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ÖZET 

 

KARA HAVUÇ EKSTRESĠNĠN FARKLI TEKNĠKLERLE 

ENKAPSÜLASYONU VE ĠN VĠTRO SALIM KĠNETĠĞĠNĠN 

BELĠRLENMESĠ 

 

FĠDAN, Melike Nur Hilal 

 

Yüksek Lisans Tezi, Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Doç. Dr. Gaye Öngen 

Eylül 2014, 102 sayfa 

Antosiyaninler bitkilere mor, mavi, pembe rengini veren yüksek antioksidan 

özelliğe sahip flavanoidlerdir. Kara havuç bitkisine özgü koyu mor regi veren 

maddeler de yine antosiyaninlerdir. Antosiyaninlerin Ģimdiye kadar tanımlanmıĢ 

birçok sağlığa faydalı biyolojik etkileri vardır. Ancak bu maddelerin ısı, ıĢık, metal 

iyonları, pH, ortamda Ģeker ve askorbik asit bulunması gibi çeĢitli faktörlere 

duyarlı olmaları sebebiyle kullanımı çok kısıtlıdır. Ayrıca bu bileĢiklerin 

biyoyararlanımı, vücuttaki düĢük absorbsiyonları ve hızlı metabolizasyonu 

nedeniyle oldukça düĢüktür.  

Bu çalıĢma kapsamında kara havuç antosiyaninlerin stabilitesinin ve 

biyoyararlanımının enkapsülasyon teknikleri ile iyileĢtirilmesi amaçlanmıĢtır. 

Ayrıca enkapsüle edilen kara havuç antosiyaninlerinin beyin tümörlerine karĢı 

kullanım potansiyeli olduğundan teorik olarak kan beyin bariyerini geçebilmesi 

için ortalama 100 nm partikül boyutu hedeflenmiĢtir. Bu amaç doğrultusunda 

öncelike kara havuçtan antosiyanin ekstraksiyonu gerçekleĢtirilmiĢ ve 

enkapsülasyon çalıĢmalarında bu ekstre model olarak kullanılmıĢtır.  

Enkapsülasyon için çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma ve niozom yöntemleri 

kullanılmıĢ, en düĢük partikül boyutlarının elde edildiği niozom yöntemi uygun 

bulunmuĢtur. Niozom yöntemi için 3 farklı parametre Merkezi TümleĢik Tasarım 
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(CCD) deney tasarımı ile optimize edilmiĢ ve yaklaĢık 130 nm partikül boyutuna 

sahip sonuç formülasyon belirlenmiĢtir.  

Seçilen niozom formülasyonunun karakterizasyonu yapılmıĢ ve yaklaĢık % 

30 yükleme verimine sahip partiküllerin in vitro salım çalıĢmaları 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  Son olarak sonuç formülasyonunun hücre kültüründe 7 farklı 

hücre hattında sitotoksik aktivitesi incelenmiĢ ve Neuro-2A beyin tümör hücre 

hattında sitotoksik aktivitesinin olduğu belirlenmiĢtir.  

Bu çalıĢma kara havuç antosiyaninlerinin nanopartikül seviyesinde 

enkapsülasyonunun yapıldığı, enkapsülasyon yönteminin optimize edildiği ve elde 

edilen nanopartiküllerin beyin kanser hücre hattında incelendiği ilk çalıĢmadır.  

Anahtar sözcükler: Kara havuç, antosiyanin, enkapsülasyon, niozom, çift 

emülsiyon, neuro 2A, sitotoksik aktivite 
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ABSTRACT 

 

ENCAPSULATION OF BLACK CARROT EXTRACT WITH 

DIFFERENT TECHNIQUES AND DETERMINATION OF IN 

VITRO RELEASE KINETIC 

 

FĠDAN, Melike Nur Hilal  

 

MSc in Bioengineering. 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gaye Öngen 

September 2014, 102 pages 

Anthocyanins, that belong to the family of compounds known as flavonoids, 

are responsible for most of the red, blue, purple colors of plants and they have high 

antioxidant activities. The specific dark purple color of black carrot plant is also 

originating from anthocyanins. Anthocyanins have many identified health 

beneficial biological effects but they are sensitive to various factors such as heat, 

light, metal ions, pH, glucose and ascorbic acid present in the environment. In 

addition due to low absorption and fast metabolization in the body, bioavailability 

of these compounds are very low.  

In this thesis, stability and bioavailability of black carrot anthocyanins are 

intended to be improved via encapsulation techniques. Black carrot anthocyanins 

have a potential use in brain tumors. Therefore, the particle size of the encapsulated 

black carrot anthocyanins is targeted to 100 nm so that they can pass the blood 

brain barrier. For this purpose, firstly the extraction of the black carrot 

anthocyanins were carried out and the extract obtained was used in encapsulation 

studies. Double emulsion solvent evaporation and niosomes methods were used for 

encapsulation and the lowest particle sizes were obtained with niosomes. 

Three different parameters for niosome method were optimized with Central 

Composite Design (CCD) and the partical size of the final formulation obtained 

was about 130 nm. Selected niosome formulation was characterized and in vitro 
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release studies were carried out with the particles having 30% loading efficiency. 

Finally, cytotoxic activities of the result formulations were determined in 7 

different cell lines and it was found that on brain cancer cell line, Neuro-2A, 

particles showed high cytotoxic activity. 

This study is also the first detailed work for the encapsulation of black carrot 

anthocyanins at nanoparticle level, the optimization of the encapsulation method 

and the examination of the resulting nanoparticles on brain cancer cell line. 

Keywords: Black carrot, anthocyanin, encapsulation, niosome, double 

emulsion, neuro 2A, cytotoxic activity 
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1. GĠRĠġ  

Günümüzde her türlü bilgiye ulaĢım kolaylığı, özellikle sağlıkla ilgili 

konularda insanlar bilgilenme ve bilinçlenmeyi arttırmıĢtır. Her kesimden ve her 

yaĢtan insanın sağlıkla ilgili endiĢeleri bulunmakta ve bu endiĢeler artık doğal 

ürünlerin kullanımı ile giderilmek istenmektedir. Bitkisel kaynakların 

hastalıklardan korunmada ve hastalıkların tedavisinde kullanımı milattan önceki 

yıllara dayanıyor olsada bilimsel geliĢmeler ile etkileri ortaya konulan ‗doğal 

ürünler‘ oldukça popüler bir konu haline gelmiĢtir. 

Bitkilerde bulunan çeĢitli etkin maddelerin saflaĢtırılması ve biyolojik 

aktivitelerinin incelenmesi konusunda literatürde fazla sayıda çalıĢma 

bulunmaktadır. Bu etkin maddelerden biri de antosiyaninlerdir. Antosiyaninler 

bitkilerde, özellikle meyvelerde ve çiçeklerde bulunan kırmızı-mavi-mor renk 

pigmentleri olan yüksek antioksidan aktiviteye sahip fenolik bileĢenlerdir.  

Ahududu, böğürtlen, karadut, yaban mersini, kızılcık, viĢne,, frenk üzümü 

gibi üzümsü meyvelerde ve kara havuç, patlıcan, kara lahana, mor patates gibi 

mor-mavi sebzelerde oldukça yüksek miktarlarda antosiyanin bulunmaktadır. 

Antosiyaninleri bu kadar önemli ve çalıĢılmaya değer kılan ise oldukça fazla 

biyolojik aktiviteye sahip olmalarıdır. Antikanser, antikarsinojenik, vazoprotektif, 

anti-obezite, anti-diyabet, antienflamatuvar, antinörodejeneratif ve gastroprotektif 

etki bunlardan bazılarıdır (Galvano et al., 2007).   

Bununla birlikte antosiyaninlerin stabilite ve renginin, pH, sıcaklık, ıĢık, 

kopigmentler, metalik iyonlar gibi çevresel koĢullardan etkilendiği bilinmektedir 

(Sari et al., 2012). Ayrıca yapılan metabolizma çalıĢmalarında antosiyaninlerin 

biyoyararlanımlarının düĢük olduğu saptanmıĢtır (Marczyloet al., 2009). 

Belirlenen bu problemlere çözüm yaratmak amacıyla, literatür çalıĢmaları göz 

önüne alınarak bu tez çalıĢmasının kapsamı belirlenmiĢtir. Kara havuç bitkisinden 

elde edilen antosiyaninler farklı tekniklerle enkapsüle edilmiĢ, oluĢan 

nanopartiküllerin karakterizasyon çalıĢmaları yapılmıĢ, ekstre ve partiküllerin 

beyin tümör hücrelerine (Neuro 2A) karĢı sitotoksik aktivitesi incelenmiĢtir.  
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2. LĠTERATÜR ÖZETĠ 

2.1. Antosiyaninlerin Tanımı  

Antosiyaninler flavonoidler olarak adlandırılan,  bitki aleminde geniĢ ve 

yaygın olarak bulunan suda çözünür fitokimyasallar grubunun bir parçasıdır. 

Antosiyanin kelimesi, Yunanca anthos (çiçek) ve kyanos (mavi) kelimelerinden 

türemiĢtir. Bunlar esas olarak; bitkilerin meyve, çiçek, yaprak, kök gibi 

organlarında bulunan, bitkiye özgü pembe, kırmızı, mor, mavi gibi geniĢ 

aralıktaki renkleri veren doğal renk maddeleridir (Wang et al., 2008).  

Antosiyaninler grubu, birçok sebze ve meyvenin renkli olmasını sağlarlar ve 

500‘ den fazla sayıda bileĢik içermektedirler (McGhie and Walton, 2007). 

Antosiyaninlerin renkleri yapıya ve meyvenin asitliğine de bağlıdır. Çoğu 

antosiyanin asidik koĢulda kırmızı, düĢük asitli koĢulda ise maviye döner. Bu 

özelliklerinden dolayı antosiyaninler, asit-baz indikatörü olarak da 

kullanılabilmektedir (Vando et al., 2009). 

Elma, Ģeftali, böğürtlen, yabanmersini, viĢne, kan portakalı, kırmızı üzüm, 

ahududu, çilek, karpuz ve benzeri meyvelerde, kırmızı fasulye, havuç, lahana, 

biber, domates, mor soğan ve benzeri renkli sebzelerde antosiyanin varlığı tespit 

edilmiĢtir (Lila et al., 2004).  

2.1.1. Antosiyaninlerin kimyasal özellikleri 

Antosiyaninler; flavilyum ya da 2-fenil benzopirilyum tuzlarının glikozile 

polihidroksi ve polimetoksi türevleri olan polifenolik bileĢiklerdir. Kimyasal 

olarak glikozit yapıdadırlar ve glikozidin aglikon kısmına genel olarak 

‗antosiyanidin‘ denilmektedir. Genellikle antosiyanidinler, bitkilerde serbest 

formda değil Ģekerler ile oluĢturduğu glikozit ya da antosiyanin formunda 

bulunurlar. Aglikonlar nadiren taze bitkilerde bulunmaktadır. Her aglikonun farklı 

Ģeker gruplarıyla glikozidik yapı oluĢturabildiği, alifatik asitler veya aromatik 

asitlerle açillendiği düĢünüldüğünde bu Ģekilde oluĢabilecek çok sayıda 

kombinasyon vardır. Buna dayanarak, doğada sadece 23 adet antosiyanidin 
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bulunmasına rağmen; moleküldeki hidroksil grubu sayısına,  hidroksil gruplarının 

metilasyon derecesine,  moleküle bağlanan Ģeker sayısına ve  Ģekerin bağlanma 

pozisyonuna, ayrıca moleküldeki  Ģekere bağlanan alifatik ve aromatik asitlerin 

yapısına ve sayısına bağlı olarak birbirinden farklı 500‘ den fazla  antosiyanin 

oluĢmaktadır (Wu et al., 2006; Galvanoa et al., 2004; Castaneda-Ovando et al., 

2009). 

Bitkilerde yaygın olarak bulunan antosiyanidinler ise 6 adettir. Bunlar; 

siyanidin (Cy), delfinidin (Dp), petunidin (Pt), peonidin (Pn), pelargonidin (Pg), 

ve malvidin (Mv)‘ dir ve ortak olarak hepsi C6-C3-C6 karbon iskeletine 

sahiptirler (Giusti and Wrolstad, 2003). 

Bitkilerde en sık rastlanan antosiyanidinlerin kimyasal yapısı ve yapıya 

bağlı yan gruplar Çizelge 2.1‘ de sunulmuĢtur.  

Çizelge 2.1. Doğada en yaygın bulunan antosiyanidinlerin kimyasal yapıları ve yapıya 

bağlanan gruplar (Castaneda-Ovando et al., 2009; Damar, 2010) 

 

Antosiyanidinlere bağlanan Ģekerler glikoz, galaktoz, ramnoz, arabinoz gibi 

monosakkarit, rutinoz, gentibioz gibi disakkarit ve ya trisakkarit yapıda 

olabilmektedir. Bu Ģeker grupları genellikle 3-hidroksil veya 3,5-hidroksil 

pozisyonunda bağlanmakta, bazen de 7-hidroksil pozisyonunda yer almaktadır 

(Bagchi et al., 2004). Clifford‘ a göre (2000) Ģeker gruplarının antosiyanidinlere 

genel olarak bağlanma Ģekli ġekil 2.1‘ de gösterilmektedir.  
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ġekil 2.1.  Antosiyanidinlere Ģeker grubunun bağlanması (Clifford, 2000) 

Örneğin doğada en yaygın bulunan antosiyanin olan siyanidin 3-glikozit, 

siyanidinin 3. pozisyonuna bir glikozun bağlanmasıyla oluĢmaktadır. 

Antosiyaninlerin temel yapısını oluĢturan antosiyanidinler ve buna bağlı Ģeker 

grupları dıĢında bazen üçüncü bir bileĢen olan açil asit grupları da 

bulunabilmektedir. Aromatik asitlerden yaygın olarak p-kumarik, ferulik, kafeik, 

sinapik ve gallik asit bulunurken alifatik asitlerden ise malonik, asetik, malik, 

suksinik ve okzalik asit bulunabilmektedir (Timberlake and Bridle, 1980; Mazza, 

2007). 

Tüm bu değiĢkenler antosiyanin grubuna ait bileĢiklerin sayıca çok olmasını 

açıklamakla birlikte araĢtırmacılara birçok farklı bitkinin antosiyanin 

kompozisyonu ile ilgili çalıĢma yapma fırsatı yaratmaktadır. 

2.1.2. Antosiyaninlerin biyolojik özellikleri 

Renk niteliklerinin ve güçlü antioksidan özelliklerinin yanında insanlar 

üzerindeki biyolojik etkileri antosiyaninlere olan ilgiyi arttırmıĢtır. 

Antosiyaninlerin çeĢitli hastalıkların tedavisinde olumlu etkilere sahip olduğu 

rapor edilmiĢ ve biyolojik özelliklerinin kendilerine özgü kimyasal yapılarına 

bağlı olduğu belirtilmiĢtir (Kong et al., 2003). 
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Genel olarak antosiyanin ekstraklarının sağlık üzerindeki olumlu etkileri; 

görme keskinliğinin arttırılması, kardiyovasküler hastalıklardan koruma, kalp 

sağlığını koruma, göz fonksiyonlarını koruma, antikanserojenik, antioksidan, 

antibakteriyal, antienflamatuar, antiülser, antidiyabetik aktivite olarak 

bildirilmiĢtir (Wallace, 2011; Mazza, 2007; Ghosh and Konishi, 2007).  

Antosiyanin ekstraktlarının en önemli özelliği ise antioksidan aktiviteye 

sahip olmalarıdır. Yapılan çalıĢmaların büyük bir kısmı farklı sebze ve 

meyvelerden elde edilen antosiyanin ekstrelerinin antioksidan özelliğinin 

belirlenmesi üzerinedir (Bagchi et al., 2004). Antosiyaninler elektron eksikliği 

sebebiyle reaktif oksijen türlerine (ROS) karĢı oldukça fazla reaktiftirler. 

Antosiyaninlerin doğal elektron eksikliği bu bileĢikleri reaktif hale getirmekle 

birlikte pH ve sıcaklık değiĢikliklerine karĢı çok duyarlı hale getirmektedir. 

Fizyolojik pH‘ daki kararsızlığı ile ilgili bazı endiĢeler olmasına rağmen 

antosiyaninler doğal bileĢikler listesinde güçlü antioksidanlar olarak yer 

almaktadırlar. Bu maddelerin antioksidan etkilerinin farklı kimyasal yapıları 

tarafından modüle edildiği söylenmektedir (Galvanoa et al., 2004).  

Antosiyaninlerin bahsedilen çeĢitli biyolojik aktivitielerinden biri olan anti-

diyabetik özelliği üzerine bir çalıĢmayı Jayaprakasam et al. (2005) 

gerçekleĢtirmiĢtir.  Yaptıkları çalıĢmada meyve ve sebzelerden izole ettikler ve 

saflaĢtıdıkları antosiyaninleri tip-2 diyabet (insülinden bağımsız diyabet) 

tedavisinde kullanılabileceği ortaya konulmuĢtur.  

Yıllardır kırmızı Ģarabın kalp hastalıklarına karĢı koruyucu etkisi üzerine 

çalıĢmalar sürdürülmektedir ve son yıllarda bu etkinin Ģarap içerisindeki 

antosiyaninlerden kaynaklandığına dair veriler güç kazanmaktadır (Bakowska-

Barczak, 2005). 

Antosiyaninlerin oldukça farklı ve çok sayıda biyolojik aktiviteye sahip 

olmaları bu doğal bileĢiklerin biyoyararlanım (absorbsiyon, metabolik yol ve 

boĢaltım) mekanizmaları ve biyoaktivitesi üzerine yapılan çalıĢmalara oldukça hız 

kazandırmıĢtır  (Bitsch et al., 2004). 
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2.1.3. Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen faktörler  

Antosiyaninlerin stabilitesi, pigment konsanstrasyonu ve yapısı, pH, 

sıcaklık, ıĢık, kopigmentler, enzimler, metalik iyonlar, askorbik asit, Ģekerler ve 

bunların bozunma ürünleri gibi birçok faktör tarafından belirlenmektedir. 

Antosiyanin pigmentlerinin kaybı özellikle oksijen varlığında, çeĢitli enzimlerin 

varlığında ve yüksek sıcaklık içeren iĢlemler sonucu gerçekleĢebilmektedir 

(Brouillard, 1982; Mazza and Brouillard, 1990).   

Antosiyaninler reaktif bileĢiklerdir, kolaylıkla bozunabilirler, diğer 

bileĢiklerle reaksiyona girebilirler, bunun sonucunda renksiz ve ya kahverengi 

bileĢiklere dönüĢebilirler. Bu nedenle koruyucu önlemler alınmadığı sürece 

antosiyaninlerin bitki hücrelerinden izole edildiği haliyle stabilitesini koruması 

mümkün değildir (Frank et al., 2012). 

Antosiyaninler flavanoid olmasına rağmen biyokimyasal yapıları diğer 

flavanoid bileĢiklerine göre daha komplekstir. Molekül yapısına bağlı olarak, bazı 

antosiyaninler diğerlerine göre daha stabildir. Aglikona bağlanan glikozil grubu 

ve açil grupları ile bağlanma bölgeleri antosiyanin molekülünün stabilitesini ve 

aktivitesini önemli ölçüde etkilemektedir (Mcghie and Walton, 2008; Jackman et 

al., 1987). 

Yapılan araĢtırmalarda glikozilasyon ve açillenme durumunun moleküle 

stabilite kazandırdığı belirtilmiĢtir (Malien-Aubert et al., 2011). Ayrıca 

aglikondaki hidroksil ve metoksil gruplarının sayısı ve konumu ile hidroksilasyon 

derecesi de bu pigmentlerin kimyasal yapısını ve stabilitesini etkilemektedir. 

Genellikle antosiyaninlerin stabilitesi B halkasındaki metoksil sayısı arttıkça 

artarken, hidroksil sayısı arttıkça azalmaktadır. Dolayısıyla yüksek 

metoksilasyona sahip olan malvinidin antosiyanidinler arasında en stabil tür 

olduğu belirtilirken, malvidini sırasıyla peonidin, petunidin, siyanidin ve 

delfinidin takip etmektedir (Cavalcanti et al., 2011; Malien-Aubert et al., 2011). 
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2.1.4. Antosiyaninlerin stabilite sorunu 

Antosiyaninlerin stabilitesinin birçok çevresel faktörden etkilendiği Bölüm 

2.1.3‘ de  açıklanmıĢtır. Bununla birlikte çok çeĢitli biyolojik aktivitelere sahip 

olmaları ve kolay ulaĢılabilir olmaları antosiyaninleri oldukça önemli kılmaktadır. 

Bu nedenle literatürde, antosiyaninleri çevresel etkilerden koruyacak ve 

stabilitesini arttıracak çalıĢmalara sıkça rastlanmaktadır (Betz and Kulozik, 2011, 

Jeong and Na, 2012; Akhtar et al., 2014).  

Antosiyaninlerin stabilizasyon mekanizması iki Ģekilde 

gerçekleĢtirilmektedir. Bunlar; birleĢme tepkimeleri (association reactions) ve 

enkapsülasyondur. BirleĢme tepkimeleri kısaca baĢka antosiyaninlerle tepkime ile, 

kopigmentasyon ile veya metallerle kompleks oluĢtururak antosiyaninlerin 

stabilitesinin arttırılması ve renk kayıplarının önlenmesini içermektedir 

(Cavalcanti et al., 2011). BirleĢme tepkimeleri daha çok gıda sanayinde renk 

kayıplarının önlenmesi için kullanılmaktadır. Örneğin Ģarapların daha uzun süre 

renklerinin korunması ve raf ömrünün uzatılması için birleĢme tepkimeleri 

kullanılarak stabilizasyon sağlanmaktadır.  Fakat bu tepkimeler antosiyaninlerin 

biyolojik aktivitelerini de etkilemektedir (He et al., 2012). Bu nedenle son yıllarda 

biyoteknolojik geliĢmelerle paralel olarak stabilizasyon çalıĢmalarında 

enkapsülasyon teknolojisi sıkça kullanılmaktadır. Antosiyaninler ile yapılan 

enkapsülasyon çalıĢmaları kısaca aĢağıda açıklanmıĢtır.  

