 24
saatte bakteri sayilarinda istatistiksel olarak oOnemli (p<0.05) azalmalar
saglanirken, en diisiik etkili olan 6rnek KNP %1, en yiiksek etkili 6rnek ise TKNP
%2 olarak tespit edilmistir. Sekil 4.18’de TKNPnin %1 ve %2’ lik seviyelerinin L.
monocytogenesin  (10*  dilisyonunun) besiyerindeki gelisimine etkisi

gosterilmistir.

L. monocytogenes
TKNP %2

L. monocytogenes
TKNP %1

Sekil 4.18 TKNP’nin %1 ve %2’lik seviyelerinin L. monocytogenesin
besiyerindeki gelisimine etkisi
Hosseinnejad ve Jafari (2016), KS'nin antimikrobiyal aktivitesine neden olabilen
cesitli mekanizmalar1 su sekilde Ozetlemistir: Pozitif yiikli KS molekiilleri,
bakteriyel yiizeyde negatif yiiklii fosfolipid tabakasiyla ya da mikrobiyal DNA ile

etkilesime girerek hiicrede kalic1 degisikliklere yol acabilirler.
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KS, hiicre duvarinda besin maddelerinin hiicreye girmesini 6nleyen bir polimer
membran olusturmasi veya aerobik bakterilerin cogalmasini engelleyen bir oksijen
bariyeri gorevi gorerek ya da bakterinin kullanacagi besin bilesenleriyle selat
olusturarak mikrobiyal biiyiimeyi oOnleyebilmektedir [73,133]. Timoliin
antimikrobiyal etkisi ise lipofilik dogasindan kaynaklanmaktadir. Bu yilizden
timoliin aktivitesi mikrobiyal hiicrelerin lipit iceren fraksiyonlarinda gerceklesir ve
timol membranin gecirgenligini degistirerek hiicre ici stabilitenin yok olmasina
neden olur ve/veya hiicresel solunum zincirini inhibe edebilir [134]. Ayrica pozitif
zetapotansiyel, nanopartikiillerin negatif yiikli hiicrelere biyolojik olarak
yapismasini saglamaktadir. Boylece fosfolipid membranlar ile biyolojik etkilesimi

kolaylastirmaktadir [135].

4.4.4. Antioksidan Aktivite (AOA)

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiirme aktivitesi metodu, antiradikal
aktivite tayinlerinde yaygin olarak kullanilmakta olup kolay, ucuz ve oldukca kisa

siirede sonug veren bir yontem olarak bilinmektedir. DPPH radikali 517 nm’de en

yliksek absorbansi veren ve koyu menekse rengine sahip serbest bir radikaldir

(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Farkli konsantrasyonlardaki TKNP’lerin DPPH’in koyu menekse
renginde meydana getirdigi acilma
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Bu yontem antioksidan madde esliginde absorbanstaki azalmanin tespit edilmesi
ile antioksidan aktivitenin Ol¢limii prensibine dayanmaktadir. Bu calismada saf
timol, KNP ve TKNP’lerin DPPH radikali inhibisyon aktiviteleri belirlenmistir.
Farkli TKNP, KNP, timol ve troloks konsantrasyonlarina karsilik gelen DPPH
inhibisyon aktiviteleri grafike edilerek IC50 degerlerinin hesaplanmasi icin ¢izilen
kalibrasyon grafikleri Sekil 4.20’de verilmistir. IC50 degeri, maksimum absorbans
degerinin yarisina karsilik gelen aktif madde konsantrasyonunu vermektedir. Sekil
4.21’desaf timol, KNP'leri ve TKNP'lerin IC50 degerleri verilmistir. Bu degerler

troloks ile kiyaslanmaistir.