 Yaban mersini antosiyaninlerinin peynir altı suyu proteini ile 

mikroenkapsülasyonu (Betz and Kulozik, 2011), 

 Siyah frenk üzümü antosiyaninlerinin püskürtmeli kurutucu ile 

mikroenkapsülasyonu (Bakowska-Barczak and Kolodziejczyk, 

2011) 

 Nar antosiyaninlerin püskürtmeli kurutucu ile mikroenkapsülasyonu 

ve mikrokapsüllerin yoğurtta kullanımı (Robert et al., 2010) 

 Siyah soya fasulyesi antosiyaninlerinin kondroitin sülfat ile 

nanokompleks oluĢturulması ve sitotoksik aktivitesinin incelenmesi 

(Jeong and Na, 2012) 
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 H. Sabdariffa (kerkede) bitkisinin antosiyaninlerinin döner diskli 

reaktör teknolojisi kullanılarak çoklu emülsiyon enkapsülasyonu 

(Akhtar et al., 2014) 

 Jabuticaba meyvesinin antosiyaninlerinin süperkritik CO2 teknolojisi 

kullanılarak enkapsülasyonu (Santos et al., 2013) 

 Böğürtlen antosiyaninlerinin termal jelasyon ile enkapsülasyonu 

(Ferreira et al, 2009) 

Bitkisel kaynaklardan elde edilen antosiyaninlerin enkapsülasyonu 1990‘ lı 

yıllardan bu yana çalıĢılmaktadır (Mazza and Brouillard, 1990). Farklı tekniklerle 

ve farklı kaplama materyalleriyle yapılan bu enkapsülasyon çalıĢmalarının amacı 

antosiyaninleri gıda sanayinde renklendirici olarak kullanmak ve antioksidan 

aktivitelerinden yararlanmaktır.  

Antosiyaninlerin enkapsüle edilerek biyolojik aktivitesinin incelenmesi 

Zhang et al. (2014)‘ ın yaptığı çalıĢma ile baĢlatılmıĢtır. Zhang et al. (2014) 

gerçekleĢtirdiği çalıĢmada siyanidin-3-glikoziti ferritin proteini ile kaplayarak 

termal ve ıĢık kaynaklı bozunmaları engelleyebileceğini ayrıca bu kaplama 

iĢleminin siyanidin-3-glikozitin hücresel alımını engellemeyeceğini belirtmiĢtir. 

2.1.5. Antosiyaninlerin biyoyararlanımı 

Antosiyaniler bitkilerde sekonder metabolit olarak üretilen ve günlük 

diyetin içerisinde alınan polifenolik bileĢiklerdir. Bu metabolitlerin sağlığa 

faydaları keĢfedildikçe biyolojik aktivitelerine olan ilgi de artmaktadır. Bununla 

birlikte yararlı etkileri keĢfedebilmek ve maksimize edebilmek için 

biyoyararlanımın (absorbsiyon, metabolizma ve boĢaltım) anlaĢılması 

gerekmektedir (Matuschek et al., 2006).  

Biyoyararlanım farklı yollarla tanımlanabilmektedir, yaygın olarak kabul 

edilen tanımı ile biyoyararlanım absorbe edilen, metabolik yollarla sindirilen ve 

metabolize edilen etkin madde miktarıdır. Bu sebeple besin veya gıda 

takviyelerindeki besin miktarını bilmek değil, bunun ne kadarının biyoyararlanım 

gösterdiğini bilmek önemlidir (Sirinivasan, 2001).  
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Bitkilerde en yaygın olan antosiyaninler, insanlarda emilmediği 

düĢünülen,3-glikozit veya 3,5-di-glikozit formunda bulunmaktadırlar. 90‘lı 

yıllardakibu düĢünce nedeniyle, insanlarda besinsel antosiyaninlerin 

farmakokinetik çalıĢmaları göz ardı edilmiĢtir. Fakat HPLC metodolojilerinin 

geliĢmeleri ile plazmada antosiyaninlerin analizi yapılmıĢ böylece insanlarda 

absorbsiyon ve biyoyararlanımın olduğu kanıtlanmıĢtır (Cao and Prior, 1999; 

Milbury et al., 2002). 

Antosiyaninlerin biyoyararlanımı flavonoller (quercetin glikozitleri) gibi 

diğer flavonoidlere göre bazı önemli yönleri ile farklılık göstermektedir. McGhie 

and Walton(2007) araĢtırma grubu ilk olarak görünen biyoyararlanımın düĢük 

olduğunu ve bazen enjekte edilen dozun sadece %0.1 ‗e idrarda rastlandığını 

çalıĢmalarında belirtmiĢtir. Aynı grup biyoabsorbsiyonun hızlıca gerçekleĢtiğini, 

plazmadaki tmax‘ ın 15-60 dakika ve boĢaltımın 6-8 saat içerisinde 

tamamlandığını da ortaya koymuĢtur. . Bu veriler antosiyaninlerin midede 

emildiği görüĢünü ortaya çıkarmıĢtır. Bir diğer elde edilen sonuç ise, bozulmamıĢ 

antosiyanin glikozitlerinin absorbe edildiği, dolaĢım sistemi ile dağıldığı ve idrar 

ile atıldığıdır. Antosiyaninlerin biyoaktivitesi için öncelikle ele alınması gereken 

konunun düĢük biyoyararlanım sorunun çözümü ile ilgili olması gerektiğine dair 

görüĢler günümüzde önem kazanmaktadır.(McGhie and Walton, 2007). 

Hayvanlar üzerinde yapılan birçok çalıĢma antosiyaninlerin daha çok 

bozulmamıĢ glikozidik formuyla absorbe edildiğini ve 0.25-2 saat içerisinde 

hızlıca dolaĢım sistemine ulaĢtığını ortaya koymuĢtur. Örneğin, farelerde, 

Vaccinium myrtillus’ dan elde edilen antosiyaninlerin tek bir oral uygulaması 

sonrası (400mg/kg vücut ağırlığı) sadece 15 dakika sonra plazma konsantrasyonu 

maksimum seviyesine ulaĢmıĢ (2–3 µg/mL) ve sonrasında 2 saat içerisinde hızlıca 

azalmıĢtır (Morazzoni et al., 1991).  

Miyazawa et al. (1999) yaptıkları çalıĢmada farelere kırmızı meyve 

antosiyaninin ağızdan uygulanması ile (320mg siyanidin-3-glikozit/kg BW) 

bozulmamıĢ (intact) antosiyaninlerin plazmadaki hızlı görünümü (appearance) 

(Cmax:1.8µg/ml @ 15 dakika) mide entübasyonu yoluyla doğrulanmıĢtır.  
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Bu sonuçlar Tsuda et al. (1999) bir çalıĢması ile kanıtlanmaktadır. Farelere 

ağızdan siyanidin-3-glikozit (400mg/kg BW) uygulanması sonrası, bozulmamıĢ 

form hızlıca plazmada saptanmıĢ (Cmax:0.14 µg/ml @ 30 dakika), aglikon 

siyanidin jejunumda (bağırsakta) saptanmasına rağmen plazmada tespit 

edilmemiĢtir. Plazmada rastlanmamasına rağmen bağırsakta aglikon siyanidinlerin 

tespit edilmesi, siyanidin-3-glikozitin ince bağırsakta β-glikozidazlar tarafından 

hidrolize edildiği görüĢü ile açıklanmıĢtır (Tsuda et al., 1999). Buna ek olarak 

plazmada siyanidin-3-glikozit miktarından 8 kat daha yüksek konsantrasyonda 

protokateĢik asit (protocatechuic acid) bulunmuĢ ve araĢtırmacılar tarafından 

bunun siyanidinin degredasyonu sonucu oluĢtuğu düĢünülmüĢtür.  

Matuschek et al. (2006) farelerde yaptıkları çalıĢmada siyanidin-3-glikozit‘ 

in bağırsaklarda emildiğini gösterilmiĢtir. C3G için esas emiliminin jejunum (ince 

bağırsağın üst kısmı) da gerçekleĢtiğini belirtmiĢlerdir. Çizelge 2.2 ‗de 15 gün 

boyunca böğürtlen antosiyaninlerince zengin diyet uygulanan farelerin 

dokularının antosiyanin içerikleri sunulmuĢtur. 

Çizelge 2.2. 15 gün boyunca böğürtlen antosiyaninlerince zengin diyet uygulanan farelerin 

dokularının antosiyanin içerikleri (Talavera et al., 2005) 

Doku Siyanidin-3-glikozit 

kons. 

Toplam 

antosiyanin 

kons. 

  nmol C3G/ 

 g doku 

nmol C3G 

eĢleniği/ g doku 

   

mide 62.9 68.6 

ince bağırsak (jejunum) 484 605 

böbrek 2.16 3.27 

karaciğer 0.05 0.38 

beyin 0.21 0.25 

   

   

 nmol C3G/ 

ml plazma 

nmol C3G eĢleniği/ 

ml plazma 

plazma 0.15                                               0.36 

 

Talavera et al. (2005) farelerde yaptıkları çalıĢmada antosiyaninlerin 

böbrek, karaciğer ve beyine ulaĢan miktarların çok az oranlarda olduğunu ortaya 
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koymuĢtur (Çizelge 2.2). Antosiyaninlerin midede ve yaklaĢık % 80‘ lık bir 

kısmının da ince bağırsakta emildiği sonucuna varılmıĢtır.  

Üriner boĢaltım ölçümleri de biyoyararlanımın belirlenmesinde 

kullanılabilmektedir. Örneğin frenküzümünden saflaĢtırılmıĢ 3 farklı antosiyanin 

(delphinidin-3-O-b-rutinoside, cyanidin-3-O-b-rutinoside, cyanidin-3-O-b-

glucoside) farelere ağızdan uygulandıktan sonra direk kana absorbe edilmiĢ (tmax 

@ 0..5-2 s) ve yine glikozile formda idrar ile atılmıĢtır. Yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisinde yapılan analizler sonucu kromatogramlarda baĢka bir pik veya 

olası metabolit tespit edilmemiĢtir (Matsumoto et al., 2001). Aynı çalıĢmada 

antosiyanin ve diğer metabolitlerine uygulamadan 20 dakika sonra safrada 

rastlanmıĢtır bu da antosiyaninlerin hızlı bir Ģekilde emildiği ve metabolize 

edildiği sonucunu destekler niteliktedir. Ancak bütün bunlarla birlikte düĢük 

biyoyararlanım ve pH‘ a bağlı bozunmalar nedeniyle ağız yolu ile tüketim sonrası 

yeterli konsantrasyonda biyoaktif antosiyanin hedef bölgeye ulaĢamamaktadır. 

Antosiyaninlerin belirgin bir biçimde farmakolojik etkilerini gösterebilmeleri için 

diyet içerisinde yeterince zengin olmaları gerekmektedir.  

Hayvanlar ve insanlar üzerinde yapılan çoğu çalıĢma göstermiĢtir ki mideye 

gelen antosiyaninlerin emilimi yetersiz kalmakta ve çoğu tüketimden birkaç saat 

sonra gastrointestinal sistemde yok olmaktadır (Wang et al., 2013). Bu maddelerin 

enkapsülasyonu ile hedef bölgelerde biyoaktif antosiyaninlerin stabilitesinin daha 

uzun süre korunması ve tümör hücrelerinin büyümesinin inhibisyonu gibi yararlı 

etkilerinin daha fazla gösterilmesi sağlanabilir (Oidtmann et al., 2012). 

2.2. Siyanidin-3-glikozit  

Krizantemin, glikosiyanidin, asterin, siyanidol-3-glikozit, siyanidin-3-

monoglikozit gibi farklı isimlerle de anılan siyanidin-3-glikozit, en çok bilinen ve 

en çok araĢtırılan antosiyanindir (Scordino et al., 2004). Moleküler yapısı Ģekil 

2.2.‘ deki gibi olan siyanidin-3-glikozit‘ in, moleküler formülü C21H21O11 Ģeklinde 

olup moleküler ağırlığı 449.4 g/mol ‗ dür (PubChem Compound, 2014).  
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Siyanidinin 3. pozisyonuna glikoz molekülünün bağlanması ile siyanidin-3-

glikozit antosiyani oluĢmaktadır. Ġnsan sağlığı için potansiyel yararları nedeniyle 

birçok çalıĢma C3G‘ in biyolojik aktivite ve etkileri üzerinde yoğunlaĢmıĢtır 

(Wang et al., 2008; Munoz-Espada and Watkins, 2006). 

 

ġekil 2.2. Siyanidin-3-glikozit‘ in molekül yapısı 

2.2.1. Siyanidin-3-glikozit’ in biyolojik aktiviteleri 

Siyanidin-3-glikozit‘ in çok çeĢitli biyolojik aktiviteleri yapılan bilimsel 

çalıĢmalar ile kanıtlanmıĢtır. Bunlardan bazıları Çizelge 2.3‘ de kısaca 

belirtilmiĢtir.  

Çizelge 2.3. Siyanidin-3-glikoztit‘ in çeĢitli biyolojik aktiviteleri 

Biyolojik aktivite Kaynak 

Ġnsan adenokarsinoma (MDA-MB-231) hücrelerini akrilamid 

kaynaklı oksidatif strese karĢı koruma  

Song et al, 

2013 

Ġnsan gastrik kanser hücre hattında (SGC7901) anti-tümör aktivite Sun et al, 

2012 

Ġnsan fibroblastlarında mikotoksin (Ochratoxin A) kaynaklı DNA 

hasarına karĢı koruyucu etki  

Russo et 

al, 2005 

Meme kanseri hücrelerinin (MCF7) alkol sebepli yayılım ve 

çoğalımının inhibisyonu  

Xu et al, 

2010 

Ġnsan bağırsak hücrelerinde (HT-29) sitokin tetikli enflamasyon Serra et 
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cevabının baskılanması  al., 2013 

Ġnsan akciğer kanser hücre hattında (A549) göçün (migrasyon) ve 

yayılımın inhibisyonu 

Chen et 

al., 2006 

Ġskemik/reperfüzyon beyin hasarı olan farelerde postiskemik 

hasarın engellenmesi 

Giacomo 

et al, 2012 

Gastrik epitelyum hücrelerinde (KATO III) Helicobacter pylori 

kaynaklı hücre ölümlerinin azaltılması  

Kim et al., 

2014 

Oksijen-glikoz eksikliğine karĢı nöroprotektif etki (sinir hücrelerini 

koruyucu etki) 

Bhuiyan et 

al., 2011 

Farelerde obezitenin engelleme ve hiperglisemiyi iyileĢtirici etki Tsuda et 

al, 2003 

Ġnsan akciğer karsinoma hücrelerinde (A549), deri tümörlerinde 

kemopreventif ve kemoterapötik etki  

Ding et al, 

2006 

Ġnsan yumurtalık kanser hücre hattında (HO-8910PM) anti-tümör 

aktivite 

Zeng et al, 

2012 

 

Çizelge 2.3‘ de görüldüğü üzere yapılan çalıĢmalar daha çok antikanser etki 

üzerine yoğunlaĢmıĢtır. Bununla birlikte siyanidin-3-glikozitin sadece antikanser 

etki değil birçok farklı biyolojik etkileri de çalıĢılmaktadır. Bunlardan biri, 

hücrelerin neoplastik hücre transformasyonu ve moleküler mekanizmasına karĢı 

koruyucu etkisi üzerinedir. Song et al. (2012) siyanidin-3-glikozit ve siyanidinin 

antikarsinojenik (normal hücrelerin kanser hücrelerine dönüĢmesi) etkisini 

araĢtırmıĢtır. AraĢtırma sonucunda özellikle siyanidinin fosfatidil 3-kinaz (PI3K) 

aktivitesini baskılayarak hücresel dönüĢümü ve tümör geliĢimini inhibe ettiği 

sonucuna ulaĢmıĢtır (Song et al., 2012). 

Bir diğer farklı çalıĢmada kiraz meyvesinden ekstrakte edilen siyanidin-3-

glikozit‘in fokal serebral iskemiye sahip farelerde nöroproktektif etkileri 

incelenmiĢtir (Min et al., 2011). Serebral iskemi beyne giden damarlardaki kan 

akĢının birden azalması veya kesilmesi olayına verilen addır ve serebral iskemi 

sırasında beyne yeterli oksijen ve glikoz gitmediği için halk arasında felç olarak 

adlandırılan hastalık ile sonuçlanabilmektedir. Bu çalıĢmada öncelikle kobay 

farelerin beyinlerinde sürekli orta serebral arter tıkanıklığı oluĢturulmuĢ ve 
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ardından ağız yoluyla siyanidin-3-glikozit (2mg/kg C3G) verilmiĢtir. 24 saatin 

sonunda ölü dokunun miktarının ve süperoksit düzeylerinin belirlenebilmesi için 

beyin kesip çıkarılmıĢtır. DıĢarıdan müdahale ile tedavi edilen ve sadece 

siyanidin-3-glikozit verilen farelerin beyin dokuları incelendiğinde siyanidin-3-

glikozit ile tedavi edilenlerde ölü dokunun %27 daha az olduğu ve süperoksit 

seviyesinin daha düĢük olduğu belirlenmiĢtir. Sonuç olarak veriler, siyanidin-3-

glikozit‘in farelerde fokal serebral iskemiye karĢı beyni koruduğunu ve bu etkinin 

iskemi sonrası süperoksit seviyesinin azaltılması aracılığı ile olabileceğini 

gösterilmiĢtir (Min et al., 2011).  

Son zamanlarda siyanidin-3-glikozit ile yapılan farklı bir uygulama da Lee 

ve ark. (2014) tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Dut meyvesinden elde edilen 

siyanidin-3-glikozit sıçanlarda N-metil-N-nitrosurea kaynaklı retina bozulmasını 

azaltmak için kullanılmıĢtır. Deneysel retina bozunumu için N-metil-N-nitrosurea 

(MNU)  (50 mg/kg) intraperitoneal enjeksiyon ile farelere uygulanmıĢ ve ardından 

duttan elde edilen C3G (50 mg/kg) ağız yoluyla uygulanmıĢtır. C3G ‗ nin retinal 

dejenerasyona olan etkisi hematoksilin boyama, eozin boyama ve 

elektroretinografi ile histolojilk ve fonksiyonel olarak incelenmiĢtir. Sadece MNU 

enjeksiyonu yapılan farelerde, dıĢ nükleer tabakada belirgin fotoreseptör azalıĢları 

gözlenirken C3G uygulananlarda bu tabakanın oldukça iyi bir Ģekilde korunduğu 

belirlenmiĢtir. Ġmmünohistokimyasal testler sonucunda da C3G verilen farelerin 

retinalarındaki hasarın en aza indirgendiği tespit edilmiĢtir (Lee et al., 2014). 

2.3.  Enkapsülasyon Teknolojisi ve Yöntemleri 

Enkapsülasyon katı, sıvı ve ya gaz halindeki maddelerin kaplanarak 

kapsüller içinde tutulması ile belirli koĢullarda ve belirli hızlarda bunların 

salınmasını sağlayan teknolojidir. Kaplanan  madde ―aktif‖ veya ―öz‖ , kaplamada 

kullanılan malzeme ise ―kabuk‖, ―taĢıyıcı‖ veya ―enkapsülant‖ olarak 

adlandırılmaktadır (Wang et al., 2009; Nedovic et al., 2011).   

Enkapsülasyon ile depolama veya iĢleme sırasında meydana gelen aktivite 

kayıpları, kötü aroma, koku oluĢumu, yapı bozulması, enzim aktivitesi kaybı 

azaltılabilir veya engellenebilirken, nem kontrolü, oksidasyona karĢı koruma, 
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çoklu aktif içeriklerin kontrollü salımı gerçekleĢtirilebilir ve biyoyararlanım 

arttırılabilmektedir. (Carvajal et al., 2010; Nedovic et al., 2011). 

Enkapsülasyon teknolojisinin gıda, kimya, ziraat, yem, tıp, eczacılık, 

veterinerlik, biyoteknoloji gibi birçok uygulama alanı bulunmaktadır (Narang et 

al., 2007; Nedovic et al., 2011, Çoruhli, 2013).  King (1995) ‗ e göre genel olarak 

bir sınıflandırma yapıldığında enkapsülasyon çeĢitleri: 

 Nanoenkapsülasyon (10-1000 nm)  

 Mikroenkapsülasyon (0.1-5,000 µm)  

 Makroenkapsülasyon (5,000 µm‘den büyük)‘ dur. 

Mikroenkapsülasyon ve makroenkapsülasyon genel olarak gıdaların farklı 

karbonhidrat ve yağlar ile kaplanmasında, raf ömrünü arttırmak, besin değerini 

yükseltmek, sindirilebilirliği sağlamak, olgunlaĢma süresini kısaltmak gibi birçok 

amaçlarla uygulanmaktadır. Tıp, eczacılık ve biyoteknoloji alanlarında ise 

kontrollü salım sistemleri, organ-doku hedefli ilaç tasarımı ve benzeri 

çalıĢmalarda nanoenkapsülasyon teknolojisi kullanılmaktadır (Gökmen ve ark., 

2012; Danhier et al., 2012). 

2.3.1. Enkapsüle edilen etken maddeler 

Enkapsülasyon teknolojisinde belirlenen amaç doğrultusunda pek çok aktif 

madde enkapsüle edilerek korunabilmektedir. Enkapsülasyon uygulamalarında en 

çok kullanılan aktif bileĢenler; vitaminler, mineraller, enzimler, proteinler, 

organik asitler, probiyotikler, prebiyotikler, esansiyel yağlar, tatlandırıcılar, 

koruyucular, renklendiriciler, aromalar, yağ asitleri (ω-3, konjuge linoleik asit), 

karotenoidler (β-karoten, likopen), antioksidanlar (tokoferol, flavonoidler, 

polifenoller) ve ilaç etken maddeleridir (Nedovic et al., 2011, Narang et al., 2007, 

Danhier et al., 2012). 

2.3.2. Enkapsülasyon formülasyonlarında kullanılan polimerler 

Enkapsülasyon formülasyonlarında yararlanılan polimerler,  biyobozunur 

veya biyobozunmaz özelliklerine göre sınıflandırılmaktadırlar (Çizelge 2.4). 
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Biyobozunur polimerler, enzimatik veya farklı bozunma yolları ile vücutta 

hedeflenen etki bölgesinde etkin madde salımını istenen sürede gerçekleĢtirdikten 

sonra parçalanarak biyouyumlu ve toksik olmayan metabolitlere dönüĢürler. Bu 

bozunma sonrası açığa çıkan metabolitler, normal fizyolojik yollarla kolayca 

vücuttan atılırlar. Biyobozunur polimerlerin daha çok tercih edilmesinin diğer 

nedenleri ise; yüzey modifikasyonlarının kolay olması, termoplastik özellikte 

olmaları, kontrollü bozunma hızı ve hidrofilik özelliğe sahip olmalarıdır. Bu 

sebeple kontrollü salım sistemlerinde ve hedeflendirilmiĢ etken madde taĢıyıcı 

sistemlerin hazırlanmasında biyobozunur polimerler kullanılmaktadır (Erdoğan, 

2008).    

Çizelge 2.4. Biyobozunur polimerler 

Sentetik Biyobozunur Polimerler  Poliortoesterler  

 Polianhidridler  

 Poliamidler  

 Polialkilsiyanoakrilatlar  

 Poliesterler:   

              Laktid/glikolidler  

        Polikaprolaktonlar  

 Polifosfosfazenler  

 Psödopoliaminoasitler 

Doğal Biyobozunur Polimerler  Proteinler:   

a.  Albumin,   

b.  Globulin,   

c.  Jelatin,   

d.  Kollajen,   

e.  Kazein  

 Polisakkaritler:   

a.  NiĢasta  

b.  Selüloz  

c.  Kitosan  

d.  Dekstran  

e.  Aljinik asit 
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Biyobozunmaz polimerler, etken maddenin salımı gerçekleĢtikten sonra 

uygulama bölgesinden uzaklaĢtırılmalarının zor oluĢu, toksik olmaları ve sabit 

salım hızının elde edilemeyiĢi gibi sorunlardan dolayı daha az tercih 

edilmektedirler (Jalil and Nixon, 1990; Danhier et al., 2012). 

2.4. Nanopartiküller                                           

Nanopartiküller, boyutları 10-1000 nm (1µm) aralığında değiĢen, doğal ya 

da sentetik yapıdaki polimerlerle hazırlanan partiküler sistemlerdir. 

Nanopartiküller,  ilaç etken maddeleri, vitaminleri, yağları, proteinleri ve 

enzimleri içeren çok çeĢitli formülasyonların hazırlamasında kullanılabilmektedir. 

Nanopartikül çeĢidine göre ilacı ya da biyolojik olarak etkin olan bir maddeyi; 

içinde çözünmüĢ Ģekilde, polimerik matriks içinde hapsederek, aktif kısmı 

adsorbe ettirerek ya da yüzeye konjugasyon yoluyla taĢıyabilmektedirler (Yücel, 

2010; Mohanraj and Chen, 2006). 

Nanopartiküller, biyobozunur, biyouyumlu, nontoksik gibi avantajlı 

biyolojik özelliklere sahiptirler. Hem hidrofilik hem de hidrofobik maddelerin 

enkapsülasyonuna olanak sağlarlar. Nanopartiküller küçük boyutları sayesinde 

retiküloendotel sistem (RES) hücreleri tarafından tanınmadıkları için kanda kalıĢ 

süreleri uzun olmakta ve ince kapillere kadar derin dokulara nüfuz 

edebilmektedirler. Nanopartiküller vücutta çeĢitli hücreler tarafından alınabilir ve 

bağ dokuya kadar penetre olabilirler. Böylece, vücutta birçok organa (örneğin; 

karaciğer, dalak, akciğer, lenf, beyin vb.) hedeflemeye olanak sağlarlar. Ayrıca 

partikül yüzeyinin modifikasyonu ile biyospesifik liganglara konjuge olarak hedef 

doku veya organa yönlendirme yapılabilir (Kaur et al., 2008; Shivashankara et al., 

2012; Mohanraj and Chen, 2006).  

2.5. Nanopartikül Üretiminde Kullanılan Teknikler 

2.5.1. Emülsiyon oluĢturma 

Emülsiyonlar, en basit anlamda birbiri ile karıĢmayan en az iki sıvının, 

birbiri içerisinde damlacıklar halinde dağıldığı heterojen sistemlerdir. Farmasötik 
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ve kozmetik alanda, birbiri ile geçimsiz iki maddeyi tek bir formülasyonda 

bulundurmak ve çevresel etkenlerden maddeleri korumak fikri ile ortaya çıkan 

emülsiyonlar, günümüzde, diğer taĢıyıcı sistemlere olan üstünlüğünü 

korumaktadır. Emülsiyon sistemlerde en az iki faz bulunur, bunlar; yağ fazı ve su 

fazıdır. Emülsiyon oluĢturma ile enkapsülasyon teknikleri, emülsiyon sayısına 

göre, emülsiyonların içeriğine ve sıralamasına göre farklı isimlendirilmektedir 

(Narang et al., 2007). Emülsiyon oluĢturma yöntemi ile partikül üretimini 

etkileyen faktörler aĢağıda sunulmuĢtur (Jain, 2000; ġimĢek, 2010):  

•  Enkapsüle edilecek etkin maddenin fizikokimyasal yapısı ve çözünürlük  

    özellikleri,  

•  Polimer deriĢimi, bileĢimi ve moleküler ağırlığı,  

•  Etkin madde/polimer oranı,  

•  Kullanılan organik çözücü, emülsifiye edici ajanın yapısı ve deriĢimi,  

•  Sıcaklık,  

•  KarıĢtırma hızı ve süresi,  

• Fazların hacimsel oranları  

2.5.1.1. Tek emülsiyon yöntemi 

Tek emülsiyon yönteminde polimer, su ile karıĢmayan ve uçucu olan 

organik bir çözücü içerisinde çözdürülmektedir. Ardından etken madde bu 

çözeltiye eklenerek bir karıĢım oluĢturulmaktadır. Ġçerisinde uygun miktarda 

emülsifiye edici ajan bulunan su fazı ile etkin madde-polimer-çözücü karıĢımı 

(organik-yağ fazı) sabit karıĢtırma hızı ve uygun sıcaklık koĢullarında 

karıĢtırılmaktadır. Su fazı, organik faz içerisine eklendiğinde yağ içinde su (Y/S), 

organik faz su fazı içerisine eklendiğinde ise su içinde yağ (S/Y) tipi emülsiyonlar 

oluĢmaktadır (ġekil 2.3) (Guy, 2007; Erdoğan, 2008; Narang et al., 2007). 
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 Partikülleri elde etmek üzere çözücü, buharlaĢtırma (evaporasyon) ya da 

ekstraksiyon yöntemlerinden biri ile uzaklaĢtırılmaktadır. OluĢan nanopartiküller 

santrifüjle veya filtrasyonla elde edilebilmektedir  

 Bu yöntem suda çözünmeyen etken maddelerin kapsülasyonunda baĢarı ile 

kullanılmaktadır. Fakat sulu çözeltilerde partiküller çabuk çözündükleri ve salım 

hızlı bir Ģekilde gerçekleĢtiği için hidrofilik maddelerin enkapsülasyonunda bu 

yöntem etkili bulunmamıĢtır. Bu nedenle hidrofilik ilaçların etkili kapsülasyonu 

için çift emülsiyon yöntemi daha çok tercih edilmektedir (Tiwari and Verma, 

2011).  

 

                    ġekil 2.3. Tek emülsiyon yöntemi ile hazırlanan partiküllerin yapısı (Guy, 2007) 

2.5.1.2. Çift emülsiyon yöntemi  

Çoklu emülsiyon grubuna ait olan çift emülsiyonlar ayrıca emülsiyonların 

emülsiyonları olarak da adlandırılmaktadırlar. Çiftemülsiyonlar su-yağ (organik 

faz) -su (S/Y/S) veya yağ -su-yağ (Y/S/Y) olarak 3 faz içeren çift emülsiyonlardır. 

Ġki sistemde de emülsiyon içerisinde dağılmıĢ damlacıklar, farklı fazın küçük 

damlacıklarını içermektedir (Aserin, 2008; Mine et al., 1996). Çoklu 

emülsiyonların yapısal özellikleri, bileĢenin iç fazdan dıĢ faza kontrollü salımına 

olanak vermektedir. Bu da tıp, farmasötik, kozmetik ve ayırma süreçleri alanında 

potansiyel kullanımını yaygınlaĢtırmaktadır. (Matos et al., 2013). 

Bu yöntem; protein, peptid ve aĢılar gibi hidrofilik özellikteki etkin 

maddelerin enkapsülasyonu için kullanılmaktadır. Ayırma teknolojileri, hassas 

moleküllerin enkapsülasyonu, kozmetik, farmasotik ve fonksiyonel gıda 
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ürünlerinin üretimi gibi farklı uygulamalar için S/Y/S emülsiyonlara olan ilgi 

oldukça fazladır. Basit anlamda tek emülsiyonlarında (S/Y) yağ damlacıklarının 

agregasyonu, birleĢmesi ve kremleĢmesi gözlenebilmektedir. Ancak çift 

emülsiyonlar daha karmaĢık sistemlerdir bu sebeple partiküller daha kararlı ve 

daha stabil olmaktadır.  (Aserin, 2008). Partiküller proses sırasında; karıĢtırma 

kaynaklı kayma gerilimi, emülsifiye edici ajanın niteliği, karıĢtırma hızı, 

emülsiyonların birbiri içerisine aktarılma hızı, kullanılan fazların nitelikleri ve 

oranları gibi birçok parametreden etkilenmektedirler. Bunun yanında iç su fazının 

yüksek verim ile enkapsülasyonunu gerçekleĢtirebilmek için bahsedilen iĢlemler 

oldukça hassas bir Ģekilde gerçekleĢtirilmelidir (Schuch et al., 2013; Tiwari and 

Verma, 2011). 

Nanopartikül elde edebilmek için çift emülsiyonların kullanımında 

emülsifiye edici ajanın seçimi, üretim faktörleri ve çevresel faktörler partikülün 

yapısını, enkapsülasyon verimini, stabilitesini belirlemekte ve optimize edilecek 

parametreler olarak gösterilmektedir (Frank et al., 2011). 

2.5.1.3. Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi  

Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yönteminde, etkin maddenin su 

içerisindeki çözeltisi (iç su fazı, S1), organik çözücü içindeki polimer çözeltisi 

içerisine karıĢtırma yardımıyla emülsifiye edilir. Daha sonra elde edilen birincil 

emülsiyon, çift emülsiyonu oluĢturmak üzere uygun emülsifiye edici ajan içeren 

daha yüksek hacimdeki ikinci su fazı (dıĢ su fazı, S2) içerisinde yine karıĢtırma 

yardımıyla dağıtılmaktadır (ġekil 2.4). Sonuç olarak uçucu organik çözücünün 

uzaklaĢtırılması ile katı partiküller elde edilmektedir (Matos et al., 2013; Schuch 

et al., 2013). 

Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile partikül hazırlanmasında 

seçilen uçucu organik çözücü, kalıntı çözücünün uzaklaĢtırılmasını kolaylaĢtırmak 

için düĢük kaynama noktasına sahip olmalıdır. Bu sebeple asetonitril, etilasetat, 

kloroform, benzen, diklorometan ve ya metilen klorür gibi kolay buharlaĢan 

çözücüler partikül hazırlamada kullanılmaktadır. (Giri et al., 2012; Matos et al., 

2013). 
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ġekil 2.4. Çift emülsiyon yönteminin basamakları 

Biyoyararlanımı düĢük olan etkin maddelerini enkapsülasyonunda çift 

emülsiyon yönteminden oldukça fazla yararlanılmaktadır (Kalaria et al., 2009). 

Biyoyararlanımın arttırılması amacı ile yapılan bir çalıĢmada, antikanser ilacı olan 

doksorubisin çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile PLGA (poly(laktik-

ko-glikolik asit)) kaplanmıĢ ve partiküllerin in vivo sitotoksisite denemeleri 

yapılmıĢtır. Doksorubisin yüklü nanopartiküllerin biyoyararlanımlarının artması 

ve toksisitesinin azalması ile in vivo performansının arttığı Kalaria et al. (2009) 

tarafından belirlenmiĢtir.   

Bunun yanı sıra Ahmed et al (2012) tarafından yapılan çalıĢmada çift 

emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile teĢhis ve tedavi amaçlı kullanım için 

manyetik nanopartiküller hazırlanmıĢtır. Partiküllerin üretiminde karıĢtırma hızı, 

emülsifiye edici ajan konsantrasyonu, polimer miktarı, demir oksit miktarı 

parametre olarak belirlenmiĢ ve optimizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir.   

2.5.1.4. Çift emülsiyon çözücü ekstraksiyon yöntemi 

Emülsiyonları oluĢturma basamakları çözücü buharlaĢtırma tekniği ile aynı 

Ģekilde gerçekleĢtirilmektedir. Çözücünün ekstraksiyon metodu ile 
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uzaklaĢtırılmasında, çözücü henüz buharlaĢmadan baĢka bir sulu faza 

difüzlenmesi sağlanmaktadır. Burada çözücünün uzaklaĢtırılmasının hızı, 

çözücü/ekstraksiyon ortamı oranına, bunların sıcaklığına ve çözünürlük 

özelliklerine göre değiĢmektedir. Partikül karakteristikleri, çözücünün 

uzaklaĢtırılma hızına bağlı olarak değiĢmektedir. Çözücünün çok hızlı 

uzaklaĢtırılması bölgesel patlamalara ve poröz yapılı nanopartiküllerin oluĢumuna 

neden olabilmektedir (Jain, 2000; Tiwari and Verma, 2011).  

2.5.1. Lipid-Esaslı nanopartiküller 

2.5.1.1. Lipozomlar 

Lipozomlar ilk jenerasyon nanopartiküller ilaç taĢıyıcı sistemlerdir. Yapı ve 

içerik bakımından hücre zarı ile benzerlik gösteren, amfifilik lipidlerin bir veya 

daha fazla tabaka oluĢturmasıyla oluĢan, fosfolipit yapıda partiküllerdir. 

Lipozomal yapı ilk defa 1965 yılında Bangham ve arkadaĢları tarafından hücre 

membranına model oluĢturmak üzere hazırlanmıĢtır (Micol ve et al., 2010; 

Masserini, 2013, Gezgin, 2013). 

Lipozomlar genellikle biyolojik membranlarda mevcut olan biyouyumlu ve 

biyonozunur lipidlerden oluĢmaktadır. Yaygın olarak kullanılan lipozom 

bileĢenleri ise; sfingomiyelin, fosfatidilkolin ve gliserofosfolipitlerdir. Kolesterol, 

hücre zarının önemli bir bileĢenidir, lipozomların in vivo stabilitesini arttırdığı ve 

çift katmanlar arası geçirgenliği azalttığı için çoğunlukla lipozom 

formülasyonlarında tercih edilmektedir (Akman vd., 2011). Lipozomdaki yapılar, 

non-kovalent bağlarla bir arada tutulurlar ve yapıları içerdiği lipidin 

komposizyonu, boyutu, yüzey yükü ve hazırlanıĢ metoduna göre değiĢmektedir 

(Masserini, 2013). 

ġekil 2.5‘ de görüldüğü üzere lipozomlar, biyolojik hücrelere benzer Ģekilde 

iç kısımlarında suda eriyen aktif maddeleri, membranlarında da lipofilik ve 

amfifilik maddeleri içermektedirler (Yücel, 2010). 
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ġekil 2.5. Lipozomun yapısı (Bulut, 2012) 

Lipozomlar katman sayılarına ve boyutlarına göre aĢağıdaki gibi 

sınıflandırılmaktadırlar (Akman vd., 2011).  

 Küçük tek tabakalı lipozomlar (SUV)    25-50 nm 

 Çok tabakalı lipozomlar (MLV)             50-100 nm  

 Büyük tek tabakalı lipozomlar                > 100nm 

2.5.1.2. Niozomlar 

Niozomlar, kontrollü salım sistemlerinde kullanılan, non-iyonik yüzey aktif 

madde bazlı partiküllerdir. Lipozomların sterilizasyon, büyük-ölçekli üretim ve 

stabilite kaynaklı sorunlarını aĢmak amacıyla alternatif olarak niozomlar ortaya 

çıkmıĢtır. Ġlk niozom formülasyonu 1975 yılında L‘Oreal tarafından noniyonik 

yüzey aktif maddelerin farmasötik amaçla kullanım potansiyellerinin araĢtırılması 

ile ortaya çıkmıĢ, geliĢtirilmiĢ ve patenti alınmıĢtır (ġahin, 2007). Kozmetik 

amaçlı yapılan bu çalıĢmalardan hemen sonra niozomların yine farmasötik alanda 

taĢıyıcı sistemler olarak kullanımı gündeme gelmiĢtir. Bu amaçla ilk defa 

niozomlara yüklenen etkin madde Azmin ve ark‘nın (1985) yapmıĢ olduğu 

çalıĢma ile kanser ilaçlarında kullanılan metotreksat olmuĢtur (Mahale et al., 

2012). 

Teorik olarak niozom oluĢturmak için non-iyonik bir yüzey aktif madde ve 

çözücü olarak bir su fazı gerekmektedir. Niozomların hazırlanmasında esas 

bileĢen olarak sulu ortamda non-iyonik yüzey aktif madde ve stabilizasyon için 
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genellikle kolesterol ve ya türevleri kullanılmaktadır (Moghassemi and 

Hadjizadeh, 2014). Niozom partikülünün yapısı ġekil 2.6‘ da sunulmuĢtur.  

 

ġekil 2.6. Niozomun yapısı. 

Mavi halkalar polar baĢ grupları ve çizgiler surfaktant molekülünün apolar 

kuyruğunu temsil etmektedir (ġahin, 2007). Niozomlarda kapalı çift tabakaların 

oluĢma iĢlemi nadiren kendiliğinden geliĢiyor olmasına rağmen genellikle sisteme 

fiziksel uygulama veya sıcaklık uygulaması gerekmektedir. Sonuç olarak, oluĢan 

yapıda molekülün hidrofobik kısımları sulu çözücüden korunur ve hidrofilik uçlar 

ise sulu ortamla temas halindedir (Mahale et al., 2012). 

Bu yapıları sayesinde hem hidrofilik hemde lipofilik maddelerin 

enkapsülasyonunu gerçekleĢtirilebilmektedir. Hidrofilik maddeler sulu iç kısımda 

veya iki tabakalı sistemlerde yüzeye adsorbe edilerek tutulurken, lipofilik 

maddeler iki tabakanın arasında vezikülün lipofilik bölgesinde enkapsüle 

edilmektedir (Ashutosh et al., 2012). 

Son yıllarda niozomların farklı bölgelere hedefleme ve salım sistemlerinde 

kullanımı üzerine çalıĢmalar yoğunlaĢmıĢtır (Ashutosh et al., 2012). Niozomların 

diğer sistemlerde ortaya çıkan dezavantajlara sahip olmaması, farklı 
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uygulamalarda kullanılabilir bir ilaç taĢıyıcı sistemi olmasından 

kaynaklanmaktadır. Niozomlar çeĢitli tipte ilaç etkin maddelerini, proteinleri, 

genleri ve aĢıları tutuklama kabiliyetine sahiptir (Moghassemi and Hadjizadeh, 

2014). ġekil 2.7‘ de literatürde bulunan çalıĢmalarda niozomların kontrollü salım 

için kullanıldığı alanlara yer verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.7. Literatürde bulunan çalıĢmalarda niozomların kontrollü salım için kullanıldığı 

yollar (Dahiya et al., 2011)  

Niozomların avantajları; 

 Lipozom formülasyonlarında kullanılan fosfolipid moleküllerine kıyasla 

niozom oluĢturmada kullanılan yüzey aktif maddeler daha stabildir. 

Böylece lipozomlara kıyasla daha uzun süre stabil olarak depolanabilirler.  

 Basit yöntemler ile büyük ölçekte üretimi kolayca gerçekleĢtirilebilir. 

 Non-iyonik olmaları sayesinde biyolojik sistemlerle yüksek uyumlulukları 

vardır ve düĢük toksisiteye sahiptirler. Ayrıca biyobozunur ve non-

immünojeniktirler.  
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dermal
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 Ġçerdikleri etkin maddelerin stabilitesini artırırlar. TaĢıdıkları ilaç 

moleküllerinin hücre membranından absorbsiyonunu arttırabilirler 

 Hidrofilik ve hidrofobik üniteler içerdiğinden farklı çözünürlüklerdeki 

etkin maddelerle yüklenebilirler ve çözünürlüğü düĢük etkin maddelerin 

çözünürlüklerini artırabilirler.  

 Yüzey oluĢumu ve modifikasyonu, fonksiyonel hidrofilik yapı sayesinde 

oldukça kolaydır, istenilen amaca yönelik tasarlanabilirler.  

 İn vivo ortamda etkin maddenin daha uzun süre kontrollü salımını 

sağlayabilirler  

 Etkin maddelerin kan dolaĢımından atılımını geciktirir, biyolojik ortamdan 

korur ve hedef hücreye bağlanarak etkinliği artırırlar (Dahiya et al., 2011; 

Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; ġahin, 2007; Ashutosh et al., 2012). 

Niozomların karakterini belirleyen değiĢkenler kontrol edilebilmektedir. 

Örneğin niozomun boyutu, yükleme verimi ve stabilitesi; hazırlama metodu, 

surfaktant çeĢidi, kolesterol içeriği, yüzey yükü gibi parametreler ile kontrol 

edilebilmektedir.  

2.5.1.2. Niozom hazırlama yöntemleri 

Eter enjeksiyon yöntemi  

Eter enjeksiyon yönteminde; yüzey aktif madde / kolesterol karıĢımı dietil 

eterde çözülür ve yaklaĢık 60°C‘ deki etkin maddeyi içeren sulu faza iğne yardımı 

ile yavaĢça enjekte edilir. Eter buharlaĢırken tek tabakalı veziküller oluĢur. 

Çözücü enjeksiyon tekniği ile hapsedilen su fazının hacmine göre SUV (küçük tek 

tabakalı) ve LUV (büyük çok tabakalı) partiküller elde edilebilmektedir. 

Enjeksiyon ve karıĢtırma hızını değiĢtirerek farklı büyüklük ve homojenliğe sahip 

niozomlar elde edilebilir. KoĢullara bağlı olarak veziküllerin çapı 50-1000nm 

arasında değiĢebilmektedir. Bu metotta eter yerine petrol eteri, etilmetil eter, 

diklorometan, kloroform kullanılabilmektedir. Bu yöntem ile elde edilen 

partiküller yüksek yükleme etkinliğine sahiptirler. Yöntemin dezavantajı eterin 

genellikle tam olarak ortamdan uzaklaĢtırılamamasıdır. Bunun neticesinde 

proteinler gibi partikülün yapısına yüklenen maddelerde bozulmalar meydana 
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gelebilmektedir (Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Bayındır-Sezgin, 2010; 

Ashutosh et al., 2012). 