TKNP (A) KNP (B)
y= 23,504x+37,041 / ! y= 3,2433x+7,0345
R?*= 0,993 Z ) R%= 0,999
on on
a5 ~
R R
A A
ES B3
TKNP konsantrasyonu (mg/mL) KNP konsantrasyonu (mg/mL)
Timol (C) Trolox (D)
y=30,739x+27,296 ‘ y= 0,3952x+3,394
R%*= 0,998 /..«»/ R%*= 0,999
- -
[ ./ 2
R R
A A
& > 5
Timol konsantrasyonu (mg/mL) Trolox konsantrasyonu (ppm)

Sekil 4.20 TKNP(A), KNP(B), Timol (C) ve Trolox (D) ‘un IC50 degerlerinin
hesaplanmasi icin cizilen kalibrasyon grafikleri
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Sekil 4.21 Troloks, timol, KNP ve TKNP'lerin IC50 degerleri

Sekil 4.21’de goriildiigii gibi KNP belirgin DPPH radikal siipiirme kabiliyeti
gostermemistir. KNP’lerin KS'nin molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesine
bagli olarak sinirli bir antioksidan kabiliyetinin oldugu bildirilmistir [136]. KS
zincirlerinin antioksidan aktivitesi, serbest radikallerle reaksiyona girebilen
hidroksil ve amino gruplariyla ilgilidir. KNP, KS amino grubu ile TPP polianyonu
arasindaki capraz baglanma nedeniyle yiiksek IC50 (132,5 mg/mlL) degeri
gostermis olabilir [115].

Saf timol (0,747 mg/mL) ile TKNP (0,55 mg/mL) kiyaslandiginda TKNP’lerin saf
timolden daha diisiik IC50 degeri gosterdigi gortilmektedir. Bu, daha yiiksek bir
antioksidan aktivite anlamina gelmektedir. Kapsiilleme isleminin koruyucu
etkisinin test sirasinda timoliin kontrollii salimi yoluyla buharlagsma hizim
azaltmasiyla yorumlanabilir. Bununla birlikte TKNP’nin daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermesi, nanoboyutlu yapilarin daha genis yilizey alanina sahip
olmasindan dolay1 daha fazla DPPH radikali ile etkilesime girmelerinden de
kaynaklanabilir [131]. Shetta ve ark. (2019) nane ugucu yaginin KNP’ler icerisine
kapsiillenmesi ile IC50 degerlerinin 3,25 mg/ml’den 1,61 mg/mL’ye diistigiini

bildirmistir [17]. Bu bulgular, bu calisma sonuglarini desteklemektedir.
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4.4.5. In vitro salim

TKNP’lerin farkli zaman araliklarinda (1, 2, 4, 6, 18, 24, 48,72 saat) ve farkli pH
degerlerindeki (pH 3 ile 7) in vitro salim profilleri sirasiyla Sekil 4. 22 ve Sekil
4.23 'de gosterilmistir. /n vitro salim ortamindaki timoliin salimi, viicut sivimizi
simiile eden fosfat tamponu (pH 7.4) ve asidik gidalarda icersinde kullanimini

incelemek icin asetat tamponu (pH 3.0) icerisinde gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.22 pH 7,4 (PBS tampon ¢ozeltisi) ortaminda TKNP’lerin in vitro salim
profili
Sekil 4.22'de goriildiigii gibi salim, hizina bagl olarak iki asamada gerceklesmistir.
Ik asamada timol 6. saate kadar hizl bir sekilde salinmistir. Bu asamada timoliin
% 57,2 'sinin partikiilden ayrildig1 goriilmistiir. Timoliin bu asamada serbest
birakilmasi, nanopartikiillerin yiizeyine yapismis ve/veya kapsiillenmis timoliin
ayrilmasindan kaynaklanmis olabilir [112]. Ikinci asamada timoliin salimi daha
yavas bir sekilde gerceklesmis olup, 72. saate kadar toplam timoliin % 76,9'unun

sistemi terk ettigi goriilmektedir.

113



Bu durum, tampon c¢oOzeltinin nanopartikiillere niifuz ederek stabilitelerini
ortadan kaldirmas: sonucu polimerin sismesine ve bdylece KNP’ler icerisinde

hapsedilmis timoliin difiizyona ugramasina atfedilebilir.

TKNP’ nin pH 3 degerindeki asetat tampon ¢ozelti icerisinde 7n vitro salim profili

Sekil 4.23’de gosterilmistir.