Ġnce Film Hidratasyon Yöntemi (TFH)    

 

Ġnce film hidrasyon yöntemi (TFH) basit bir niozom hazırlama yöntemidir 

ve yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu yöntemde, yüzey aktif madde ve kolesterol 

yuvarlak tabanlı bir balon içerisine alınır ve organik çözücü içinde çözülür.  

Ardından organik çözücünün evaporatörde uçurulması ile ince film oluĢur. 

Kapsüle edilecek etkin maddeyi de içeren sulu faz (su veya PBS) kuru film 

üzerine eklenir ve yüzey aktif maddenin geçiĢ sıcaklığının (Tc) üzerinde hidrate 

edilir. Hidratasyon sırasında sıcaklık yardımıyla lipitler ĢiĢer ve yuvarlak balonun 

duvarından sıyrılır. Bu sırada sabit bir karıĢtırma gerekmektedir. Bu karıĢtırma 

evaporatör ve ya elle çalkalama ile (hand shaking method) 

gerçekleĢtirilebilmektedir. Hidratasyon sonunda çok tabakalı partiküller (MLV) 

elde edilir. Hazırlanan partiküllerin çapı büyük olup, etkin maddeleri yükleme 

kapasiteleri düĢüktür (Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Dahiya et al., 2011). 

Ters faz buharlaĢtırma yöntemi  

Büyük çok tabakalı partiküller terz faz buharlaĢtırma yöntemi ile 

hazırlanmaktadır. Yöntemde ilk olarak yüzey aktif madde ve kolesterol organik 

çözücü içinde çözülür. Etkin maddeyi içeren su fazı, organik çözücü fazı içerisine 

eklenir ve sonikasyon ile karıĢtırma sağlanır. Ardından oluĢan emülsiyondan 

organik faz 40-60°C‘ de sıcaklık aralığında, rotary evaporatörde buharlaĢtırılır. 

Uçurma iĢlemi hidratasyon tamamlanana kadar devam eder ve bu iĢlem sırasında 

çok tabaklı partiküller elde edilir (Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Ashutosh 

et al., 2012). 

Sonikasyon  

Bu yöntemde buffer içindeki etkin madde, yüzey aktif madde/kolesterol 

karıĢımına eklenir. Ve karıĢım 60°C‘ de belli bir süre boyunca prob sonikatör ile 
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homojenize edilir. Elde edilen partiküller küçük ve tek tabakalıdır (SUV). Eter 

enjeksiyon yöntemine göre yükleme etkinliği daha düĢüktür. 

MikroakıĢkanlaĢtırma Yöntemi  

Mikro akıĢkan tekniği kullanılarak uniform, küçük boyutlu, çok katmanlı 

niozomlar daha iyi tekrarlanabilirlik ile elde edilir. Bu yöntemde iki akıĢkan 

yüksek hızlarda belirli mikro kanallardan geçerek birbiriyle temas ederler. Ġnce 

sıvı tabakalar ortak cephe boyunca ilerledikten sonra sisteme verilen enerji ile bu 

iki fazın çarpıĢması sonucu niozomlar oluĢur (Moghassemi and Hadjizadeh, 

2014).  

Kabarcık Yöntemi 

Kabarcık yöntemi organik çözücü kullanmadan lipozom ve niozom 

hazırlama yöntemidir. Bu yöntemde yüzey aktif madde, PBS ve diğer bileĢenler 3 

boyunlu yuvarlak tabanlı cam reaktör içerisine alınır. Reaktör sıcaklığı kontrol 

edilebilen su banyosuna oturtulur. Reaktörün ortasındaki boynuna suyla soğutulan 

akıĢ kolonu yerleĢtirilir. Bir diğer boyuna ise termometre yerleĢtirilerek sıcaklık 

kontrolü sağlanır, 3. giriĢten ise azot gazı verilmektedir. Bu hazırlama tekniği ile 

lipozomlar/niozomlar tek basamakta ve sadece bir taĢıyıcı kap kullanarak 

üretilebilmektedir. OluĢan partiküllerin boyutları yaklaĢık olarak 0,2-0,5µm 

arasındadır (Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Bayındır-Sezgin, 2010). 

Proniozomlardan Niozom OluĢturma Yöntemi 

Bir baĢka niozom hazırlama yöntemi ise sorbitol gibi suda çözünebilen bir 

taĢıyıcının non-iyonik yüzey aktif madde ile kaplanması ile gerçekleĢtirilir. 

Kaplama iĢlemi sonucunda kuru formülasyon içerisinde, suda çözünebilen 

partiküller ince yüzey aktif madde filmi ile kaplanır. Bu formülasyonlar 

‗proniozomlar‘ olarak adlandırılmaktadır. Proniozomlara ortalama faz geçiĢ 

sıcaklığının üzerinde sulu fazın ilave edilmesi ve karıĢtırılmasıyla niozomlar elde 

edilir (Dahiya et al., 2011). 
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2.5.1.3. Katı Lipid Nanopartiküller  

 

Katı lipid nanopartiküller (SLN), oda ve vücut sıcaklığında katı olan 

lipitlerin taĢıyıcı materyal olarak kullanıldığı ve çeĢitli emülsifiye edici ajanlar ile 

stabilize edildiği, nanometre boyutundaki partiküler sistemlerdir. SLN‘ler genel 

olarak katı lipidler, emülsifiyerler ve sudan oluĢmaktadır. Bu teknikte kullanılan 

lipid grupları; trigliseridler, gliseridler, yağ asitleri, steroidler (kolesterol vb.) ve 

mumları içermektedir. Lipid dispersiyonunun stabilizasyonu için, yüklerine ve 

molekül ağırlıklarına bağlı olarak genellikle %1-5 oranında bütün emülsifiyer 

tipleri kullanılabilmektedir. Katı lipit nanopartikül üretimi için kullanılan 

yöntemler ise Ģu Ģekildedir: 

 Yüksek Basınçlı Homojenizasyon 

 Sıcak Homojenizasyon 

 Soğuk Homojenizasyon 

 Mikroemülsiyon Yöntemi  

 Çözücü Emülsifikasyon-Evaporasyon veya Çözücü Difüzyon Yöntemi 

 Yüksek Hızda KarıĢtırma ve / veya Ultrasonikasyon Yöntemi 

Katı lipit partiküller; emülsiyonların, lipozomların ve katı polimerik 

partiküllerin sağladığı avantajların kombinasyonunu içermektedirler. DüĢük 

sitotoksisiteye sahip olmaları, organik çözücü kalıntısı içermemeleri, büyük 

ölçekte üretimlerinin mümkün olması gibi yağ emülsiyonlarının, dokulara etkin 

madde hedeflenebilmesi gibi lipozomların avantajlarını taĢırken; katı lipid yapıları 

sayesinde kontrollü etkin madde salımı ve kimyasal bozunmaya karĢı etkin 

maddelerin korunması gibi katı polimerik nanopartiküllerin avantajlarına da 

sahiptirler (Numanoğlu ve Tarımcı, 2006; Shivashankara et al., 2012). 

2.6. Kan Beyin Bariyeri 

Kan beyin bariyeri (KBB) kavramı ilk defa 1902 yılında P. Ehrlich 

tarafından yapılan çalıĢmalar ile ortaya çıkmıĢtır. Ehrlich vücuda mavi bir boya 

(Evans blue) vermiĢ ve boyanın sistemik dağılımdan sonra yaptığı 

görüntülemelerde beyinin boyanmadığını gözlemlemiĢtir. Böylece beyin 
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dokusuna boya maddesinin geçiĢine izin vermeyen bir yapının olduğu 

belirlenmiĢtir (Kemper et al., 2004). 

Kan beyin bariyeri, merkezi sinir sisteminin normal fonksiyonunun 

devamını sağlayan ve seçici geçirgen özelliğe sahip temel difüzyon bariyeridir. 

Ġnsan vücudunda kan ile organ arasında yer alan en sıkı bariyer olan kan-beyin 

bariyeri (KBB), sıkı bağlantılarla birbirine bağlanmıĢ endotel hücreleri, bazal 

membran hücreleri, perisitler ve astrositler tarafından oluĢturulmuĢtur. KBB‘ nin 

birçok önemli iĢlevi vardır. Bunlar;  

 Beyni, kanda bulunan ve beyine zararlı olabilecek ‗yabancı maddeler‘ den 

korur 

 Beyni, vücutta arda kalan hormon ve nörotransmitterlerden korur 

 Beyin için stabil bir ortam sağlar (Lammers, 2003) 

Nörolojik hastalıkların tedavisinde en önemli zorluk etkin maddelerin 

beyine ulaĢması, özellikle belirli bir bölgeye ulaĢıp kontrollü veya sabit bir hızda 

salınmasıdır. Kan beyin bariyeri bu sorunun ortaya çıkmasında ve çoğu maddenin 

geçiĢinin engellenmesinde en önemli faktördür (Çetin ve Çapan, 2004).  

Kan beyin bariyeri özellikle plazma komponentlerinin, kırmızı kan 

hücrelerinin ve lökositlerin beyne giriĢini engelleyen bir yapıdır. Ayrıca KBB 

merkezi sinir sistemi bozuklukları için kullanılan ilaçlar için de büyük bir engel 

oluĢturmaktadır. Rekombinant peptidler, proteinler, genetik vektörler gibi büyük 

moleküllü ilaçların hiçbiri ve küçük moleküllü ilaçların da yaklaĢık % 98‘i 

bariyeri geçememekte ve bu durum tedavi süreçlerinde baĢarısızlıklara neden 

olmaktadır. Ġstisnai olarak 400 daltondan küçük lipofilik maddeler, bu bariyerden 

lipid aracılı difüzyon ile geçebilmektedir (ġimĢek, 2010).  

KBB, beyin hücrelerine madde geçiĢi, fiziksel olarak endotelyal hücreleri 

arasındaki sıkı bağlantı (tight junction) ile ve metabolik (enzim) bariyer sayesinde 

kontrol edilmektedir. Ayrıca madde geçiĢinde maddenin lipitte çözünürlüğü, 

difüzyon yeteneği, moleküler ağırlığı ve elektrik yükü önemlidir. Kan beyin 

bariyerindeki transport mekanizmaları ġekil 2.8‘ de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 2.8. Kan-beyin bariyerindeki transport mekanizmaları. (1: Pasif difüzyon, 2: Sıkı 

bağlantılar üzerinden pasif difüzyon, 3: Endositoz, 4: TaĢıyıcı aracılı transport, 5: Aktif efluks 

transport (Kemper et al., 2004) 

Sonuç olarak; KBB, beynin oldukça hassas olan beyin hücrelerinin 

bütünlüğünü korumaktadır. Dolayısıyla bu bariyer beynin fonksiyonlarını yerine 

getirebilmesi için oldukça önemlidir (Yücel, 2010). 

2.6.1. Kan beyin bariyeri ve nanopartiküller 

Günümüzde kan beyin bariyerini aĢabilmek için etkin madde taĢıyıcı olarak 

nanopartiküler sistemler sıkça kullanılmaktadır. Kullanılan nanopartiküllerin 

çapları ise yaklaĢık olarak 100-300 nm aralığında değiĢmektedir.  Etkin madde 

polimer içerisine hapsedilmekte veya yüzeye adsorbe edilmektedir. Ek olarak 

nanopartikül/etkin madde formülasyonu bir surfaktant ile kaplanmakta veya 

formülasyon içerisinde kullanılmaktadır (Alyautdin, 1999; Çetin ve Çapan, 2004).  

Etkin madde yüklü nanopartiküllerin beyne ulaĢarak kan beyin bariyerini 

geçtiği birçok çalıĢma ile kanıtlanmıĢtır. Fakat 40-80 nm partikül büyüklüğüne 

sahip lipozomlar KBB‘yi geçemezken daha büyük nanopartiküller KBB‘yi 

geçebilmektedir. Nanopartiküllerin farmakolojik etkisi bu yapıların formülasyonu 

ile ilgilidir. Bu yapıları stabilize etmek için polisorbat 80 gibi yüzey aktif 

maddeler (surfaktantlar) kullanılmaktadır. Bilindiği gibi bu yüzey aktif maddeler, 

KBB‘nin açılmasına neden olmaktadır (Masserini, 2013). Olivier et al. (1999), 

tarafından nanopartikül (etkin madde/polisorbat 80) kompleksinin KBB‘yi 

geçmesinden, formülasyondaki yüzey etkin maddenin sorumlu olduğu 
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gösterilmiĢtir. Genel anlamda nanopartiküllerin KBB‘yi geçmesinde etkili olduğu 

düĢünülen diğer mekanizmalar ise aĢağıdaki Ģekilde özetlenebilir:  

 Nanopartiküllerin kapiler duvarına adsorbe olması ve artan 

konsantrasyondan dolayı KBE‘yi geçmesi  

  Nanopartiküllerin sıkılaĢtırılmıĢ kavĢakların açılmasına neden 

olması  

  Nanopartiküllerin endotel hücreler tarafından endositoz yolu ile 

alınması (Masserini, 2013) 

2.7. Beyin Tümörleri 

Beyin tümörleri terimi, merkezi sinir sistemi ve beyinde büyüyen oldukça 

geniĢ aralıktaki tümörleri kapsamaktadır. Genel olarak beyin tümörleri; glial 

tümörler ve medulloblastoma gibi beyinde oluĢan birincil tümörler ve beyin 

dıĢında oluĢup metastaz ile beyine taĢınan ikincil tümörler olmak üzere iki gruba 

ayrılırlar. Ayrıca beyin ve omuriliği kaplayan meninjiyal tabakada oluĢan 

meninjiyomalar da beyin tümörü olarak sınıflandırılırlar. Birincil beyin 

tümörlerinden kötü huylu glial tümörler veya gliomalar tüm kanser ölümlerinin 

yarıdan fazlasından sorumludur (Kemper et al., 2004). 

Beyin tümörlerine cerrahi müdahalenin oldukça riskli olduğu, 

kemoterapinin kullanılamadığı ve ya yetersiz kaldığı durumlar oluĢmaktadır. Bu 

nedenle beyin tümörlerine yönelik nanopartikül çalıĢmaları önem kazanmaktadır. 

Bu tez çalıĢması kapsamında yapılan partiküllerin teorik olarak kan beyin 

bariyerinden geçmesi hedeflenmiĢtir.  

2.7.1. Nöroblastoma 

Nöroblastomlar, sinir hücrelerinde oluĢan kötü huylu solid tümörlerdir. 

Bunlar sempatik sinir sistemi tümörleridir. Genellike erken yaĢta görülen bu 

tümör; çocukluk döneminde ikinci en sık rastlanan malign tümör ve bebeklik 

döneminde en yaygın görülen solid tümördür (Aydın et al., 2013). 
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Nöroblastomlar, merkezi sinir sistemi (MSS tümörleri, beyin tümörleri) 

tümörlerinden sonra en sık rastlanan solid tümörlerdir. Mainz Alman Çocuk 

Kanserleri Veri Bankasının açıklamalarına göre Almanya‘da her sene 14 yaĢ 

altındaki çocukların içinden yaklaĢık 140 tanesi çocuk ve genç nöroblastomuna 

yakalanmaktadır. Dolayısıyla her sene 15 yaĢ altı 100.000 çocuktan yaklaĢık 

birinde bu hastalık görülmektedir (Yiallouros, 2003; Aksoylar, 2010). 

Bu tez çalıĢması kapsamında kullanılan Neuro 2A hücre hattı, beyinde 

oluĢan nöroblastoma tümörlerinden (farelerden) izole edilmiĢ bir nöroblast hücre 

hattıdır. ÇalıĢmada teorik olarak kan-beyin bariyerini geçmesi beklenen yaklaĢık 

100nm boyuttaki antosiyanin yüklü nanopartiküllerin beyin tümörlerine karĢı 

sitotoksik aktivitesi incelenmiĢtir.  

2.8. Cevap Yüzey Yöntemi (CYY) 

Cevap yüzey yöntemi, CYY (Response Surface Methodology, RSM), 

―Denemelerin Optimum KoĢullara UlaĢması‖ adı ile 1951 yılında Box ve Wilson 

tarafından tasarlanmıĢ, geliĢtirilmiĢ ve ilk olarak kimya endüstrisine uygulanmıĢtır 

(Koç ve Kaymak-Ertekin, 2009). 

Cevap yüzey yöntemi, birden fazla etken değerinin, cevap değiĢkeni 

üzerindeki etkisini ortaya koymak ve etken değerlerinin kombinasyonları arasında 

cevap değiĢkenini maksimum (ya da minimum) yapan değeri (değerleri) bulmak 

amacıyla kullanılmaktadır. Bir prosesi etkileyen parametrelere, bağımsız değiĢken 

ve bu bağımsız değiĢkenlere bağlı tanımlanan fonksiyona ise bağımlı değiĢken ya 

da cevap (yanıt) adı verilmektedir (BaĢ, 2010). 

Bu yöntem cevap ve bağımsız değiĢkenler arasındaki iliĢkinin tanımlanması 

için kullanılan bir dizi matematiksel ve istatistiksel teknikten oluĢmaktadır. Bu 

teknikler iĢlemdeki bağımsız değiĢkenleri tek baĢına ya da kombinasyonlu olarak 

cevap üzerindeki etkilerini araĢtırmaktadır. Cevap yüzeyi yönteminde ilk adım 

cevap değiĢkeni üzerinde etkisi olduğu düĢünülen etkenleri yani bağımsız 

değiĢkenleri belirlemektir (BaĢ and Boyacı, 2007). CYY‘ nin uygulanması için 

araĢtırmacı süreç hakkında genel bir bilgiye sahip olmalı, süreci etkileyen 
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bağımsız değiĢkenler için bir iĢletme bölgesi ve bir deneme bölgesi belirlemelidir 

(Ürküt, 2007). Bu adımdan sonra, cevap yüzeyi yönteminde deney tasarımı, 

regresyon modelleme ve optimizasyon teknikleri iç içe kullanılır (BaĢ and Boyacı, 

2007). 

Bağımsız değiĢkenler ile yanıt arasındaki matematiksel iliĢkiyi 

modellemek ve bu modeller için maksimizasyon ya da minimizasyon (kısaca 

optimizasyon) yapmak kompleks ve tekrar eden hesaplamaları içerdiğinden CYY, 

bilgisayar programları ile kolayca ve çok kısa bir sürede yapılabilmektedir.   

2.8.1. Merkezi tümleĢik tasarım (Central composite design)  

Prosesler birçok faktör tarafından etkilenen karmaĢık sistemlerdir. Cevap 

almak için tasarlanan deneysel tasarımlar ile sistemin fonksiyonlarla ifade 

edilmesi ve bağımsız değiĢkenler arasındaki iliĢkinin hangi aralıklar arasında 

değiĢeceği belirlenir (Oba, 2012).  

Merkezi tümleĢik tasarım (Central Composite Design, CCD) en sık 

kullanılan tasarımı yöntemlerinden biri olup, ana noktalar dıĢında deneysel 

çalıĢma ve tekrar imkânı sağlamaktadır. Bu ikinci dereceden deneysel tasarımın 

amacı optimum koĢulların belirlenmesi ve optimum koĢulların sağlandığı 

bağımsız değiĢkenlerin etki alanının belirlenmesidir.  

2.9. Taguchi Metodu 

Klasik deney tasarımı çalıĢmalarının yüksek maliyetli olması, uzun zaman 

gerektirmesi ve uygulamada ki zorlukları nedeniyle, 1986 tarihinde Genichi 

Taguchi kendi adıyla anılan Taguchi Metodu yaklaĢımını ortaya atmıĢtır. Taguchi 

yöntemi, parametre tasarımı, sistem tasarımı ve tolerans tasarımı üzerine 

kurulmuĢ bir deney tasarım ve optimizasyon yöntemidir. En yaygın olarak, kalite 

güvence sistemleri kapsamında toplanan verilerin, istatistiksel analizinde 

kullanılmaktadır (Salkım, 2012). 
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 Taguchi Metodu ile deney öncesinde yapılan ayrıntılı analiz ve 

değerlendirmelerle gereken deney sayısını önemli Ģekilde düĢümüĢ bu da zaman 

ve maliyet kaybının artmasını engellemiĢtir.  

Taguchi‘nin deney tasarım yöntemi, farklı parametrelerin, farklı seviyeleri 

arasından optimum kombinasyonu saptamak amaçlı kullanılan oldukça yararlı bir 

faktöriyal dizayn yöntemdir (Güral, 2003). Her bir parametrenin, her bir 

seviyesini içeren tüm kombinasyonlar için oldukça fazla deneysel çalıĢma 

yapılması gereken durumlarda, Taguchi yöntemi kullanılarak, çok daha az sayıda 

deneysel çalıĢma ile sonuca ulaĢmak mümkün olmaktadır. 

Bu yöntemde her bir bağımsız değiĢken iki düzeye sahiptir ve en az deney 

sayısı ile en fazla çıktının alınması amaçlanmaktadır. BaĢlangıcında çok fazla 

bilgi sahibi olunmayan prosesler için etkili olan faktörlerin belirlenmesinde ve 

diğer metotların yönlendirilmesinde kullanılabilmektedir (Çelik, 2011). 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Siyanidin-3-glikozit Phytolab, Almanya 

Polikaprolakton (PCL)                                   Sigma Chem. Co., ABD 

Diklorometan (DCM) Merck, Almanya 

Tween 20 Merck, Almanya 

Tween 80                                                     Merck, Almanya 

Polivinilalkol (PVA)                                     Sigma Chem. Co., ABD 

Sodyum karboksimetilselüloz  (NaCMC)          Sigma Chem. Co., ABD 

Kolesterol   Panreac AppliChem., Almanya 

Dietileter Merck-Almanya 

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4)                 Merck-Almanya 

Potasyum klorür  (KCI)                                  Merck-Almanya 

Sodyum klorür   (NaCI)                                  Merck-Almanya 

Sodyum asetat (CH3COONa)                           Merck-Almanya 

 

3.1.1. Nanopartiküler sistemlerin hazırlanmasında kullanılan yüzey aktif 

maddeler 

Tween 20 

Tween 20, IUPAC adlandırmasıyla Polioksietilen sorbitan monolaurat, 

stabilitesi ve toksik olmaması sebebiyle çeĢitli bilimsel ve farmakolojik 

çalıĢmalarda emülsifiyer olarak kullanılan non-iyonik bir yüzey aktif maddedir. 

Molekül ağırlığı yaklaĢık 1227 g/mol‘ dür ve kimyasal yapısı ġekil 3.1‘ de 

gösterilmiĢtir.  
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ġekil  3.1. Tween 20‘ nin moleküler yapısı 

Tween 80 

Tween 80, IUPAC adlandırmasıyla Polioksietilen sorbitan monooleat, 

stabilitesi ve toksik olmaması sebebiyle çeĢitli bilimsel ve farmakolojik 

çalıĢmalarda emülsifiyer olarak kullanılan non-iyonik bir yüzey aktif maddedir. 

Molekül ağırlığı yaklaĢık 1310 g/mol‘ dür ve kimyasal yapısı ġekil 3.2‘ de 

gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 3.2. Tween 80‘ nin moleküler yapısı 

Poli(vinilalkol) (PVA)  

Suda çözünebilir sentetik bir polimer ve emülsifiye edici ajan olan PVA‘nın 

molekül ağırlığı 13,000-23,000 arasındadır ve kimyasal yapısı ġekil 3.3 ‘de 

gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 3.3. PVA‘ nın moleküler yapısı 
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Sodyum Karboksimetilselüloz (NaCMC) 

Sodyum Karboksimetil Selüloz (NaCMC); doğal selülozun, selüloz 

halkasındaki hidroksil gruplarının, karboksil gruplarıyla yer değiĢtirilip 

eterleĢtirilmesiyle üretilen, suda çözünebilir anyonik polimerin sodyum tuzu 

olarak tanımlanmaktadır. Molekül ağırlığı yaklaĢık 262g/mol‘ dür ve kimyasal 

yapısı ġekil 3.4‘ de gösterilmiĢtir 

 

ġekil 3.4. Karboksimetil selüloz‘ un moleküler yapısı 

3.2. Kullanılan Ekipmanlar ve Malzemeler 

Manyetik karıĢtırıcı IKA C-Mag HS-7 

Hassas terazi Precisa XB 220 A 

Homojenizatör IKA T25 Ultra turrax 

Homojenizatör Yellowline, D125 

Partikül büyüklüğü ölçüm cihazı Zetasizer-NanoZS Malvern 

pH metre Mettler Toledo 

Ultrasonik banyo Everest CLEANEX-401 

Çalkalayıcı Sartorius, Certomat 

Ultrasantrifüj Sigma 3K30 

Vorteks Heidolph, REAX 

Otomatik Mikropipetler Eppendorf 

Plastik enjektör Ayset (Türkiye) 

UPLC (Ultra yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisi) 

Thermo Scientific, USA 
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DSC (Diferansiyel Taramalı Kalorimetre)        T.A. Instrument Q10, USA 

SEM (Taramalı Elektron Mikroskobu) FEI Quanta 250 FEG, USA 

 

3.3. Kara Havuç Antosiyaninlerinin Ekstraksiyonu 

Deneysel çalıĢmalarda kullanılan kara havuç (Daucus carota L. ssp.) 

Bornova-Ġzmir semt pazarından alınmıĢ ve bir takım ön iĢlemlere tabi tutulmuĢtur. 

Öncelikle yıkanan havuçlar küçük parçalara ayrılmıĢ ve daha sonra oda 

sıcaklığında kurutulmaya bırakılmıĢtır. Kuruyan kara havuçlar blendırda homojen 

hale gelene dek parçalanmıĢtır. Elde edilen kara havuç tozu + 4°C‘ de karanlık 

ortamda ve nem almayacak Ģekilde muhafaza edilmiĢ ve stok olarak 

kullanılmıĢtır.  

KurutulmuĢ ve öğütülmüĢ kara havuç örneklerinden antosiyaninlerin 

ekstraksiyonu iki farklı teknik ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bunlar; 

 Tekrarlı ultrasonik ekstraksiyon: 1 g kara havuç üzerine 10 ml distile su 

eklenmiĢ ve ultrasonik banyoda 1 saat boyunca 50°C, 70Mhz ‗ de 

ekstraksiyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Ardından ekstre filtre kağıdı ile süzülmüĢ 

ve ortamdan ayrılmıĢtır. Katı kısım üzerine tekrar 10 ml distile su 

eklenerek aynı koĢullarda ekstraksiyona devam edilmiĢtir. Bu iĢleme kara 

havuçtan renk elde edilemeyene dek devam edilmiĢtir. ĠĢlem sonunda 

toplanan ekstre analizler yapılıncaya kadar ıĢık almayacak Ģekilde 4°C‘ de 

saklanmıĢtır.  

 Aseton ekstraksiyonu: 1g kara havuç üzerine %70 aseton içeren 10ml 

distile su eklenmiĢ ve 24 saat boyunca manyetik karĢıtırıcıda, oda 

sıcaklığında ekstraksiyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Süre sonunda karıĢım filtre 

edilmiĢ ve ekstrakt analizler yapılıncaya kadar ıĢık almayacak Ģekilde 4°C‘ 

de saklanmıĢtır.   

3.3.1. Toplam antosiyanin miktarının pH diferansiyel yöntem ile belirlenmesi 

Kara havuç ekstrelerinin toplam antosiyanin miktarının belirlenmesi için 

Fuleki and Francis (1968) tarafından önerilen ve Giusti and Wrolstad (2001) 
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tarafından geliĢtirilen pH diferansiyel yöntemi uygulanmıĢtır.  Bu yöntemin çıkıĢ 

noktası, antosiyaninlerin pH 1.0' de renkli oksonium formunun, pH 4.5'de ise, 

renksiz hemiketal formunun egemen olmasına dayanmaktadır.  Buna göre, ortam 

pH 1.0 ve 4.5 olduğu zaman ölçülen absorbans değerlerinin farkı, doğrudan 

antosiyanin konsantrasyonu ile orantılı bulunmaktadır.  

Bu amaçla 0,025 M potasyum klorür ve 0,4 M sodyum asetat tampon 

çözeltileri hazırlanarak örnekler bu tamponlar ile seyreltilmiĢtir. KCl tamponu  pH 

1 ve CH3COONa*3.H2O tamponu pH 4,5 olarak %30‘luk HCl ile ayarlanmıĢtır.  

Seyreltilen numuneler karanlık ortamda 15 dk bekletildikten sonra absorbansları 

520 nm ve 700 nm‘de UV spektrofotometre ile belirlenmiĢtir. Sonuçlar mg 

siyanidin-3-glukozit eĢ değeri cinsinden aĢağıdaki denklem kullanılarak ifade 

edilmiĢtir.   

                                                                  (A) (MW) (SF) 1000 

Toplam antosiyanin miktarı (mg/L) =   –––––––––––––––––––   

                                                                           () (L) 

A=((A510-A700)  pH 1- ( A510-A700)  pH 4.5)) 

MW: 484,84 g/mol (Cy-3-gly) 

SF: Seyreltme faktörü 

  : Molar absorpsiyon katsayısı, (26900) 

 L: Absorbans ölçüm küvetinin tabaka kalınlığı, (1 cm) 

3.3.2. Antosiyaninlerin ultra-yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (UPLC) ile 

belirlenmesi  

ÇalıĢmalar sonucu elde edilen örneklerin kromatografik analizleri Ace C-18 

150 mm × 4.0 mm × 5 μm column (Advanced Chromatography Technologies Ltd, 

Aberdeen, Scotland) kolonu kullanılarak, PDA dedektörlü Accela UPLC (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) cihazında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Kromatografide mobil faz olarak %0.01 TFA içeren Su (A) ve Asetonitril (B) 

kompozisyonu kullanılmıĢtır. UPLC metodu Çizelge 3.1‘ de sunulmuĢtur. Analiz 
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boyunca akıĢ hızı 500 µl /dak olarak ayarlanmıĢ, 10 µl enjeksiyon hacmi ile 

çalıĢılmıĢ ve analizler 520 nm dalga boyunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. UPLC Metodu 

Zaman 

dak. 
A% B% 

AkıĢ 

µl/dak 

0 85 15 500 

4 85 15 500 

7 81 19 500 

18 76 24 500 

20.01 5 95 500 

22.00 5 95 500 

22.01 85 15 500 

25.00 85 15 500 

 

Antosiyaninlerin UPLC ile analizi için standart olarak siyanidin-3-glikozit 

kullanılmıĢtır. Kalibrasyon eğrisi için siyanidin-3-glikozit‘ in su içerisinde 5 farklı 

konsantrasyonu (500 µg/ml, 250 µg/ml, 125 µg/ml, 61,25 µg/ml, 31,125 µg/ml) 

hazırlanmıĢ ve analiz edilmiĢtir (ġekil 3.5). 

 

ġekil 3.5. UPLC Kalibrasyon eğrisi 

Kalibrasyon eğrisinin denklemi; y= 7,22697e-006x+7,00702 (y=alan, 

x=konsantrasyon), R
2 

değeri; 0,999836 (RF Stdev: 1,03993e-005) olarak 

belirlenmiĢtir.  

Alan 
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3.4. Çift Emülsiyon Çözücü BuharlaĢtırma Yöntemi ile Enkapsülasyon 

3.4.1. Ön formülasyon çalıĢmaları 

ÇalıĢma için uygun olan enkapsülasyon yöntemini belirlemek için ekstre 

yükleme aĢamasına geçmeden önce vezikül oluĢumunu gözlemek ve formülasyon 

hazırlamada kullanılacak uygun parametreleri seçmek amacıyla boĢ partiküller 

hazırlanmıĢtır.  

Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile ön formülasyonlar farklı 

yüzey aktif maddeleri kullanılarak hazırlanmıĢtır. Bu amaçla ilk faz için distile su, 

ikinci faz için farklı oranlarda diklorometan (DCM) içerisinde polikaprolakton 

(PCL) çözeltisi ve üçüncü faz olarak da yüzey aktif madde olarak polivinilalkol 

(PVA), tween 20 veya sodyum karboksi metilselüloz (NaCMC) ‗nin su 

içerisindeki çözeltisi Çizelge 3.2‘ de verilen değerlerde kullanılmıĢtır. 

Formülasyon için en uygun yüzey aktif maddenin seçimi ve kullanılacak 

miktarıbu çalıĢmalar sonucunda belirlenmiĢtir.  

Çizelge 3.2. Çift emülsiyon yöntemi ön formülasyon çalıĢmaları 

Yüzey  aktif 

madde 
PVA NaCMC Tween 20 

 

YAM 

oranları 

(w/v) 

%0.2 %0.2 %0.2 

%0.4 %0.4 %0.4 

%0.6 %0.6 %0.6 

%0.8 %0.8 %0.8 

%1 %1 %1 

 

Uygulama basamakları ise Ģu Ģekildedir; distile sudan oluĢan birinci faz 

8000 rpm hızda karıĢtırma sırasında yavaĢ yavaĢ ikinci faza eklenmiĢtir. Elde 

edilen emülsiyon yine 8000 rpm karıĢtırma hızında üçüncü faza eklenmiĢ ve 

eklemenin ardından karıĢtırmaya 1 dakika daha devam edilmiĢtir. OluĢan karıĢım 

çözücünün (DCM) tamamı buharlaĢana kadar oda sıcaklığında 600 rpm‘ de 

manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırılmıĢtır.  
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Emülsiyonu oluĢturan ilk su fazı için bütün çalıĢmalarda sabit olarak 3ml 

distile su ve organik faz için 7 ml DCM (diklorometan) içerisinde 30mg PCL 

(polikaprolakton) çözeltisi kullanılmıĢtır. Ġkinci su fazı olarak ise toplam hacmi 20 

ml olan, farklı oranlarda yüzey akfit madde içeren distile su kullanılmıĢtır. Elde 

edilen partikül çözeltileri ölçümler yapılana kadar +4°C‘ de saklanmıĢtır. 

3.4.2. Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile partiküllerin 

hazırlanması 

Çift emülsiyon oluĢtururken süreç üzerinde etkili olabileceği düĢünülen ve 

optimizasyon çalıĢmasında kullanılan parametreler ve bu parametrelerin seviyeleri 

Çizelge 3.3‘ de belirtilmiĢtir. 

Çizelge 3.3. Deneysel tasarımda kullanılan enkapsülasyon parametrelerinin (bağımsız 

değiĢkenlerin) seviyesi  

  Seviye 

Faktör  Parametre -1 +1 

X1 Besleme süresi (dak) 0.5 5 

X2 KarıĢtırma süresi (dak) 1.5 5 

X3 Sıcaklık (°C) 4 25 

X4 KarıĢtırma hızı (rpm) 8000 24000 

X5 PCL: DCM oranı  1 2 

X6 Yükleme miktarı (µg/ml) 6 18 

X7 Tween 20 konsantrasyonu (%) 0.5 5 

 

Design Expert programı kullanılarak ilgili parametreler için deneme deseni 

oluĢturulmuĢ ve deney tasarımı ‗Taguchi Metodu‘ olarak seçilmiĢtir. Taguchi 

metodunun seçilme amacı ise çalıĢma üzerinde etkili olan faktörlerin daha kısa 

zamanda ve daha az deneme sayısı ile belirlenebilmesini sağlayabilmesidir. Her 

bir parametre için 2 seviyede toplamda 7 faktör ile 8 deneme yapılmıĢtır (Çizelge 

3.4).  
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Çizelge 3.4. Çift emülsiyon yöntemi için oluĢturulan deney tasarımı 

Deneme Besleme 

süresi 
(dak) 

KarıĢtırma 

süresi 
(dak) 

KarıĢtırma 

hızı (rpm) 

PCL: 

DCM 
oranı 

Yükleme 

miktarı 
(µg/ml) 

Tween 

20 
Kons.(%) 

Sıcaklik 

(°C) 

1 0.5 5 24 000 1 6 5 4 

2 5 5 24 000 2 6 0.5 25 

3 5 1.5 24 000 2 18 5 4 

4 0.5 1.5 8 000 2 6 5 25 

5 0.5 1.5 24 000 1 18 0.5 25 

6 5 1.5 8 000 1 6 0.5 4 

7 0.5 5 8 000 2 18 0.5 4 

8 5 5 8 000 1 18 5 25 

 

Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi uygulaması 3 ayrı faz 

içermekte ve 2 basamaktan oluĢmaktadır. Fazların isimleri ve içerikleri Ģu 

Ģekildedir; 

 S1 faz: Toplam hacmi 3ml olan birinci su fazı, 6 ve 18µg/ml (kara havuç 

antosiyaninleri) oranlarında ekstre içermektedir. 

 Organik faz: Toplam hacmi 7 ml (DCM) olan organik faz, 30 mg ve 60 

mg olmak üzere iki farklı miktarda PCL içermektedir. 

 S2 faz: Toplam hacmi 20 ml olan ikinci su fazıyüzey aktif madde olarak 

%5 ve %0.5 oranlarında tween 20 içermektedir.  

ġekil 3.6‗ da kullanılan çift emülsiyon yönteminin basamakları ve her 

basamakta kullanılan fazların gösterimi yapılmıĢtır (Ahmed et al., 2012).  
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ġekil 3.6. Kara havuç ekstrelerinin çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile 

enkapsülasyonu  

Uygulama basamakları ön formülasyon çalıĢmalarında olduğu gibi 

uygulanmıĢtır. Ġlk basamakta ekstreyi içeren S1 fazı, Ultraturrax homojenizatör ile 

farklı karıĢtırma hızlarında (8000-17000 rpm) organik faza eklenmiĢtir (ġekil 3.6). 

Bu iĢlem sırasında organik faz,  su banyosu içerisinde farklı sıcaklıklarda (4-

25°C) tutulmuĢtur. Birinci su fazı ve organik fazdan oluĢan bu emülsiyon, farklı 

besleme sürelerinde yine bir önceki basamakta olduğu gibi karıĢtırma altında 

farklı oranlarda (%0.5-5) tween 20 içeren S2 faz içerisine eklenmiĢ ve yaklaĢık 5 

dakika karıĢtırmaya devam edilmiĢtir. Emülsiyonlar oluĢturulduktan sonra 

örnekler, organik çözücünün tamamı uçana dek oda sıcaklığında manyetik 

karıĢtırıcıda karıĢtırılmıĢtır. Elde edilen partikül çözeltileri ölçümler yapılana 

kadar +4°C‘ de saklanmıĢtır. 

3.5 Niozom Yöntemi ile Enkapsülasyon  

3.5.1. Ön formülasyon çalıĢmaları 

Niozom partiküllerini hazırlamak için eter enjeksiyon yöntemi kullanılmıĢ 

ve ön formülasyon denemeleri yapılmıĢtır. Ön formülasyon denemelerinde 
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niozomlar ekstre kullanılmadan boĢ olarak hazırlanmıĢtır. Niozom için yapılan ön 

formülasyon denemeleri Çizelge 3.5‘ de verilmiĢtir.  

Çizelge 3.5. Niozom ön formülasyon denemeleri 

KarıĢtırıcı tipi Hız (rpm) 

Manyetik 

karıĢtırıcı 

900 

1100 

1400 

Homojenizatör 8000 

9500 

13500 

 

 Uygulama basamakları Ģu Ģekildedir; kolesterol ve noniyonik yüzey aktif 

madde çeker ocak içerisinde dietil eterde çözdürülmüĢtür. Diğer yandan pH 7.4 

olan PBS (phosphate buffer saline)  manyetik karıĢtırıcı üzerinde sıcaklığı ~60°C 

‗ ye ayarlanmıĢtır. Ardından eter çözeltisi Ģırıngaya çekilerek karıĢtırma esnasında 

damla damla PBS çözeltisi içerisine eklenmiĢtir.  Enjeksiyon iĢlemi bittikten 

sonra dietileter tamamen uçana kadar manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırma devam 

etmiĢtir. Dietil eter tamamen buharlaĢtıktan sonra elde edilen partikül çözeltileri 

ölçümler yapılana kadar +4°C‘ de saklanmıĢtır.  

3.5.2. Niozom yöntemi ile partiküllerin hazırlanması 

Optimizasyon için yapılan denemelerde kullanılan parametreler ve bu 

parametrelerin seviyeleri Çizelge 3.6‘ da belirtilmiĢtir.  

Çizelge 3.6. Deneysel tasarımda kullanılan enkapsülasyon parametrelerinin (bağımsız 

değiĢkenlerin) seviyesi  

  Seviye 

Faktör  Parametre -1 +1 

X1 Kolesterol miktarı (mg) 30 50 

X2 Tween 20 miktarı (mg)      200 400 
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X3 Yükleme miktarı (µg/ml) 6 18 

X4 Besleme süresi (dak) 1 3 

X5 Sonikasyon süresi (dak) 30 45 

X6 Ultrasonik prob kullanımı yok var 

X7 Sıcaklık (°C) 40 60 

 

Design Expert programı kullanılarak ilgili parametreler için deneme deseni 

oluĢturulmuĢ ve deney tasarımı ‗Taguchi Metodu‘ olarak seçilmiĢtir. Her bir 

parametre için 2 seviyede toplamda 7 faktör ile 8 deneme yapılmıĢtır OluĢturulan 

deney tasarımı Çizelge 3.7‘ de verilmiĢtir.  

 

Çizelge 3.7. Niozom yöntemi için oluĢturulan taguchi deney tasarımı 

Deneme  Kolesterol 

miktarı 

(mg) 

Tween 

20 

miktarı 
(mg) 

Etken 

madde 

kons. 
(µg/ml) 

Besleme 

süresi 

(dak) 

Sonik 

banyo* 

(dak) 

Ultrasonik 

prob* 

Sıcaklık 

(°C)* 

1 50 200 18 3 30 - 40 

2 50 400 6 3 30 + 60 

3 50 200 18 1 45 + 60 

4 30 200 6 1 30 + 40 

5 30 200 6 3 45 - 60 

6 30 400 18 1 30 - 60 

7 30 400 18 3 45 + 40 

8 50 400 6 1 45 - 40 

*Ultrasonik banyo uygulaması formülasyon hazırlandıktan sonra ve dietileter uçurulduktan sonra 

uygulanmıĢtır. * (-) Ultrasonik prob kullanılmamıĢ, (+) amplitude 60, cycle 1 olacak Ģekilde 1 

dakika kullanılmıĢtır. * PBS çözeltisinin sıcaklığıdır. 

Bu çalıĢmada öncelikle model etkin madde olarak kullandığımız kara havuç 

su ekstresinin farklı konstanrasyonlarından (Çizelge 3.7)  1ml alınarak 9 ml PBS 

(phosphate buffer saline) (pH 7.4) çözeltisi içerisine eklenmiĢtir. Ardından 

dietileter içerisinde çözünmüĢ kolesterol ve tween 20 karıĢımı Ģırınga yardımı ile 

damla damla PBS çözeltisine eklenmiĢtir. Bu ekleme sırasında sıcaklık farkının 

yardımıyla eter buharlaĢmıĢ ve partiküller elde edilmiĢtir. Uygulama sonrası 

manyetik karıĢtırıcıda eterin tamamının uçması beklenmiĢtir. Dietil eter tamamen 
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buharlaĢtıktan sonra elde edilen partikül çözeltileri ölçümler yapılana kadar +4°C‘ 

de saklanmıĢtır.   

3.6. Partiküllerin Karakterizasyonu  

3.6.1.  Partikül büyüklükleri ve dağılımlarının incelenmesi  

Çift emülsiyon ve niozom teknikleri ile hazırlanan partiküllerinin boyut ve 

polidispersite indeksi tayinleri, dinamik ıĢık saçılımı (DLS) prensibi ile ölçüm 

yapan Zeta-Sizer (Malvern, Ġngiltere) cihazı kullanılarak yapılmıĢtır. Analizler 

25ºC‘ de, 175º‘lik saçılım açısı kullanılarak yapılmıĢtır. Örneklerden 400µl 

alınarak ultra saf su ile yarı yarıya seyreltilmiĢ ve polisitren küvet içerisine 

konularak gerekli ölçümler gerçekleĢtirilmiĢtir. Partikül boyutu ölçümü her bir 

numune için 3 kez tekrarlanmıĢtır.  

3.6.2. Partiküllerin görüntülenmesi 

Belirlenen sonuç formülasyonu ile elde edilen boĢ ve ekstre yüklü niozom 

partiküllerinin morfolojik incelemeleri FEI Quanta 250 FEG marka  Taramalı 

Elektron Mikroskobunda (SEM) gerçekleĢtirilmiĢtir. Bütün örnekler liyofilize 

edildikten sonra analizler yapılmıĢtır. Toz halindeki partiküller örnek haznesine 

yerleĢtirildikten sonra vakum altında, Emitech K550X sputter coater ile yaklaĢık 

100 Å kalınlığında altın tabakası ile kaplanmıĢtır. Daha sonra taramalı elektron 

mikroskobu ile görüntüleri alınmıĢtır. 