100
S
2 80
kS
:a —_— 1
60 S sk
g
E
® 40
b=
<=
=
= 20
:g Asetat Tampon Cozelti
N
0

O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Zaman (saat)

Sekil 4.23 pH 3 (asetat tampon ¢ozeltisi) ortaminda TKNP’lerin 7n vitro salim
profili
Sekil 4.23’te goruldugi gibi, pH 7,4’tekine benzer sekilde ilk 6 saat icerisinde hizli
bir timol salimi1 gézlemlenmis ve bu stirede timoliin % 52,2'si salinmistir. 72. saate
kadar gerceklesen ikinci asamada ise, % 62,6'a kadar ulasan ve daha yavas bir
salim goriilmiistiir. Fosfat tamponu ile kiyaslandiginda, asetat tampon ¢ozeltisinde
toplamda daha diisiik bir miktarda salim meydana gelmistir. Bunun nedeni,
TKNP’lerin pH 3’te daha yiiksek miktarda proton icermesi ve zetapotansiyel
sifirdan daha uzak bir degerde olmasindan dolay:1 anyonik yapiya sahip timoliin
nanokapsiil icerisinde olusturdugu baglarin salima karsi gosterdigi direncten

kaynaklanmis olabilir.
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Her iki pH degerinde salim profillerinin tam olmamasi, KNP'lerinde tam

bozulmaya ihtiya¢ duydulduguna isaret etmektedir [13].

4.4.6. FTIR ve RAMAN profili

FTIR, farkli 6rneklerin kimyasal yapisini karakterize etmek icin kullanilan hizli ve
kullanigh bir tekniktir. Bu ¢alismada timol, KNP ve TKNP’lerin FTIR spektrumlari
ayr1 ayr1 analiz edilerek molekiiler yapilarindaki farkliliklar irdelenmistir. Her bir

molekiile ait spektrumlar Sekil 4.24'de gosterilmistir.
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Sekil 4.24 TKNP, KNP ve timoliin FTIR spektrumlar1

KNP'nin IR spektrumlarindaki ana pikler 3500-2900 cm™ ' ve 1700-400 ¢cm™ '
olmak tizere iki bolgede ortaya ¢ikmistir. Elde edilen pikler, Feyzioglu ve Tornuk
(2016) calismasindaki piklerle benzerdir [93]. KS icine TPP katilmasiyla, 3186 cm’
' tepe noktasindaki genis bant, serbest, inter ve intra molekiiler bagh OH
gruplartyla iligkili O-H germe titresiminin bir sonucudur. Bu dalgaboyunda TKNP
orneginde bant genislemesinin olmasi H baginin arttigin1 gostermektedir [118].
TKNPnin FTIR spektrumunda 894 ve 1241 cm'de goriilen pikler, KS-
pentasodyum TPP baglantisina (P=0 grubu) atfedilmekte olup [130,137], 1636
cm’ dalgaboyunda goriilen pik ise asetillenmis birimlerdeki (-CONH, gruplari)

C=0 titresimiyle olusan karakteristik amid I bandin ifade etmektedir.
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2,884 cm'de goriilen pik C-H baginin gerilme titresimine karsilik gelirken, 1,555
cm™ 'deki bant giiclii bir amid III (-NH; gruplar)'e atfedilmektedir [138]. 1300-
800 cm™ araligindaki yogun pik KS'nin TPP ile capraz baglanmasindan sonra
goriilmekte olup, KNP’lerin yapisina katilan TPP'nin icerdigi fosfatin varligini ifade
etmektedir [103]. Bu piklerin varligi nanopartikiil olusumunun bir gostergesi

olup, KNP’lerde molekiiler etkilesimlerin meydana geldigini gostermektedir.

Yapilan bircok calismada, 3200-3500 cm™ araligindaki pik alaninin genislemesi ve
yogunlugunun artmasinin nanopartikiillerde ucucu yag varligim1 ima ettigi
bildirilmistir [111,112,139,140]. Timol spektrumunda (Sekil 4.24) 3186 cm™ de
yer alan pikler, H bagi iceren fenolikte -OH gerilmesine karsilik gelen bir bandi
gostermektedir. Timoliin aromatik karakteri benzen halkasinin C = C gerilmesi ile
1620 cm''de meydana gelen pik ile gosterilmektedir [141]. KNPnin FTIR
spektrumu ile karsilastirildiginda, sisteme timol eklenmesi ile timol molekiiliinden
gelebilecek ester gruplarinin igeriginde ve 2871-2957 ¢cm™ dalgaboyundaki C-H
gerilme pikinin yogunlugunda belirgin bir artis meydana gelmistir. Bu bant, -CH,
ve -CHj; gruplarinda alifatik -CH gerilmesi ve metilen asimetrik ve simetrik gerilme
titresimi ile ilgilidir [142]. Bu nedenle, -CH grubunun gerilmesi ile pik tepe
noktasinin yiikselmesi, timoliin kapsiillemesinin bir sonucu olabilir. Bu sonuc,
benzer calismalarda oldugu gibi timoliin KS icerisinde iyonik jelasyon yontemi ile

nano Olcekte kapsiillenebilecegini gostermektedir [93,112].