Tez çalıĢmasında elde edilen boĢ ve yüklü formülasyonların SEM 

görüntülemesi, Ġzmir Yüksek Teknoloji Enstitüsü, Malzeme AraĢtırma Merkezi‘ 

nde yapılmıĢtır.  

3.6.3. Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) analizi 

  DSC, kimyasalların termal analizinde kullanılan termoanalitik bir 

yöntemdir. Termal analiz, incelenen numuneye ait bir fiziksel özelliğin sıcaklığın 

fonksiyonu olarak ölçüldüğü veya bir tepkimede soğurulan ya da açığa çıkan 
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ısının izlendiği yöntemleri içeren bir analiz tekniğidir.  ÇalıĢmada kullanılan kara 

havuç ekstresi, belirlenen sonuç formülasyonu ile elde edilen boĢ niozom ve 

ekstre yüklü niozom partiküllerine ait DSC diyagramları T.A. Instrument Q10 

marka diferansiyel taramalı kalorimetre kullanılarak elde edilmiĢtir. Bütün 

örnekler liyofilize edildikten sonra analizler gerçekleĢtirilmiĢtir. DSC deneylerinin 

tümü azot atmosferinde gerçekleĢtirilmiĢ ve gaz akıĢ hızı 50 mL/dakika olarak 

ayarlanmıĢtır. Tüm DSC ölçümleri için 20-200°C sıcaklık aralığında ve 

10°C/dakika ısıtma hızında çalıĢılmıĢtır. Örnekler özel olarak DSC analizi için 

kullanılan alumina pan kaplarının içerisine yerleĢtirilmiĢ ve referans olarak da 

alumina standardı kullanılmıĢtır. 

Tez çalıĢmasında elde edilen formülasyonların DSC analizi, Ġzmir Yüksek 

Teknoloji Enstitüsü, Jeotermal Enerji AraĢtırma ve Uygulama Merkezi‘ nde 

yapılmıĢtır.  

3.6.4. Partiküllerin yükleme veriminin belirlenmesi 

Bölüm 3.5.2‘ de yapılan optimizasyon çalıĢmaları sonucu elde edilen 

optimum partikül büyüklüğü ve dağılıma sahip formülasyonun yükleme verimi 

belirlenmiĢtir. Etkin madde yükleme veriminin belirlenmesine yönelik olarak 

nanopartikül formülasyonunun hazırlanması sırasında dıĢ sulu fazda serbest halde 

kalan etkin madde miktarı belirlenmiĢ ve dolaylı yoldan, nanopartikül içerisine 

hapsedilen madde miktarı hesaplanmıĢtır.   

Bu amaçla, seçilen formülasyon ile hazırlanan partiküller 20 000 rpm‘ de 30 

dakika santrifüj edilerek ortamdan ayrılmıĢtır. Santrifüj sonrası kalan 

süpernatantın (üst faz) hacmi belirlenmiĢ ve içeriğindeki antosiyanin miktarı pH 

diferansiyel yöntemi ile analiz edilmiĢtir. Aynı zamanda formülasyonda kullanılan 

ekstre de pH diferansiyel yöntemi ile analiz edilmiĢ ve elde edilen sonuçlar Bölüm 

3.3.1‘ de belirtilen formülde yerine konularak miktarlar belirlenmiĢtir. Yükleme 

verimi hesaplaması için kullanılan formül ise aĢağıdaki gibidir; 
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Etkin madde yükleme verimi (%) = {(K1 − K2)/K1} x 100 

 K1: Nanopartikül formülasyonu hazırlanmasında kullanılan antosiyanin 

miktarı 

 K2: Su fazında (süpernatant) serbest halde nanopartiküllere yüklenmeden 

kalan antosiyanin miktarı  

3.6.5.  In vitro salım çalıĢmaları 

Niozom partiküllerinden in vitro antosiyanin salımı pH 7,4 PBS ortamında 

UPLC sistemi kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Salım kinetiği için öncelikle 

hazırlanan partikül formülasyonu 20 000 rpm ‗ de 30 dakika santrifüj edilmiĢ ve 

süpernatant yükleme verimi analizi için ayrılmıĢtır. Çöken pellet 1 kez distile su 

ile yıkanmıĢ ve ardından salım çalıĢmaları için yine 1 ml distile su içerisinde 

homojenize edilmiĢtir. Diyaliz torbasının içerisine formülsyon eklendikten sonra 

iki ucu da bağlanmıĢ ve 100 ml-50 ml PBS (pH 7.4) içeren beher içerisine 

konulmuĢtur. Yatay çalkalayıcı da 37 ± 0,5 °C sıcaklıkta, 100 rpm (devir/dk) 

hızda deney gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu ortamdan 0., 15., 30., 45., 60., 90., 120., 180., 

240. dakikalarda ve sonrasında analiz sonuçlarına bağlı olarak farklı zaman 

aralıklarında 1ml örnek alınmıĢtır. Örnek alımlarından sonra alınan miktar kadar 

PBS ortama eklenmiĢtir. Salımı etkilememesi için sonradan eklenen PBS çözeltisi 

de yine 37°C ‗ de ki ortamda muhafaza edilmiĢtir.  

3.7. In vitro Sitotoksisite ÇalıĢmaları 

Kara havuç ekstresinin ve yüklü niozomların in vitro sitotoksik özellikleri 

MCF7 (insan meme kanseri), Saos-2 (osteojenik sarkoma), A549 (akciğer 

kanseri), MDA-MB (insan meme adenokarsinoma), Neuro2A (beyin tümör), 

NA2A kanser hücre hatlarında ve Vero normal hücre hattında incelenmiĢtir. 

Hücre hatları % 10 fetal bovin serum (FBS), L-glutamin (2 mmol/L), penisilin 

(100 U/ml) içeren DMEM besi ortamlarında 37°C‗ de % 5 CO2 içeren atmosfer 

ortamında 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  
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Hücreler 24 saatlik kültivasyon sonrası % 10 FBS içeren DMEM 

besiyerinde süspansiyon haline getirilmiĢ ve mikroskop ile hücre sayımı 

yapılmıĢtır. Hücre süspansiyonu 96 kuyucuklu hücre kültür plakalarının her 

kuyucuğuna 6000 hücre/kuyucuk olacak Ģekilde ekilmiĢtir. Kara havuç ekstresi ve 

ekstre yüklü niozom partikülleri DMSO içerisinde, 100-6.25 µg/ml seyreltmelerde 

hazırlanmıĢ ve hücre hatları üzerine eklenmiĢtir. Negatif kontrol olarak DMSO 

kullanılırken, pozitif kontrol olarak doksorubisin kullanılmıĢ ve bütün denemeler 

2 tekrarlı olarak gerçekleĢtirilmiĢ ve hücre kültür plakaları 37°C‘de % 5 CO2 

içeren atmosfer ortamında 72 saat inkübasyona bırakılmıĢtır.  

72 saatlik inkübasyon süresi sonunda her bir kuyucuğa 25 µL (5 mg/mL) 

MTT boyası eklenmiĢ ve MTT boyasının canlı hücreler tarafından formazan tuzu 

haline dönüĢtürülebilmesi için 37°C de 4 saat inkübe edilmiĢtir. Bu sürenin 

sonunda formülasyon MTT kuyucuklardan uzaklaĢtırılmıĢ ve her bir kuyucuğa 

150 µL DMSO eklenerek plaka okuyucuda (ELISA) 570 nm-690 nm dalga 

boyunda renk değiĢimi belirlenmiĢtir. 

Tez çalıĢması kapsamında yapılan tüm sitotoksisite çalıĢmaları Doç. Dr. 

Canan Sevimli Gür tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1. Kara Havuç Antosiyaninlerinin Ekstraksiyonu 

Kara havuç antosiyaninlerinin, tekrarlı ultrasonik ekstraksiyon ve aseton 

ekstraksiyonu Bölüm 3.3‘ de bahsedildiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Antosiyaninler polar yapıda bileĢikler olduğundan çözücü olarak su kullanılacağı 

daha önceki denemeler ile belirlenmiĢtir. Ayrıca etanol, metanol gibi çözücülere 

göre ucuz olması ve sitotoksik etkisinin olmaması da suyun bu ekstraksiyon 

çalıĢması için seçilmesinde etkili olmuĢtur.  

 Ekstraksiyon sonrası biyokütle süzüldükten sonra elde edilen ekstrelerin 

toplam antosiyanin içerikleri Bölüm 3.3.1‘ de açıklanan pH diferansiyel yöntemi 

ile belirlenmiĢtir. Ultrasonik ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrenin toplamda 

2.378 mg antosiyanin (siyanidin-3-glikozit eĢleniği) içerirken, aseton 

ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrenin toplamda 1.392 mg antosiyanin 

içerdiği belirlenmiĢtir. 1 g kuru kara havuçtan elde edilen toplam antosiyanin 

miktarlarına bakıldığında tekrarlı ultrasonik ekstraksiyonunun veriminin yaklaĢık 

2 kat fazla olduğu hesaplanmıĢtır. Bu da ekstraksiyon sırasında tekrarlı 

basamakların birim kuru maddeden toplam antosiyaninlerin eldesinde baĢarılı 

olduğunu göstermektedir.  

Literatür ile karĢılaĢtırıldığında 1 g kuru maddeden elde edilen miktarların 

her iki ekstraksiyon yöntemi için de oldukça iyi olduğu belirlenmiĢtir. Algarra et. 

al. (2014) yaptıkları çalıĢmada 100 g taze kara havuçtan etanol:su (1:1) 

ekstraksiyonu ile toplamda 93.8 ve 126.4 mg antosiyanin elde etmiĢlerdir. Bu 

miktarlar 1 g için düĢünüldüğünde (0.938 ve 1.264 mg/g) çalıĢmamızda elde 

edilen miktarlar (1.392 ve 2.378 mg/g) her iki yöntem için de bu değerlerden daha 

yüksek konsantrasyona sahiptir. Burada suyun kara havuçtan antosiyanin 

ekstraksiyonunda diğer çözücülere göre daha etkili olduğu ve tekrarlı 

basamakların ekstraksiyon verimini arttırdığı sonucuna ulaĢılmıĢtır.  
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4.2 Çift Emülsiyon Çözücü BuharlaĢtırma Yöntemi ile Enkapsülasyon 

4.2.1. Ön Formülasyon ÇalıĢmaları 

Ön formülasyon çalıĢmalarında çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma 

yöntemi ile çeĢitli yüzey aktif maddelerin farklı oranlarının (% 0.2-1) partikül 

boyutuna olan etkisi incelenmiĢtir. Bunun için Polivinil alkol (PVA), NaCMC 

(Sodyum karboksimetil selüloz) ve tween 20 Çizelge 4.1‘ deki oranlarında 

kullanılmıĢtır. Emülsiyon oluĢturma basamaklarında 8000 rpm hızda yüksek 

devirli homojenizatör 1,5 dakika süre ile kullanılmıĢtır.  

Hedeflenen boyutlarda nanopartiküller elde edebilmek için farklı 

surfaktantlar kullanılarak yapılan denemelerin sonuçları aĢağıda tablo halinde 

gösterilmiĢtir (Çizelge 4.1).  

NaCMC ve PVA‘ in kullanıldığı denemelerde yüzey aktif madde oranlarının 

artması ile genel olarak partikül boyutunun arttığı saptanmıĢtır. Özellikle NaCMC 

ile hazırlanan çift emülsiyon partiküllerin stabilitesi yüksek olmasına karĢın boyut 

açısından çalıĢmamızın amacına uygun düĢmemektedir (Çizelge 4.1.).  

Yüzey aktif madde olarak PVA ‗ün kullanıldığı denemelerde ise bir gece 

+4°C‘ de bekleme sonucu partiküllerin agrege olduğu ve çöktüğü gözlenmiĢtir. 

Bu çökme sonrasında partikül çözeltisini tekrar homojen hale getirmek amacıyla 

çalkalama uygulandığında ise önce bulanık bir görüntü oluĢmakta ve ardından 

yine partiküllerin çöktüğü gözlenmektedir. Rosca et al. (2004) yaptıkları 

çalıĢmada yüzey aktif madde olarak PVA ve polimer olarak PLGA kullanarak çift 

emülsiyon çözücü buharlaĢtırma ile partiküller oluĢturmuĢlar ve herhangi stabilite 

sorununa ile karĢılaĢmamıĢlardır. Bu bilgiye dayanarak stabilite sorununun PVA‘ 

nın çalıĢmada kullanılan PCL polimeri ile uyum göstermediği ve kullanılan teknik 

için uygun bir yüzey aktif madde olmadığı sonucuna varılmıĢtır.  

Tween 20‘ nin kullanıldığı denemeler sonucunda ise farklı olarak yüzey 

aktif madde konsantrasyonunun artıĢı ile partikül boyutunun küçüldüğü 

belirlenmiĢ ve en düĢük partikül boyutuna (202 nm) tween 20 ile ulaĢılmıĢtır. 

Partikül boyutlarının tween 20 miktarı ile ters orantılı olarak azalması ise tween 
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20 oranının artması ile stabilitenin artması, partiküllerin daha iyi dağılması ve 

agrege olmadan askıda kalması ile açıklanmaktadır.  

Çizelge 4.1. Çift emülsiyon yönteminde kullanılan surfaktanların oranları ve oluĢan 

partiküllerin boyutları 

Yüzey aktif 

madde 

YAM Oranı 

(w/v) 

Ortalama Partikül 

Boyutu (nm) 

 

 

 

 

PVA 

% 0.2 1461 

% 0.4 1340 

% 0.6 6801 

% 0.8 14836 

% 1   11539 

 

 

 

 

 

Tween 20 

% 0.2 5998 

% 0.4 7180 

% 0.6 7042 

% 0.8 1237 

% 1  202 

   

 

 

 

NaCMC 

% 0.2 21966 

% 0.4 25286 

% 0.6 16553 

% 0.8 27226 

% 1 33926 

 

Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi için yapılan ön formülasyon 

çalıĢmaları sonucu bu yöntem için en uygun yüzey aktif maddenin tween 20 

olacağına karar verilmiĢ ve çalıĢmalara bu seçim ile devam edilmiĢtir. 
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4.2.2. Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile partiküllerin 

hazırlanması 

Yapılan ön denemeler sonunda araĢtrmaya çift emülsiyon çözücü 

buharlaĢtırma yönteminin optimizasyon çalıĢmaları ile devam edilmiĢtir. Deney 

tasarımı ile oluĢturulan denemeler (Çizelge 4.2) Bölüm 3.4.2 de belirtilen Ģekilde 

gerçekleĢtirilmiĢ ve elde edilen partikül boyutları Çizelge 4.3‘ de sunulmuĢtur.  

Çizelge 4.2. Çift emülsiyon için oluĢturulan deney tasarımı 

Deneme Besleme 

süresi 

(dak) 

KarıĢtırma 

süresi 

(dak) 

KarıĢtırma 

hızı 

(rpm) 

PCL 

Miktarı 

Etken 

madde 

kons. 

(µg/ml) 

Tween 

20 

Kons. 

(%) 

Sıcaklik 

(°C) 

1 30 5 17 000 30 6 5 4 

2 5 5 17 000 60 6 0.5 25 

3 5 1.5 17 000 60 18 5 4 

4 30 1.5 8 000 60 6 5 25 

5 30 1.5 17 000 30 18 0.5 25 

6 5 1.5 8 000 30 6 0.5 4 

7 30 5 8 000 60 18 0.5 4 

8 5 5 8 000 30 18 5 25 

 

Çizelge 4.3. Deney tasarımı sonucu elde edilen çift emülsiyon partiküllerinin 

ortalama büyüklüğü ve polidispersite indisi  

Deneme  
Ortalama Partikül 

Boyutu (nm) 

PDI 

1 252.4 0.207 

2 523.8 0.268 

3 331.9 0.256 

4 772.1 0.686 

5 420.3 0.405 

6 351.2 0.679 

7 1003 0.990 

8 462.1 0.683 
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ANOVA analizi (Çizelge 4.4) sonucunda elde edilen modelin F değerinin 

(0,0383) 0,05‘ den küçük olması modelin anlamlı olduğunu göstermektedir. Çift 

emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yönteminde ‗besleme süresi, karıĢtırma hızı ve 

PCL miktarı‘ faktörleri partikül boyutu üzerinde etkili bulunurken, ‗sıcaklık, 

etken madde konsantrasyonu, karıĢtırma süresi, tween 20 konsantrasyonu‘ 

faktörlerinin partikül boyutu üzerinde etkili olmadığı sonucu elde edilmiĢtir.  

Çizelge 4.4. Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile enkapsülasyonun varyans 

analizi (ANOVA) 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

d.f.* Ortalama 

Kareleri 

F- 

Değeri 

p Değeri 

(P) > F 

Model 380622.5 

 

3 1269.00 7.76 0.0383 

A-Besleme 

süresi 

76050.00 1 76050.00 4.65 0.0972 

D-KarıĢtırma 

hızı 

1140980.5 

 

1 1410.00 8.62 0.0425 

E-PCL miktarı 163592 1 1636.00 10.01 0.0341 

Artık değer 65385.00 4 16346.25   

Genel toplam 4460.05 7    

R
2
 0.8534     

R
2
 adj 0.7434     

R
2 
Pred 0.4136     

 

Polikaprolakton miktarı en etkili parametre olarak belirlenirken onu 

sırasıyla karıĢtırma süresi ve besleme süresi takip etmiĢtir. Optimum (minimum) 

partikül boyutu elde edilen koĢul; besleme hızı 30 sn., karıĢtırma süresi 5 dak., 

sıcaklık 4°C, karıĢtırma hızı 17000 rpm, PCL:DCM oranı (30mg/7ml) 1, etken 

madde kons. 6µl/ml, tween 20 konsantrasyonu %5 olarak belirlenmiĢ ve bu 

koĢullarda 252 nm boyutunda partiküller elde edilmiĢtir (Çizelge 4.3).  
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ġekil 4.1. PCL miktarı ve karıĢtırma hızının partikül boyutu üzerindeki etkisi 

ġekil 4.1‘ de gösterildiği üzere partikül boyutu polikaprolakton miktarı 

arttıkça artmıĢ ve karıĢtırma hızı arttıkça azalmıĢtır. Çift emülsiyon çalıĢmalarında 

karıĢtırma hızı arttıkça partikül boyutunun küçüldüğü  belirtilmektedir (Rosca et 

al., 2004). Yüksek karıĢtırma hızı ile emülsiyonların birbirleri içerisinde daha iyi 

karıĢması ve karıĢtırma Ģiddetiyle daha küçük dağılımı sağlanabilmektedir. Ayrıca 

karıĢtırma süresinin uzatılması ile de partikül boyutu küçültülebilmektedir 

(Mukerjee et al., 2007). Denemeler oluĢturulurken karıĢtırma süresi kısa, 

karıĢtırma hızı yüksek tutulmuĢtur.  

ÇalıĢmada kullanılan emülsiyonların hacimsel oranları düĢük 

tutulduğundan,  polikaprolakton miktarı arttığında formülasyon için polimer 

miktarı fazla gelmekte ve bu nedenle partiküllerinin daha büyük olduğu 

düĢünülmektedir. Yapılan çalıĢmalarda da polimer oranının artması ile partikül 

boyutunun büyüdüğü söylenmektedir (Hussein et al., 2013). Ayrıca oluĢturulan 

emülsiyondan diklorometan buharlaĢtırıldığında, polikaprolakton polimerinin 

yapıĢkanlığı artmakta ve partiküller agrege olarak bütünleĢmektedir. Bu 

istenmeyen durumun da partikül boyutlarını büyüttüğü ihtimali üzerinde 

durulmaktadır.  



58 
 

 

ġekil 4.2. KarıĢtırma hızı ve besleme süresinin partikül boyutu üzerindeki etkisi 

Birinci faz oluĢturulduktan sonra bu ilk emülsiyonun ikinci faza eklenmesi 

ne kadar yavaĢ olursa, bu bekleme süresinde emülsiyon durumunun bozulduğu, 

partiküllerin birbirleri ile birleĢtiği ve partikül boyutunun büyüdüğü 

düĢünülmektedir. Bu nedenle yüksek karıĢtırma hızı ile elde edilen homojen 

emülsiyon hızlıca ikinci faz içerisine enjekte edilmelidir. Ibraheem et al (2014) 

yaptıkları çift emülsiyon yöntemi ile polikaprolakton mikropartikülleri 

hazırlamıĢlar ve optimizasyon çalıĢmaları sonunda birinci emülsiyonu 

oluĢtururken uygulanan karıĢtırma hızının partikül boyutuna etkisinin olmadığı ve 

emülsiyonların oluĢturulma sürecinin kısa tutulması gerektiği sonucuna 

ulaĢmıĢlardır. 

Zetasizer cihazı ile ölçümler sonucunda partiküllerin genellikle yüksek PDI 

değerlerine sahip olduğu gözlenmiĢtir. PDI, partikül dağılımının geniĢliğini ve 

boyutların homojenliğini gösteren bir parametredir. PDI değerinin 0.7‘ nin 

üzerinde oluĢu numunenin partikül büyüklüğü dağılımının çok geniĢ olduğunu ve 

DLS ile ölçüm yapmaya uygun olmadığını göstermektedir (Pathak and Thassu, 

2009). 
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ġekil 4.3. 1 numaralı formülasyonun yoğunluğa göre boyut dağılım grafiği 

 

Yoğunluğa göre boyut dağılımı, emülsiyon içerisindeki farklı büyüklükteki 

partiküllerin dağılımını göstermektedir. ġekil 4.3‗ de görüldüğü üzere 1 numaralı 

örneğin dağılımı diğer ölçümlere göre daha (0.400-0.900) homojendir. Bu 

homojenlik baĢarılı partikül üretimi için istenilen bir koĢul olmasına karĢın 

partikül boyutları geniĢ bir aralıkta (100-1000 nm) değiĢmektedir. Yapılan diğer 

denemelerde bu alanın daraltılması ve partiküllerin küçük bir aralık içerisinde 

dağılımı amaçlanmıĢtır.  