Nanomalzemelerin 6zelliklerini karakterize etmek icin Raman spektroskopisi de
FTIR gibi yaygin olarak kullamilmaktadir [140]. Bu calismada, nanopartikiil
bilesenleri arasindaki molekiiller arasi etkilesimleri incelemek icin TKNP’ler, timol
icermeyen KNP’ler ve timoliin Raman spektrumlar: elde edilmistir. Elde edilen

spektrumlar Sekil 4.25’te gosterilmistir.
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Sekil 4.25 (a) Timol, (b) TKNP ve (c) KNP‘lerinin Raman spektrumlari

KNP ve timoliin tipik pikleri 6nceden bildirilmistir [140-143], ancak literatiirde
TKNP’lerin Raman analizi iizerinde deneysel calisma rapor edilmemistir. Daferera
ve ark. (2002) timoliin FT-Raman spektrumunda 740 cm™ 'de (halka titresimi)
karakteristik bir pik sergiledigini bildirmislerdir [141]. Ren ve ark. (2014) Raman
spektrumundaki KNP’lerin karakteristik piklerinden bazilarinin halkalar1 gerdiren
titresime Kkarsilik gelen 969 cm™ (CH), 1212 ecm™ (CH) halka ve 1454 cm™ (CH3)
oldugunu bildirmistir [140]. Sekil 4.25 incelendiginde, KNP’lerde bulunmayan
timol karakteristik piki TKNP’lerde goriilmektedir. Bu da kapsiillenen fonksiyonel

timol baglarinin (C-H) bir gostergesi olabilir.
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4.4.7. SEM

Optimize edilen kosullarda elde edilen timol yiiklii ve yiiklii olmayan KNP’lerin

morfolojik Ozellikleri, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmis ve

orneklere ait mikrograflar Sekil 4.26 ’da gosterilmistir.

Sekil 4.26 KNP'lerin (A) ve TKNPlerin (B ve C) SEM goriintiileri

Partikiiller ve arka plan arasinda bir kontrast olusturmak ve goriintii Olcegini
ayarlamak i¢in ImageJ (National Institutes of Health) yazilimi kullanilmistir. Bu
islemde, partikiillerin yuvarlak morfolojide olduklar1 varsayilarak otomatik

hesaplama yapilmistir.

Sekil 4.26 (A)'da, yaklasik 150-250 nm ¢apli KNP'lere ait nano 0Olcekli partikiiller
gosterilmistir. TKNP'ler ise ortalama capir 200-590 nm olan kiiresel bir sekil
sergilemistir (Sekil 4.26 (B)). Timoliin dahil edilmesinden sonra nanopartikiillerin

boyutunun biiyiidiigi gortilmektedir (Sekil 4.26 (C)).

Bu sekilde nanopartikiil 6lciimiiniin genislemesi, timoliin nanopartikiil yiizeyinde
birikimi ile tanimlanabilir [143]. TKNP’ler baz1 bolgelerde kiimelesmeden otiirti
daha sigskin formda goriilmektedir. DLS yontemiyle oOlciilen boyutlarla SEM
goriintiileri arasindaki boyut farkliliginin liyofilizasyon islemi sirasinda 6rneklerin
stabilitelerinedeki azalis ya da agregasyonundan kaynaklanabilecegi diistiniilebilir

[93,144].
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4.4.8. DSC

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC), malzemelerin termal 6zelliklerinin

arastirilmasinda kullanilan yaygin bir tekniktir. DSC ile elde edilen ve KS ile

kapsiillenmis timol nanopartikiillerine ait termal analiz verileri, Sekil 4.27'de

gosterilmistir [140].
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Sekil 4.27 Timol, KNP ve TKNP’lerin DSC termogramlari

Sekil 4.27’de goriildigi gibi, timoliin termograminda yaklasik 50 °C'de erime

noktasina karsilik gelen bir endotermik pik goriilmektedir [145]. Endotermik pik,

KS egrisinde 128° C' de iken, timol kapsiillenmis 6rnekte 132 °C civarina kaymustir.

Bu sonug, KNP’lere yiiklenen timoliin termal direncinde bir artis oldugunu

gostermektedir.

Benzer bulgular, diger arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir [13,93,111].

Amiri ve ark. (2019) kimyon yiiklii KNP’leri tiretikleri calismada, KS termogramda

91 °C sicaklikta bir endotermik pik ve 288 °C sicaklikta bir ekzotermik pik tespit

etmistir.
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Bu calismada, KS’nin hidrofilik gruplan tarafindan emilen su buhar1 ve yapi
bozulmasi ile fosfat ve amin gruplar1 arasindaki etkilesimlerden dolay1 yer
degismelerin meydana geldigi ve KNP'lere kimyon yiiklenmesiyle birlikte
endotermik ve ekzotermik piklerin daha yiiksek sicaklik (105-109 °C) araligina
kaydig1 ifade edilmistir[140]. Mezzomo ve ark. (2012) ise kapsiillenen ve
kapsiilleyen materyallerin bazi spesifik piklerin goézilkmemesinin basarili bir

enkapsiilasyonu gosterdigini bildirmistir [146].
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5

SONUC VE ONERILER

Son zamanlarda nanoenkapsiilasyon teknigi; kullanim kolayligi, arttirilmis
stabilite, oksidasyona karsi koruma, ucucu bilesenlerin tutulmasi, tat maskeleme,
kontrollii salim, ardisik coklu bilesenlerin verilmesi, lezzet karakteri, uzun siireli
organoleptik algi, toksik yan etkilerin azalmasi, hidrofobik bilesenlerin suda
¢coziinlirliigiiniin arttirilmasi ve biyoyararlilik ve etkinligin arttirilmasi gibi bircok
avantajindan dolay: farkli alanlarda yaygin olarak kullamilmaktadir. Ozellikle,
antimikrobiyal ve antioksidan ajanlarin etkinliklerini ve fonksiyonelliklerini
gelistirmesinden dolay1 gida teknolojisi alaninda nanoenkapsiilasyona gittikce

daha biiyiik bir ilgi duyulmaktadir.

Bu calismada, kekik ucucu yaginin major bilesenlerinden birisi olan timoliin iyonik
jelasyon teknigi kullanilarak KS icerinde basarili bir sekilde nano Olcekte
enkapsiilasyonu saglanmistir. Calismada Oncelikle iyonik jelasyon kosullar
optimize edilmis ve yiiksek EE ve yiiksek partikiil stabilitesine sahip TKNP’ler
uretilmistir. Elde edilen TKNP’ler karakterize edilerek, TKNP’lerin gida endiistrisi
acisindan onemli oldugu diisiiniilen bircok 6zelligi analiz edilmistir. Bu ¢alismada

genel olarak asagidaki bulgular elde edilmistir:

1) KNP olusumu icin diisiik partikiil boyutu (nm) ve PDI degeri ile sifirdan
uzak zetapotansiyel (mV) degerini veren minimum ve maksimum KS (3 ve
6 mg/mL) ve TPP (0,15 ve 0,75 mg/mL) konsantrasyonlar: belirlenmistir.
Elde edilen sonuclara gore, KS konsantrasyonun artmasi (TPP sabit) KNP
boyutunu (nm) artirirken, TPP konsantrasyonunun artmasit (KS
konsantrasyonu sabit) KNP boyutunda (nm) azalmaya neden olmustur. KS
konsantrasyonunun artmasi (TPP sabit) KNP zetapotansiyelini (mV)
artirtrken, TPP miktarinin artmast (KS konsantrasyonu sabit)

zetapotansiyelinde (mV) azalmaya neden olmustur.
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2)

3)