Taguchi deney tasarımı ile optimizasyon sonrası enkapsülasyon 

denemelerine çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile devam 

edilmemiĢtir. Bunun nedeni partiküllerin oluĢmasına rağmen boyutlarının ve PDI 

değerlerinin çalıĢmanın amacına uygun olmamasıdır. UltraTurrax homojenizatör 

ile maksimum hızda (17 000 rpm) çalıĢıldığında minimum 252 nm boyutta 

partiküller elde edilebilmiĢ, ayrıca oluĢan partiküllerin uzun süre askıda 

kalmayarak +4°C‘ de 1 gece sonunda agrege olup birbirlerine yapıĢmakta 

oldukları gözlenmiĢtir. Bu durumun ileride yapılacak yükleme verimi ve salım 

kinetiği çalıĢmalarında sorun oluĢturacağı düĢünüldüğünden çalıĢmalara daha 

stabil ve daha küçük boyutta partiküllerin elde edilebileceği niozom yöntemi ile 

devam edilmiĢtir. 
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4.3.  Niozom Yöntemi ile Enkapsülasyon  

 

4.3.1. Ön formülasyon çalıĢmaları 

Niozom yöntemi ön formülasyon çalıĢmaları sonucu elde edilen partikül 

boyutları Çizelge 4.5‗ de sunulmuĢtur. 

Çizelge 4.5. Farklı karıĢtırma hızlarını ile elde edilen partiküller ve boyutları 

KarıĢtırıcı tipi Hız (rpm) Partikül boyutu 

(nm) 

Manyetik 

karıĢtırıcı 

900 194,5 

1100 356,8 

1400 655,4 

Homojenizatör 8000 2177 

9500 2371 

13500 2857 

 

KarıĢtırma hızının partikül boyutuna etkisinin incelendiği ön formülasyon 

çalıĢmalarında, karıĢtırma hızı arttıkça partikül boyutu da artmıĢtır. Bunun 

nedeninin yüksek hızda karıĢtırma sırasında eterin çok hızlı bir Ģekilde 

buharlaĢması ve partiküllerin oluĢamaması olarak yorumlanmıĢtır. Eterin hızla 

uçması sonucu kolesterol ve tween 20 birbiri ile agrege olarak mikropartiküller 

oluĢturduğu düĢünülmektedir. Bu sebeple eterin ani uçmasını engellemek için 

fazların karıĢtırılması sırasında 900 rpm ‗ den yüksek hızlarda çalıĢılmamıĢtır. 

Niozom partiküllerinin boyutunun küçültülmesi için prob sonikasyon uygulaması, 

membran filtreden ekstruzyon, yüksek basınçlı homojenizatör uygulaması, 

ultrasonik uygulaması önerilmektedir (Uchegbu and Vyas, 1998).  

4.3.2. Niozom yöntemi ile partiküllerin hazırlanması 

Ön formülasyon çalıĢmaları sonucu karıĢtırma hızının 900 rpm‘ den daha 

düĢük hızlarda olması gerektiği sonucuna varılmıĢ ve optimizasyo çalıĢmalarına 

bu sonuç ile devam edilmiĢtir. Niozom partiküllerinin oluĢumuna ve boyutuna 
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etkili olduğu düĢünülen parametreler ile oluĢturulan deney tasarımı (Çizelge 4.6) 

ve elde edilen sonuçlar (Çizelge 4.7) aĢağıda verilmiĢtir.   

Çizelge 4.6. Niozom yöntemi için oluĢturulan taguchi deney tasarımı 

Deneme  Kolesterol 

miktarı 

(mg) 

Tween 

20 

miktarı 
(mg) 

Etken 

madde 

kons. 
(µg/ml) 

Besleme 

süresi 

(dak) 

Sonik 

banyo* 

(dak) 

Ultrasonik 

prob* 

Sıcaklık 

(°C)* 

1 50 200 18 3 30 - 40 

2 50 400 6 3 30 + 60 

3 50 200 18 1 45 + 60 

4 30 200 6 1 30 + 40 

5 30 200 6 3 45 - 60 

6 30 400 18 1 30 - 60 

7 30 400 18 3 45 + 40 

8 50 400 6 1 45 - 40 

 

Çizelge 4.7. Deney tasarımı sonucu elde edilen niozom partiküllerinin ortalama büyüklüğü 

ve polidispersite indisi 

Deneme  
Ortalama Partikül 

Boyutu (nm) 

PDI 

1 143.4 0.370 

2 174 0.277 

3 151.1 0.196 

4 164.8 0.137 

5 145.7 0.195 

6 216.6 0.280 

7 191.3 0.204 

8 178.6 0.131 

 

ANOVA analizi (Çizelge 4.8) sonucunda elde edilen modelin F değerinin 

(0.0028) 0.05‘ den küçük olması modelin anlamlı olduğunu göstermektedir. 

Niozom hazırlama yönteminde ‗kolesterol miktarı, tween 20 miktarı ve besleme 

süresi‘ faktörleri partikül boyutu üzerinde etkili iken, ‗sıcaklık, etken madde 
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kons., (su banyosunda) sonikasyon süresi, ultrasonik prob kullanımı‘ faktörlerinin 

partikül boyutu üzerinde etkili olmadığı sonucu elde edilmiĢtir. 

Tween 20 miktarı en etkili parametre olarak belirlenirken onu sırasıyla 

kolesterol miktarı ve besleme süresi takip etmiĢtir. Birçok faktör arasından prosesi 

en çok etkileyen parametreler taguchi metodu ile belirlenmiĢ ve optimizasyon 

çalıĢmalarına bu veriler ele alınarak devam edilmiĢtir.  

Çizelge 4.8. Niozom yöntemi ile enkapsülasyonun varyans analizi (ANOVA) 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

d.f.* Ortalama 

Kareleri 

F- 

Değeri 

p Değeri 

(P) > F 

Model 2719.00 3 906.33 32.66 0.0028 

A-Kolesterol 

miktarı 

312.50 1 312.50 11.26 0.0284 

B-Tween 20 

miktarı 

2244.50 1 2244.50 80.88 0.0008 

D-Besleme 

süresi 

162.00 1 162.00 5.84 0.0731 

Genel 

toplam 

2830.00 7    

R
2 
 0.9608     

R
2
 adj 0.9314     

R
2
 pred 0.8431     

 

Niozom partiküllerinin boyutları 100-200 nm aralığında değiĢmesi ile 

birlikte istenen nanopartikül boyutlarına (yaklaĢık 100 nm) yaklaĢmıĢtır. Ayrıca 

Çizelge 4.7‘ de verildiği üzere niozom partiküllerinin PDI değerleri 0.2-0.3 

aralığındadır. Bu da elde edilen partiküllerin homojen büyüklüklere ve dağılıma 

sahip olduğunu göstermektedir. Nanopartikül üretiminde PDI değerinin düĢük 

olması istenen bir durumdur ve hazırlanan niozomlar ile iyi değerler elde 

edilmiĢtir.  

Ek olarak sonuçlara göre en iyi dağılıma sahip olan 5 numaralı örneğin zeta 

potansiyeli yine Zeta-Sizer (Malvern, Ġngiltere) cihazı ile zeta meter cell küvet 

(voltaj; 50v) kullanılarak yapılmıĢtır. Ölçüm sonucu ortalama zeta potansiyeli -
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3.31 mV olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.4). Niozomlar noniyonik yüzey aktif 

maddeleri ile hazırlandığı için yükleri nötr duruma yakın, düĢük değerlerde 

olmaktadır. Ayrıca formülasyona yük indükleyici madde eklenenerek 

(disetilfosfat vb.) partiküllerin yük aralığı değiĢtirilebilmektedir (Priya et al., 

2013). Elde ettiğimiz formülasyonlar uzun süreler agrege olmadan +4°C‘ de 

saklanabildiği için ek olarak stabilite çalıĢmalarına gerek duyulmamıĢtır.  

 

ġekil 4.4. 5 numaralı niozom formülasyonunun zeta potansiyeli 

 

4.3.2.1. Niozom yönteminin cevap yüzey yöntemi kullanılarak 

optimizasyonu 

Prosesi etkileyen parametreler Taguchi metoduyla belirlendikten sonra 

optimizasyona devam edilmiĢtir. Taguchi metoduna göre proses üzerinde etkili 

olan ‗tween 20 konsantrasyonu, kolesterol miktarı, besleme süresi‘ parametreleri 

cevap yüzey yöntemlerinden biri olan merkez-tümleĢik tasarım (CCD, Central 

Composite Desing) seçilmiĢ ve sonuçlara Çizelge 4.9‘ da yer verilmiĢtir.  

Çizelge 4.9. Niozom yöntemi için oluĢturulan CCD deney tasarımı ve sonuçları 

Deneme 

Kolesterol 

miktarı 

(mg) 

Tween 20 

miktarı 

(mg) 

Besleme 

süresi 

(dak) 

Ortalama 

partikül boyutu 

(nm) 

1 30 400 3 162.3 

2 40 300 2 260.9 
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3 50 200 3 143.3 

4 50 200 1 210.8 

5 40 300 0.32 201.4 

6 30 400 1 187 

7 40 300 3.68 233.6 

8 50 400 3 295.1 

9 23.18 300 2 166.3 

10 40 300 2 333.5 

11 40 468.18 2 154.4 

12 40 300 2 245.4 

13 40 131.82 2 130.4 

14 50 400 1 216.1 

15 56.82 300 2 277.6 

16 30 200 1 130 

17 30 200 3 163.9 

 

ANOVA analizi (Çizelge 4.10) sonucunda elde edilen modelin F değerinin 

(0,0089) 0.05‘ den küçük olması modelin anlamlı olduğunu göstermektedir. 

Niozom yöntemi için sırasıyla kolesterol miktarı ve tween 20 miktarı etkili 

parametreler olarak belirlenmiĢ bunun yanı sıra besleme süresinin etkili bir 

parametre olmadığı sonucuna ulaĢılmıĢtır. Tween 20 miktarı ve kolesterol 

miktarının partikül boyutu üzerinde etkili olması beklenen bir sonuçtur. Bunun 

nedeni niozomları oluĢturan tween 20 ve kolesterol bir araya gelmesiyle oluĢan 

hücre zarı benzeri yapıdır. Yüzey aktif madde ve stabilize edici ajan miktarı 

arttıkça hücre zarı benzeri bu yapı da büyümekte ve partiküllerin boyutları da 

artmaktadır (Kumar and Rajeshwarrao, 2011).  
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 Optimum (minimum) partikül boyutunun elde edildiği formülasyonlar; 40 

mg kolesterol, 131.82 tween 20, 2 dakika besleme süresi ve 30 mg kolesterol, 200 

mg tween 20, 1 dakika besleme süresidir. Bu iki formülasyonda da sonuç olarak 

130 nm boyutunda partiküller elde edilmiĢtir.  

Çizelge 4.10. Niozom yöntemi için yapılan merkez-tümleĢik tasarımın varyans analizi 

(ANOVA) 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

d.f.* Ortalama 

Kareleri 

F- 

Değeri 

p Değeri 

(P) > F 

Model 44934.03 6 7489.00 5.57 0.0089 

A- Kolesterol 

miktarı 

12229.65 1 12229.65 9.10 0.0130 

B-Tween 20 

miktarı 

4737.59 1 4737.59 3.53 0.0898 

C- Besleme 

süresi 

398.99 1 398.99 0.30 0.5977 

A
2 4717.70 1 4717.70 3.51 0.0904 

B
2
 26588.23 1 26588.23 19.79 0.0012 

C
2
 5480.06 1 5480.06 4.08 0.0710 

Artık değer 13434.44 10 1343.44   

Uygunsuzluk 9001.78 8 1125.22 0.51  

Saf hata 4432.67 2 2216.33   

Genel toplam 58368.47 16    

R
2
 0.7698     

R
2
 adj 0.6314     

R
2 
Pred 0.4509     

 

Tween 20 ve kolesterol miktarının partikül boyutu üzerindeki 

incelendiğinde (ġekil 4.5) yüzey aktif madde miktarı arttıkça partikül boyutunda 

bir artıĢ gözlenmiĢ ardından maksimum konsantrasyonda tekrar bir düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. Fakat minimum boyutlarda partiküller (130 nm) düĢük tween 20 

miktarlarında (131.82 -200 mg) elde edilmiĢtir. Bütün denemelerde su fazı sabit 

hacimde tutulup yüzey aktif madde miktarı arttırıldığından yüksek miktarlardaki 

tween 20 yeterli oranda dağılmadığından birleĢip büyük veziküller oluĢturduğu 
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düĢünülmektedir. Tween 20 ve kolesterol miktarının minimum olduğu koĢullarda 

daha küçük partiküller (130-160 nm) elde edilmiĢtir (ġekil 4.5).  

 

ġekil 4.5. Tween 20 ve kolesterol miktarının partikül boyutu üzerindeki etkisi 

 

 

ġekil 4.6. Tween 20 ve kolesterol miktarının partikül boyutu üzerindeki etkisi (contour) 

Genel olarak deney tasarımının partikül boyutu sonuçları incelendiğinde 

boyutlar arasında çok büyük farklılıkların olmadığı gözlenmektedir (ġekil 4.6). 

Partikül boyutları genellikle 150-300 nm aralığında değiĢmekte (yeĢil alan), ve bu 
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sonucun tween 20/ kolesterol miktarı için seçilen aralıkların çok geniĢ olmaması 

ve birbirine yakın formülasyonların yapılmasından kaynaklandığı 

düĢünülmektedir. 

 

 

ġekil 4.7. Besleme süresi ve kolesterol miktarının partikül boyutu üzerindeki etkisi 

Besleme süresi ve kolesterol miktarının partikül boyutuna etkisi (ġekil 4.7) 

incelendiğinde; besleme süresinin boyut üzerinde çok fazla bir etkisinin olmadığı 

fakat sürenin 1 dakika olduğu durumda minimum boyutlarda partikül elde edildiği 

söylenebilmektedir. Besleme süresinin partikül boyutu üzerinde etkili olmadığı 

belirlenmiĢ olsa da eter enjeksiyon metodunun mantığına dayanarak diğer 

denemelerde çözücü, PBS içerisine yavaĢ yavaĢ eklenmiĢtir. Bunun nedeni 

yükleme sırasında partiküllerin oluĢması için bu iĢlemin damla damla ve yavaĢ 

yapılması gerektiğinin vurgulanmıĢ olmasıdır (Aggarwal et al., 2004; Sharma et 

al., 2009). 

Nanopartikül üretiminde önemli bir diğer faktör olan PDI değerinin 0.1-0.7 

aralığında olması baĢarı kıstası olarak görülmektedir. Yapılan ölçümlerde niozom 

partiküllerin PDI değerleri 0.200-0.350 aralığında değiĢtiği belirlenmiĢtir. ġekil 

4.8‘ de en iyi  PDI değerine sahip örneğin yoğunluğa göre boyut grafiği 

sunulmuĢtur.  
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ġekil 4.8. 13 numaralı formülasyonun yoğunluğa göre boyut grafiği (PDI:0.179) 

Deneme 13 ‗ ün yoğunluğa göre boyut grafiği incelendiğinde partikül 

boyutunun yaklaĢık 100 nm‘ de pik verdiği ve dar bir aralıkta değiĢen boyutlarda 

partiküller içerdiği söylenebilmektedir (ġekil 4.8).  

4.3.2.2. Niozom çalıĢmalarının devamı 

Niozom yöntemi optimizasyonu için yapılan Taguchi ve Central Composite 

Design, CCD, deney tasarımı sonucu 2 farklı optimum koĢul belirlenmiĢtir. 

Bunlar; 40 mg kolesterol, 131.82 tween 20, 2 dakika besleme süresi ve 30 mg 

kolesterol, 200 mg tween 20, 1 dakika besleme süresidir. Anova analizi sonucu 

besleme süresi anlamlı parametre olarak belirlenmediği denemelere bu parametre 

dahil edilmeden devam edilmiĢtir (Çizelge 4.10). Fakat tween 20 ve kolesterol 

miktarı için 2 farklı formülasyon ile optimum partikül boyutu elde edilmiĢ, bu 

nedenle tek bir formülasyon elde edilebilmesi için denemelere devam edilmiĢtir. 

Tween 20 miktarının etkisi ayrı deney setleriyle incelenmiĢtir. Denemelerde 

kolesterol miktarı sabit 30 mg kullanılmıĢtır (Çizelge 4.11). 
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Çizelge 4.11. Tween 20 konsantrasyonunun partikül boyutuna etkisi 

Formülasyon no 

 

Kolesterol miktarı 

(mg) 

Tween 20 miktarı 

(mg) 

Ortalama partikül 

boyutu (nm) 

F1 30 200 260 

F2 30 150 135 

F3 30 100 147 

F4 30 50 183 

 

Çizelge 4.11‘ de verildiği üzere en iyi partikül boyutu F2 formülasyonunda elde 

edilmiĢtir. Ayrıca en iyi PDI değeri (0.133) 150 mg tween 20 ‗ nin kullanıldığı 

formülasyonda elde edilmiĢ, bu nedenler göz önüne alınarak çalıĢmalara F2 

formülasyonu ile devam edilmiĢtir (ġekil 4.9).  

 

ġekil 4.9. F2 no‘ lu formülasyonun yoğunluk-boyut grafiği 

4.4. Partiküllerin Karakterizasyonu 

4.4.1. Partiküllerin Görüntülenmesi 

Taramalı Elektron Mikroskobu  (SEM) kullanılarak boĢ ve kara havuç 

ekstresi yüklü niozom nanopartiküllerin morfolojik değerlendirmeleri yapılmıĢtır. 

Ekstre yüklemesi gerçekleĢtirilmemiĢ boĢ niozom partiküllerinin farklı 

büyütmedeki SEM görüntüleri, ġekil 4.10., ġekil 4.11., ġekil 4.12.‘ de verilmiĢtir.  
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  BoĢ niozom partiküllerinin yaklaĢık 200-400 nm boyutlarına sahip küresel 

yapıda oldukları belirlenmiĢtir (ġekil 4.12). 

 

ġekil 4.10. BoĢ niozom partiküllerinin taramalı elektron mikroskobu görüntüsü (5000X) 

 

ġekil 4.11. BoĢ niozom partiküllerinin taramalı elektron mikroskobu görüntüsü (10 000X) 
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ġekil 4.12. BoĢ niozom partiküllerinin taramalı elektron mikroskobu görüntüsü (20 000 X) 

ġekil 4.10 ‗ da görülen engebeli yüzeyin, partiküllerin liyofilizasyonu 

sırasında birbirine yapıĢmaları nedeniyle gerçekleĢtiği düĢünülmektedir. Engebeli 

yüzey üzerindeki kabartılar partiküller olmakla birlikte agrege olarak bu 

görüntüye ulaĢmıĢlardır. Ayrıca yapıların çok küçük olmasına bağlı olarak, altın  

ile kaplanmaları ve analiz sırasında artan sıcaklık nedeniyle erimeleri sonucunda, 

partiküller çok net görülememiĢtir. BoĢ niozom partikülleri yaklaĢık 200 nm 

boyutlarında iken dolu partiküllerin boyutları yaklaĢık 240 nm olarak 

belirlenmiĢtir. Bunun sebebi ise yükleme sonrası partiküllerin az da olsa 

boyutlarının büyümesi olarak değerlendirilmiĢtir (ġekil 4.15).  

Kara havuç ekstresi ile hazırlanan dolu niozom partiküllerinin farklı 

büyütmedeki SEM görüntüleri, ġekil 4.13, ġekil 4.14., ġekil 4.15‘ de verilmiĢtir.  
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    ġekil 4.13. Yüklü niozom partiküllerinin taramalı elektron mikroskobu görüntüsü 

(5000X) 

 

     ġekil 4.14. Yüklü niozom partiküllerinin taramalı elektron mikroskobu görüntüsü  

(10 000X) 
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     ġekil 4.15. Yüklü niozom partiküllerinin taramalı elektron mikroskobu görüntüsü  

(20 000 X) 

4.4.2. Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) analizi 

DSC cihazı kullanılarak hazırlanan etkin madde yüklü formülasyonun, bu 

formülasyonun hazırlanması sırasında kullanılan etkin maddenin ve boĢ 

formülasyonun termogramları alınmıĢ ve bunlar ġekil 4.16, ġekil 4.17, ġekil 4.18 

ve ġekil 4.19‘ da gösterilmiĢtir.  
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ġekil 4.16. Kara havuç ekstresine ait DSC diyagramı 

Kara havuç ekstresinin 20-200°C aralığında yapılan termal analizine 

bakıldığında erime sıcaklığının (Tm)  62.1 °C ve geçiĢ sıcaklığının (Tg) 78.02 °C 

olduğu belirlenmiĢtir. Antosiyaninlerin ısıya duyarlı, stabilitesi düĢük maddeler 

olduğu düĢünüldüğünde, düĢük erime ve geçiĢ sıcaklığına sahip olmaları beklenen 

bir sonuçtur. ġekil 4.16‘ da görüldüğü üzere 120°C‘ den sonraki pikler 

yorumlanamaz iken, bu dağınık pikler maddenin bozulduğunun göstergesidir.  

 

ġekil 4.17. BoĢ niozom formülasyonuna ait DSC diyagramı 
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ġekil 4.18. Yüklü niozom formülasyonuna ait DSC diyagramı 

ġekil 4.17‘ de görüldüğü üzere boĢ niozom formülasyonunun erime 

sıcaklığı (Tm) 130.03°C, geçiĢ sıcaklığı (Tg)  153.62°C olarak belirlenmiĢtir. 

Yüklü niozom formülasyonunun erime sıcaklığı (Tm) 172.36 °C, geçiĢ sıcaklığı 

(Tg) 151.04 °C olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.18). 

 Diyagram üzerinde yaklaĢık 42°C ve 130°C‘ de olmak üzere 2 ayrı 

endotermik pik gözlenmiĢtir. Bu pikler hem boĢ hem de yüklü partiküllerde aynı 

sıcaklıklarda gözlendiği için bunun niozom yapısındaki tween 20-kolesterol 

bağıyla ilgili olduğu düĢünülmüĢtür (ġekil 4.17, ġekil 4.18).  Niozomlarla benzer 

yapıya sahip kolesterol içeren lipozom partiküllerinin DSC analizlerinde yaklaĢık 

45°C‘ de pik gözlenmiĢ ve bunun formülasyon kaynaklı olduğu belirtilmiĢtir (Wu 

et al., 2012). Ayrıca tween 20 ve kolesterolün düĢük geçiĢ sıcaklığına sahip 

olduğu bilinmektedir. Bu da formülasyon kaynaklı bir yapıdan kaynaklandığını 

kanıtlar niteliktedir.  
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ġekil 4.19. Yüklü niozom formülasyonu (yeĢil), boĢ niozom formülasyonu (mavi) ve kara 

havuç ekstresinin (kırmızı) toplu DSC diyagramı 

Ekstre yüklü niozom, boĢ niozom ve ekstrenin üçlü diyagramı ġekil 4.19‘ da 

gösterilmiĢtir. BoĢ ve yüklü partiküllerin 172°C‘ deki pike kadar aynı noktalarda 

pik göstermesi nedeniyle bunların formülasyon kaynaklı termal pikler olduğu 

yorumu yapılmıĢtır. Literatürdeki bilgilere dayanarak 42°C‘ deki pikin tween 20‘ 

nin faz geçiĢ sıcaklığı olduğu düĢünülmektedir.  