TPP konsantrasyonu sabit tutulup, KS konsantrasyonu artirilirsa bu sefer
de KNP’lerin PDI degerinin arttig1 goriilmektedir. KS konsantrasyonu sabit
tutulup TPP konsantrasyonu artirildiginda ise PDI degeri azalmaktadir.
TKNP olusumuna olasi etkilerini belirlemek i¢in timol (3-6 mg/mL), KS (3-
6 mg/mL), TPP (0,15-0,75 mg/mL) ve T80 konsantrasyonu (3-6 mg/mL)
ile iyonik jelasyon sirasinda uygulanan sicaklik (25-45 °C) kosullar
optimize edilmistir. Optimizasyon icin kismi faktoriyel deneysel deneme
tasarimi yontemi kullanilmistir. Sonuclar EE (%), boyut (nm) ve
zetapotansiyel (mV) {izerinden degerlendirilmistir. Denemeler sonucunda
optimum KS, timol, T80 ve TPP konsantrasyonlar sirasiyla 3 mg/mlL, 5,9
mg/mlL, 3 mg/mL ve 0,75 mg/mL olarak tespit edilirken, optimum sicaklik
degeri 42 °C olarak bulunmustur. Bu formiilasyonda elde edilen
optimizasyon ile 338,2 nm boyut, 37 mV zetapotansiyel ve %67,8 EE
degerlerine sahip TKNP’ler elde edilmistir. Onerilen modeli dogrulamak
icin, optimize edilmis formiilasyon kullanilarak ¢ tekerriirli deney
gerceklestirilmistir. Bu denemelerde elde edilen TKNP’lerin partikiil
biiytikligia 317,4+39,7 nm, zetapotansiyel degeri 35,5+1,3 mV ve EE %
64,1+3,16 olarak bulunmustur. Deneysel degerlerin model degerleri ile
onemli Olctide uyumlu oldugu belirlenmistir.

Timol, KS, TPP, T80 konsantrasyonu ve sicaklik derecesinin nanopartikiil
olusumu sirasinda EE (%), partikiil boyutu (nm) ve zetapotansiyel (mV)
tizerine olas1 etkileri belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore; KS
konsantrasyonun artmast EE (%)’yi azaltirken, partikiil boyutunda (nm)
artisa neden olmustur. KS konsantrasyonundaki artis zetapotansiyeli (mV)
de artirmistir. Timol konsantrasyonunun artmasi EE’yi artirirken, partikiil
boyutu (nm) iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermemistir.
Zetapotansiyel degerinde (mV) ise artisa neden olmustur. TPP
konsantrasyonunun artmasi EE (%)’yi artirirken, KS konsantrasyonu 3
mg/mL oldugunda TPP konsantrasyonun artmasi boyutu azaltmakta,
zetapotansiyel  lizerinde istatistiksel olarak anlamli  bir etki

gostermemektedir.
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4)

5)

KS konsantrasyonu 3 mg/mL oldugunda, sicakligin artmasi partikiil
boyutunda kismi bir azalisa neden olmus, EE (%)’yi artirmis ancak
zetapotansiyel iizerine istatistiksel olarak anlamli bir etkiye yol agmamastir.
T80 konsantrasyonunun artmasi ise partikiil boyutunu (nm) artirmis, EE
(%) ve zetapotansiyeli (mV) azaltmistir. Buna gore; ¢cekirdek materyalden
daha yiiksek oranda T80 kullanilmasi EE diismektedir.

Uretim kosullar1 optimize edilen edilen TKNP’lerin EElerini dogrulamak
icin UV spektrofotometre ve GC-MS ile analizler yapilmistir. Her iki yontem
ile tespit edilen EE degerleri birbirine olduk¢a yakin bulunmustur.

Bu calismada, KNP’ler icerisine biyoaktif bilesen olan timol etkin bir sekilde

enkapsiile edilmis ve TKNP iiretim kosullar1 optimize edilmistir.

Optimize edilen TKNP’lerin karakterizasyon islemleri yapilmistir ve asagidaki

bulgular elde edilmistir:

D

2)

3)

4)

Yiiksek EE’ye, sifirdan uzak zetapotansiyel degerine ve diisiik partikiil
boyutuna sahip TKNP’ler elde edilmistir. Elde edilen partikiillerin FTIR ve
Raman Spektroskopisiyle molekiiler yapisi karakterize edilmistir. KNP’lere
timol yiiklenmesiyle birlikte yeni piklerin ortaya cikmasi ve tepe
yogunlugunluklarindaki artis, nanopartikiillerin olusmasi1 ve molekiiler
etkilesimlerin oldugunu gostermistir.