Ekstrenin tek diyagramıyla karĢılaĢtırıldığında 120°C‘ de bozunma 

gözlenmemiĢ aksine ekstre yüklü partiküller 172°C‗ ye kadar erime 

göstermemiĢtir. Burada ekstrenin yüksek sıcaklığa karĢı korunduğu yorumu 

yapılmıĢtır. 

4.4.3. Partiküllerin Yükleme Veriminin Belirlenmesi 

Optimizasyon çalıĢmaları sonucu elde edilen formülasyonda niozom 

partikülleri ekstre ile hazırlanmıĢ, yükleme verimleri pH diferansiyel metod ile 

belirlenmiĢ ve sonuçlar hesaplanmıĢtır (Çizelge 4.12). 
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Çizelge 4.12. Yükleme verimi çalıĢmaları 

Formülasyon 

kodu 

Kolesterol Tween 20 Yükleme verimi 

 

 

D1 

30 mg 150 mg % 20 

30 mg 150 mg % 37 

30 mg 150 mg % 45 

30 mg 150 mg % 38 

30 mg 150 mg % 17 
30 mg 150 mg % 30 

D2 30 mg 200 mg % 10 
D3 30 mg 100 mg % 13 

D4 50 mg 150 mg % 29 

 

Yükleme verimlerinin % 50‘ nin altında kalması nedeniyle formülasyonda 

değiĢiklikler yapılarak verimin arttırılıp arttırılamayacağı incelenmiĢtir (Çizelge 

4.12). Fakat tween 20 miktarının arttırıldığı ve azaltıldığı (100-200 mg) durumda 

da yükleme veriminin düĢtüğü gözlenmiĢtir. Kolesterol miktarının arttıldığı 

durumda ise büyük bir fark gözlenmemiĢ, partikül boyutunun büyümemesi için 30 

mg kolesterol miktarı ile denemelere devam edilmiĢtir.  Lingan et al. (2011) 

yaptıkları çalıĢmada artan kolesterol miktarı ile partiküllerin yükleme verimlerinin 

düĢtüğünü saptamıĢtır. Bu durumun yüksek miktardaki kolesterolün kapsüle 

edilecek alanda etkin madde ile rekabete girmesi ve ya limitlerin üzerindeki 

miktarda kolesterolün partikül membranındaki doğrusal yapıyı bozması nedeniyle 

olduğunu belirlemiĢtir. Bu nedenle partikül formülasyonlarında 30 mg kolesterol 

miktarı aĢılmadan çalıĢmalara devam edilmiĢtir.  

Yükleme verimi çalıĢmalarında aynı formülasyonun tekrarlanması sonucu 

farklı yükleme verimleri elde edilmiĢtir. Partikül boyutu çalıĢmalarında seçilen D1 

formülasyonunun 6 tekrarında yükleme verimleri % 20-45 aralığında değiĢmiĢtir. 

Bunun nedeninin, niozomların hazırlanması sırasında çevresel birçok faktörün 

enkapsülasyonda etkili olduğu ve her denemede farklı verimlerin elde edildiği 

düĢünülmüĢtür.  

Hazırlanan niozom partiküllerinin oldukça küçük boyutlarda olmaları 

enkapsüle edebilecekleri madde miktarını kısıtlar iken bunun yanı sıra etkin 
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maddemizin (kara havuç ekstresi) oldukça polar yapıda olmasının yükleme 

veriminin düĢük olmasına sebep olduğu yorumu yapılmıĢtır. Eter enjeksiyon 

yönteminin hidrofilik maddelerin enkapsülasyonunda düĢük verime sahip olduğu 

daha önceki çalıĢmalarda belirtilmiĢtir (Aggarwal et al., 2004). Yapılan bir 

niozom  çalıĢmasında (Aggarwal et al., 2004) acetazolamide adlı etken madde eter 

enjeksiyon yöntemi ile enkapsüle edilmiĢ ve yükleme verimi % 29, 39, 43 olarak 

3 farklı değerde belirlenmiĢtir. Bunun yanı sıra niozomların eter enjeksiyon 

yöntemi hidrofobik maddeleri yüksek verimlerde (% 80-90) enkapsüle ettiği 

birçok çalıĢma ile gösterilmiĢtir (Sharma et al., 2009; Sundaresan et al., 2012; 

Yasin et al., 2012). 

Niozom yapısında hidrofobik etkin maddelerin yüzey aktif madde 

(surfaktan)-kolesterol çemberinin içerisinde, hidrofilik etken maddelerin ise 

partikülün çekirdek (öz) kısmında enkapsüle edildiği bilinmektedir. Kara havuç 

ekstresi de bu öz kısmında enkapsüle edilmekte fakat enkapsüle edilen miktar 

düĢük olmaktadır. Bu durumun antosiyaninlerin oldukça polar yapıda olmaları ve 

suda çok çözünmelerinden kaynaklandığı düĢünülmektedir.  

Sonuç olarak çeĢitli yükleme verimi denemeleri sonucunda (Çizelge 4.12) 

en uygun formülasyon partikül boyutu denemelerinde olduğu gibi D1 (30 mg 

kolesterol, 150 mg tween 20) formülasyonu olarak belirlenmiĢ ve salım kinetiği 

çalıĢmalarına bu formülasyon ile devam edilmiĢtir.  

4.5.  İn vitro Salım ÇalıĢmaları 

Niozom partiküllerinin in vitro salım çalıĢmaları Bölüm 3.6.5‘ de açıklanan 

Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Salım çalıĢmalarında partikül boyutu ve yükleme 

verimi çalıĢmaları sonucu belirlenen D1(30 mg kolesterol, 150 mg tween 20) 

formülasyonu kullanılmıĢtır. 

ÇalıĢmada model antosiyanin kaynağı olarak kullanılan kara havuç su 

ekstresinin farklı antosiyaninler içerdiği yapılan HPLC analizleri ile belirlenmiĢtir 

(ġekil 4.20).  Toplam antosiyanin içeriği siyanidin-3-glikozit (eĢdeğeri) 

standardına göre hesaplanmıĢ olmasına rağmen ekstre içerisinde siyanidin-3-
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glikozite çok az miktarlarda rastlanmıĢtır. Bunun yanı sıra ekstrelerin analizi 

sonucu biri yüksek diğer ikisi düĢük konsantrasyonda olmak üzere 3 farklı pik 

saptanmıĢtır (ġekil 4.20). Bu piklerin tam olarak hangi moleküllere ait olduğu 

belirlenememiĢ olmakla birlikte farklı antosiyanin türevleri olarak 

değerlendirilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.20. Kara havuç (su) ekstresinin antosiyanin profili 

Kara havucun bu zengin içeriği Algarra et al. (2014) tarafından yapılan 

çalıĢma ile de belirlenmiĢtir. AraĢtırmacılar kara havucun, HPLC analizleri 

sonucu 5 farklı, LC-MS analizleri sonucu ise 8 farklı antosiyanin türevi içerdiğini 

saptamıĢtır. Fakat bu zengin içerik partiküllerin yükleme verimlerinin HPLC 

analizi ile belirlenmesi konusunda özelikle yüksek antosiyanin içeriğine sahip 

(koyu renkli) örneklerin analizinde bir takım sıkıntılar yaratmıĢtır. Salım 

çalıĢmalarında kullanılan formülasyonların yükleme verimi analizlerinde, 

partiküllerin santrifüjü sonrası elde edilen süpernatantın ve formülasyonda 

kullanılan ekstrenin analizleri yapıldığında, ekstrenin antosiyanin 

konsantrasyonunun süpernatanta göre daha düĢük olduğu belirlenmiĢtir. Bu 

durum hesaplamaların yapılamamasına ve yükleme verimlerinin sağlıklı bir 

Ģekilde analiz edilememesine neden olmuĢtur. 
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Bu sebeplerden dolayı sonuçların yanıltıcı olmaması için yükleme verimleri 

teorik olarak her 3 deneme için de % 30 alınmıĢ, salım denemelerinde elde edilen 

piklerden konsantrasyon hesabı, tek bir pik gibi düĢünülerek toplam alan 

üzerinden Bölüm 3.3.2‘ de verilen formül ile hesaplanmıĢtır. 

Yapılan ilk denemede 15, 9 µg antosiyanin yüklü partiküller kullanılmıĢ 

fakat 7 gün boyunca alınan örneklerin UPLC analizleri sonucu salıma ait herhangi 

bir pik gözlenememiĢtir. 7 günün sonunda alınan örnekte bir pik gözlenmiĢ fakat 

ardından alınan örneklerde yine bu pik gözlenememiĢtir. Yüklenen antosiyaninin 

konsantrasyonunun düĢük olması ve salım ortamı (100ml) hacminin yüksek 

olması nedeniyle salınan antosiyaninlerin dedekte edilemediği ve çok seyreltik bir 

çözelti elde edildiği yorumu yapılmıĢtır. Antosiyaninlerin stabilitesi çevresel 

faktörlerden etkilendiği için salımın uzun sürmesi sonucu etkin maddenin 

kaybının da gerçekleĢmiĢ olabileceği düĢünülmüĢtür.  

 Yapılan diğer denemelerde yüklenen ekstre daha konsantre hale getirilmiĢ 

(53,71 µg/ml-100 µg/ml) ve bu Ģekilde yükleme gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca PBS 

salım ortamı hacmi 100 ml‘ den 50 ml‘ ye düĢürülerek kullanılmıĢtır. Üç tekrarlı 

yapılan salım çalıĢmaları sonucunda aĢağıdaki (ġekil 4.21) salım profili elde 

edilmiĢtir. 

 

ġekil 4.21. Zamana karĢı kümülatif salım profili 
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Niozom partiküllerinin ilk yarım saatteki patlama etkisinden sonra salımın 

yaklaĢık %90‘ ının 10. saatte tamamlandığı belirlenmiĢtir. Daha sonra devam eden 

yavaĢ salım 120. saatte tamamlanmıĢtır. 120. saatten sonra ise ortamdaki 

antosiyaninlerin sıcaklığında etkisi ile bozunduğu saptanmıĢtır. Niozom ile 

yapılan çalıĢmalarda da salımların 24 saat (Parthibarajan et al., 2013), 12 saat 

(Yasin et al., 2012), 6 saat (Aggarwal et al., 2004) gibi kısa sürelerde 

tamamlandığı rapor edilmiĢtir. 

 Kara havuç niozomları ise ilk 30 dakikadaki ani patlama sonrası yavaĢ bir 

salım 5. güne kadar devam etmiĢtir.  Bu durumun kara havuç ekstresinin suda 

çözünürlüğünün yüksek olması sebebiyle salım ortamına alındığında ani bir 

difüzyona uğraması, ardından kolesterol ve tween 20‘ nin ekstreyi daha yavaĢ 

salması sebebiyle gerçekleĢtiği düĢünülmüĢtür.   

Ekstrenin hidrofilik özelliğinin yanında partikül formülasyonunda 

kullanılan yüzey aktif madde (tween 20) ve stabilize edici (kolesterol) maddelerin 

de yükleme verimi ve salıma olan etkisi ġekil 4.22‘ de gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 4.22. Kolesterolün enkapsülasyona ve salım hızına olan etkisi 

Deniz et al. (2010) lipozomlar ile yaptıkları çalıĢmada kolesterol 

kullanılmayan formülasyonunu yüksek yükleme verimine ve hızlı salıma sahip 

olduğunu, kolesterolün kullanıldığı formülasyonun ise düĢük yükleme verimine 

ve yavaĢ salım hızına sahip olduğunu belirlemiĢtir (ġekil 4.22). Bu açıdan 

bakıldığında kara havuç yüklü niozom partiküllerinin formülasyonlarında 

kolesterol bulunduğundan dolayı yavaĢ salım hızına ve düĢük yükleme verimine 

sahip olmaları açıklanabilmektedir.  
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Niozomlar yapısal açıdan incelendiklerinde moleküler etkileĢimlere 

oldukça açık partiküllerdir. Enkapsüle edilen etkin maddenin partikülün membran 

yapısı ile etkileĢimi yükleme verimi ve salım çalıĢmalarında oldukça önemlidir. 

Örneğin Hao et al. (2002) tarafından hazırlanan niozom partikülleri salım 

çalıĢması sonunda içerdiği etkin maddenin sadece %16‘ sını salarken, Mehta and 

Jindal (2013) yaptıkları çalıĢmada niozom partikülleri etkin maddenin yaklaĢık % 

85‘ ini salmıĢtır. Bu da yapılan her çalıĢmanın farklı ve özgün sonuçlar içerdiğini 

göstermekte ve yapılacak çalıĢmalara örnek olmaktadır.   

4.6.  In vitro Sitotoksisite ÇalıĢmaları 

ÇalıĢma kapsamında kullanılan kara havuç su ekstresinin ve yüklü niozom 

partiküllerinin 7 farklı kanser hücre hattındaki sitotoksik aktivitesi incelenmiĢtir. 

Kara havuç ekstresinin 5 farklı konsanstrasyonunun hücre kültürü sonuçları ġekil 

4.23‘ de verilmiĢtir. Grafikte bulunan % canlılık ifadesi MTT sonucu okunan 

absorbanslar ile hesaplanan kültür ortamında canlı kalan hücre yüzdesini 

göstermektedir (ġekil 4.23).  

 

ġekil 4.23. Kara havuç ekstresinin farklı hücre hatlarındaki sitotoksik aktivitesi (NK: 

negatif kontrol, PK: pozitif kontrol) 

Sevimli-Gür et al. (2013) yaptıkları çalıĢmada kara havuçtan kallus kültürü 

ile elde ettikleri kallilerin, ultrasonik yardımlı etanol ekstresinin Neuro-2A beyin 

0

50

100

150

200

250

NK

PK

100 µg/ml

50µg/ml

25µg/ml

12,5µg/ml

6,25µg/ml

%
 c

an
lıl

ık
 



83 
 

kanser hücrelerine karĢı sitotoksik aktiviteye sahip olduğunu kanıtlamıĢlardır. 

ÇalıĢma kapsamında yapılan hücre kültürü sonucunda da yine en yüksek 

sitotoksik aktivite Neuro-2A beyin kanser hücrelerine karĢı belirlenirken, bunu 

A549 akciğer kanser hattı izlemiĢtir. Kara havuç ekstresinin konsantrasyonu 

arttıkça Neuro-2A hücre canlılığında azalma gözlenirken, en düĢük % canlılık, 

100µg/ml konsantrasyonda saptanmıĢtır.  Ayrıca Vero normal hücre hattında 

sitotoksik aktiviteye sahip olmaması, ekstrenin kanser hücrelerinin yanında 

sağlıklı hücrelere karĢı negatif etkisinin olmayacağını göstermiĢtir. 

Kara havuç ekstresi ile yüklü niozom partiküllerinin 7 farklı kanser hücre 

hattındaki sitotoksik etkisi Ģekil 4.24‘ de verilmiĢtir. 

ġekil 4.24. Yüklü niozom partiküllerinin farklı hücre hatlarındaki sitotoksik aktivitesi 

Kapsüle edilmiĢ ekstre de serbest formdaki ekstre ile aynı Ģekilde en yüksek 

sitotoksisiteyi Neuro-2A beyin kanser hücre hattında göstermiĢtir. Buradan 

enkapsülasyon iĢlemi sırasında kullanılan tween 20 ve kolesterolün, ekstrenin 

aktivitesini etkilemediği sonucuna varılmıĢtır. Niozom partiküllerinin Neuro-2A 

hücrelerine karĢı aktivitesi en yüksek 100 µg/ml konsantrasyonda gözlenirken 

azalan seyreltmelere rağmen canlılıkta çok büyük artıĢlar saptanmamıĢtır. 

Enkapsüle edilmemiĢ ve niozom yöntemi ile enkapsüle edilmiĢ kara havuç 

ekstresinin karĢılaĢtırmalı sitotoksik aktivitesi ġekil 4.25‗ de verilmiĢtir. 
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         ġekil 4.25. Serbest ve enkapsüle kara havuç ekstresinin Neuro-2A hücre hattındaki sitotoksik 

aktivitesi 

Her iki örnek için de canlılık oranı konsantrasyon azaldıkça artmıĢ olmasına 

rağmen en düĢük konsantrasyonda (6,25 µg/ml) niozom partiküllerinin aktivitesi 

ekstreye göre daha yüksek çıkmıĢtır. Niozom seyreltmeleri toplam kuru ağırlığa 

göre yapılmıĢ olmasına rağmen yaklaĢık olarak ekstre ile aynı aktiviteyi göstermiĢ 

ve hem ekstrenin hem de yüklü niozom partiküllerinin IC50 değeri 6,25 µg/ml 

olarak saptanmıĢtır. Bu verilere dayanarak niozomların ekstreyi çevresel 

faktörlerden (ısı, ıĢık, pH değiĢimi) koruyarak aktivitesinin daha yüksek kalmasını 

sağladığı sonucuna varılmıĢtır.   
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5. SONUÇ  

Bu tez çalıĢması kapsamında stabilitesi çevresel faktörlerden etkilenen ve in 

vivo biyoyararlanımı düĢük olan antosiyaninlerin farklı tekniklerle 

enkapsülasyonu amaçlanmıĢtır.  

Bu amaç doğrultusunda öncelikle, antosiyanin kaynağı olarak kara havuç 

bitkisi kullanılmıĢ ve iki farklı teknik ile ekstraksiyon gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ekstraksiyon için çözücü olarak su kullanılmıĢ ve en yüksek antosiyanin verimine 

sahip olan yöntem, tekrarlı ultrasonik ekstraksiyon yöntemi olarak belirlenmiĢtir.  

Çift emülsiyon çözücü buharlaĢtırma ve niozom yöntemi için, daha az 

sayıda deneme ile optimizasyonun gerçekleĢtirilebildiği Taguchi Metodu seçilmiĢ 

ve deney tasarımı hazırlanmıĢtır. Deney tasarımı sonucu çift emülsiyon çözücü 

buharlaĢtırma yöntemi ile elde edilen partiküllerin boyutlarının çok yüksek olması 

(400-600 nm), stabilitelerinin düĢük olması ve dağılımlarının kötü olması 

sebebiyle denemelere bu yöntem ile devam edilmemiĢtir. 

 Enkapsülasyon için kullanılacak diğer yöntem niozom olarak seçilmiĢ, 

optimizasyon çalıĢmaları Taguchi ve Merkezi TümleĢik Tasarım (CCD) deney 

tasarımları ile gerçekleĢtirilmiĢ ve partikül boyutu üzerine en etkili parametre 

kolesterol miktarı olarak belirlenmiĢtir.  

 ÇalıĢmanın amacı beyin tümör hücrelerine karĢı sitotoksik etkiye sahip kara 

havuç ekstresinin teorik olarak kan beyin bariyerini geçebilecek nanopartiküller 

ile enkapsülasyonu olduğundan optimum formülasyon en düĢük partikül boyutuna 

(ortalama 130 nm) ve düĢük PDI değerine (ortalama 0.133) sahip olan 

kombinasyon seçilmiĢtir.  

Belirlenen formülasyonun karakterizasyonu DSC, SEM analizleri ile 

gerçekleĢtirilmiĢ ve partiküllerin yükleme verimi belirlenmiĢtir. Kara havuç su 

ekstresinin enkapsülasyon denemeleri sonucunda formülasyonun yaklaĢık % 30 

yükleme verimine sahip olduğu sonucuna ulaĢılmıĢtır. Partiküllerin yükleme 

verimlerinin düĢük olması literatür bilgilerine dayanarak, kullanılan yönteme, 

ekstrenin oldukça polar yapıda olmasına ve yüzey aktif maddenin kimyasal 
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özelliklerine bağlanmıĢtır. Ayrıca yapılan literatür araĢtırmalarında da hidrofilik 

maddelerin enkapsülasyonunda niozom partiküllerinin düĢük yükleme verimine 

sahip olduğu saptanmıĢtır.  

Ġn vitro salım çalıĢmaları sonucunda kara havuç ekstresi yüklü partiküllerin 

ilk 30 dakika içerisinde patlama etkisine uğradığı belirlenmiĢ ve salımın yaklaĢık 

%90‘ ının 10. saatte tamamlandığı saptanmıĢtır. Patlama ardından yavaĢ bir salım 

devam etmiĢ ve 5. günün sonunda salım sonlandırılmıĢtır. Patlama etkisinin, 

partikül içerisindeki hidrofilik maddenin konsanstrasyon farkı nedeniyle bir anda 

dıĢarı çıkması ile gerçekleĢtiği düĢünülmüĢtür. 

Ekstrenin serbest ve enkapsüle formunun Neuro-2A beyin kanser hücre 

hattında sitotoksik aktiviteye sahip olduğu yapılan hücre kültürü testleri ile 

belirlenmiĢtir. En düĢük konsantrasyonda (6,25 µg/ml) partiküllerin sitotoksik 

aktivitesinin serbest ekstreye göre daha yüksek olduğu saptanmıĢ ve bu sonuçlar 

ıĢığında enkapsülasyonun kara havuç ekstresini aktivite kayıplarına karĢı 

koruduğu düĢünülmüĢtür.  

Sonuç olarak bu tez çalıĢması ile ulaĢılması ve elde edilmesi oldukça kolay 

olan antosiyaninlerin stabilite sorunlarının enkapsülasyon yöntemleri yardımıyla 

aĢılabileceği, oluĢturulan nanopartiküllerin uzun süren salım profili ile 

biyoyararlanımın arttırılma potansiyelinin olduğu sonucuna ulaĢılmıĢtır. Buna ek 

olarak kan beyin bariyerinden geçebileceği düĢünülen boyuttaki nanopartiküllerin 

Neuro-2A hücre hattı üzerindeki sitotoksik aktivitesinin yüksek olması sebebiyle 

bu formülasyonların gelecekte ilaç etkin maddesi olarak kullanımının önü 

açılmıĢtır. Ayrıca bu sonuçlar, antosiyaninlerin nano boyutta enkapsülasyonu, 

oluĢturulan nanopartiküllerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi ve çeĢitli doku-

organlara hedeflendirilmesi yönünde yapılacak çalıĢmalara da ıĢık tutacaktır.  
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