TKNPlerin morfolojisi SEM ile incelenmistir. Timol eklenmesiyle
nanopartikiillerin boyutu genislemis ve TKNPler 200-590 nm arasinda
kiiresel bir sekil gostermislerdir.

TKNP’lerin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal yakalama aktivitesi
metoduyla incelenmistir. TKNP’ler ve TKNP’lerin kapsiilledigi miktardaki
saf timoliin antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda, kapsiillenme
islemiyle timoliin antioksidan aktivitesinin arttig1 gozlemlenmistir.
TKNP’lerin test edilen dort bakteriyel sus iizerinde degisen oranlarda
antibakteriyel etki gosterdikleri goriilmiistiir. TKNP’ler en yiiksek ve en
diisiik etkiyi sirasiyla, L. monocytogenesve S. aureusiizerinde gostermistir.

KNP’ler icin ise bu durum tam tersi olarak bulunmustur.
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5) Sivi besiyeri icerisinde yapilan antibakteriyel aktivite testlerinde, TKNP’ler
konsantrasyonlarina bagh olarak S. Typhimurium ve L. monocytogenes
tizerinde hicbir aktif madde icermeyen kontrol 6rneklerine kiyasla yiiksek
antibakteriyel etki gostermislerdir. L. monocytogenes icin TKNP’lerin
%2’lik (v/v) seviyesini iceren ortamlarda bakteri sayis1 24 saat sonunda
sayilabilir diizeyin altinda bulunmustur.

6) TKNP ve KNPlerin zetapotansiyel degerleri, farkli pH diizeylerinde
incelenmistir. Buna gére TKNP’nin PI'sinin pH 5, KNPnin ise PI’sinin pH 7
oldugu ve bu noktada bu nanopartikiillerin en diisiik stabilite gosterdikleri

tespit edilmistir.

TKNP’lerin farkli pH degerlerinde in vitro salim profilleri incelenmistir. PBS
tampon cozeletisi (pH 7,4) ve Asetat tampon c¢Ozeltisi (pH 3) icerisinde timoliin
ilk 6 saatte hizli bir sekilde salindigi, sonraki siirecte salimin yavaslayarak devam
ettigi gozlemlenmistir. Asetat tampon c¢oOzeltisinde daha yavas bir salim
gerceklesmistir. Elde edilen nanopartikiillerin belirlenen antioksidan ve
antimikrobiyal ozellikleri gida iirlinlerinin raf émriiniin uzatilmasi, depolamanin
iyilestirilmesini ve saglik iizerine olasi onemli etkileri, gida bilimine Onemli
katkilarindan sadece birkacidir. Ozellikle gida iiriinlerinde kimyasal katki
maddeleri yerine alternatif olarak elde edilen antimikrobiyal ve antioksidan etkisi

yiiksek TKNP’ler kullanilabilir.

Nanoenkapsiilasyon, timol gibi biyoaktif bilesikleri 151k, hava ve nemden korumak
icin etkili bir yaklasimdir. Ciinkii bu etkilesimler, timolde oksidasyona veya
buharlagsmaya, boylece de biyolojik aktivitesinin azalmasina yol ac¢maktadir.
Ayrica enkapsiilasyon ile hidrofobik yapidaki timoliin suda ¢oziiniir hale gelmesi
saglanmistir. Timoliin kontrolli salimi kamitlanmistir. Kapsiillenmis timol,

gelismis antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gostermistir.

Sonu¢ olarak; bu calismada elde edilen nanopartikiiller, sergiledikleri yiiksek
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ile gida iirtinlerinin raf Omriiniin
uzatilmasi, fonksiyonel 6zelliklerinin gelistirilmesi ve sagliga daha faydali hale

getirilmesinde 6nemli rol oynama potansiyeline sahiptir.
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Bu calisma sonucunda, asagidaki 6nerilerde bulunulabilir:

1.

3.

TKNP’lerin farkl gida sistemlerine ilavesi ile etkileri belirlenebilir. Ozellikle
bozulmaya meyilli doymamis yaglarca zengin gidalar ve mikrobiyal acidan

kolay bozulabilen et ve et tiriinleri secilebilir.

. TKNPlerin insan saghg iizerindeki etkilerine iliskin toksikolojik

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
TKNP’lerin sindirim sistemi {izerine etkisi ve biyoyararliliklar: ile ilgili

calismalarin yapilmasi tavsiye edilebilir.
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