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EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

E.U. Lisansiisti Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri
uyarinca Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Kara havug bitkisinden farkli
yontemler ile antosiyanin eldesinin optimizasyonu, enkapsiilasyonu ve Neuro 2A
kanser hiicre hattina etkisinin incelenmesi” baslikli bu tezin kendi calismam
oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez
calismasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi
ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak
verdigimi, tez ¢alismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranigimin olmadigini, bu tezin herhangi bir boliimiinii bu tiniversite veya diger
bir iiniversitede baska bir tez ¢alismasi icinde sunmadigimi, bu tezin
planlanmasindan yazimina kadar biitiin safthalarda bilimsel etik kurallarina uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu

kabul edecegimi beyan ederim.
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OZET

KARA HAVUC BITKISINDEN FARKLI YONTEMLER iLE
ANTOSIYANIN ELDESININ OPTIMIZASYONU, ENKAPSULASYONU
VE NEURO 2A KANSER HUCRE HATTINA ETKISINIiN INCELENMESI

PALA, Cansu

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS
Ikinci Danismani: Dog. Dr. Emel Oykii CETIN UYANIKGIL
Agustos 2014, 78 sayfa

Yapilan ¢alismada Tiirkiye’de 6zellikle i¢ Anadolu Bélgesinde yetistiriciligi
yapilan ve salgam olarak bilinen igecegin ana maddelerinden birini olusturan kara
havug (Daucus carota L. var. Atrorubens (Alef.) E.) bitkisinden antosiyanin aktif
bilesenlerinin ¢esitli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilmesi, enkapsiilasyonu ve
Neuro 2-A kanser hiicre hattinda sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaclandi.
Farkli yontemlerin uygulandigi ve optimize edildigi ekstraksiyon basamaginda
solvent ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyonu ve mikrodalga ekstraksiyonundan
elde edilen antosiyanin miktarlar1 sirasi ile; 2090,4 pg/mL, 1825,2 pg/mL ve
1540,4 pg/mL’dir. Beyin tiimorii hiicreleri (neuroblastomlar) hedeflendigi icin
enkapsiilasyon asamasinda partikiil boyutu 100 nm olan formulasyon gelistirildi
ve enkapsiilasyon verimi % 85 olarak bulundu. In vitro dissoliisyon
calismalarinda hazirlanan formulasyondan antosiyanin saliminin bir hafta stirdigi
belirlendi. Inhibe edici doz araliginmn 100 pg/ml ve 6.25 pg/ml aralifinda test
edildigi sistemimizde Neuro 2-A hiicre hatt1 i¢in inhibe edici miktara 6.25 pg/ml

konsantrasyonda ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kara havug, mikrodalga yardimli ekstraksiyon,

sonikasyon, optimizasyon, antosiyanin, enkapsiilasyon, sitotoksik aktivite, kanser,
Neuro 2-A






ABSTRACT

OPTIMIZATION OF ANTHOCYANINS FROM BLACK CARROT,
ENCAPSULATION AND INVESTIGATION OF ITS EFFECTS ON
NEURO 2A CANCER CELL LINE

PALA, Cansu

MSc in Bioeng.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emel Oykii CETIN UYANIKGIL
August 2014, 78 pages

In this study, it is aimed to obtain anthocyanin active molecules from black
carrot (Daucus carota L. var. Atrorubens (Alef.) E.) which is cultivated specially
in Turkey, Central Anatolia Region and one of the main products of traditional
Salgham beverage in Turkey, using different extraction techniques, encapsulation
and investigation their cytotoxic effects on different cancer cell lines. In the
extraction step which different extraction techniques are applied and optimized,
the extraction yield of solvent extraction, ultrasonic extraction and microwave-
assisted extraction are 2090,4 pg/mL, 1825,2 pg/mL ve 1540,4 ng/mL,
respectively. 100 nm particle size formulation is developed as brain tumor cells
(neuroblastoma) are targeted in the encapsulation step and encapsulation yield is
calculated as 85 %. Release of anthocyanin lasted for one week during dissolution
test. Inhibition dosage range were determined between 100 pg/ml and 6.25 pg/ml.
Inhibition concentration is obtained at 6.25 pg/ml for Neuro 2-A cell line.

Keywords: Black carrot, microwave assisted extraction, sonication,

optimization, anthocyanin, encapsulation, cytotoxic activity, cancer, Neuro 2-A
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TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim ve tez ¢alismam boyunca bilgi ve tecriibeleri ile
bana yol gosteren, c¢alismamin planlanmast ve yiiritiilmesinde destegini
esirgemeyen danisman hocalarim Sayin Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS ve
Sayim Dog. Dr. Emel Oykii CETIN UYANIKGIL e tesekkiirlerimi sunarim.

HPLC analizlerimin yapilmasinda yardimlarini esirgemeyen; Ars. Gor.
Seref AKAY ve Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi FABAL Birimine tesekkiir

ederim.

Bu c¢aligma 113M196 nolu proje kapsammda TUBITAK tarafindan

desteklenmistir.

Calismalarim, egitimim ve daha da 6nemlisi hayatim boyunca beni anlayis
ve hosgorii ile karsilayan, manevi yardimlari ile destek olan aileme minnettar

oldugumu belirtmek isterim.
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1. GIRIS

Hipokrat (M.O. 460-359)’1n siklikla tekrarladig1 bir sozii < Yiyecekleriniz

ilag, ilaciniz yiyecekleriniz olsun’’.

Son yillarda besin degerleri agisindan farkindaligin artmasi nedeni ile havug
popiilerlik kazanan, ekonomik olarak dnemli bir bahge bitkisidir. Karotenoidler,
antosiyaninler ve diger fenolik bilesikler gibi fitokimyasal maddeleri igerdiginden
insan beslenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Igerisinde bulunan bu fenolik
bilesiklerin antioksidan 6zelligi in vitro kosullarda calisilmis ve ayirma yontemi
olarak solvent ekstraksiyonu uygulanmistir. Antosiyaninler sicakliga duyarl
bilesikler oldugu icin alternatif ekstraksiyon yontemleri kullanilarak yiiksek
verimlilikte elde edilmeleri, uygulamanin sanayi Ol¢egine tasinmasi anlaminda

son derece onemlidir.

Kara havucun Hindistan'dan Avrupa'ya kadar birgok bolgede farkli tiirleri
olmasina ragmen diinya c¢apinda kara havug¢ {liretiminin biiylik bir bolimi
iilkemizde gergeklesmektedir. Turuncu havuglardan yaklasik 28 kat fazla
antosiyanin iceren kara havuclar igerdigi fenolik bilesiklerin ilag, gida ve boya
maddesi olarak bir¢cok endiistride degerlendirildigi incelenen ¢aligmalarda
gorilmiistiir. Besin olarak alinan antosiyaninler antioksidan olarak, enflamasyonu
ve lipid oksidasyonunu azaltarak, enflamasyon onleyici ve damar koruyucu
etkileri ile, faz 2 enzimleri aktivitesinin ve apoptozun baslamasina neden olarak

kardiyovaskiiler hastaliklardan ve kanserden korumaktadirlar.

Bu ¢alisgmada, kara havug bitkisinden antosiyaninlerin ekstraksiyonunun
farkli yontemler i¢in optimizasyonunun gergeklestirilmesi, antosiyanin igerigi en
zengin olan ekstrenin enkapsiilasyonu i¢in formiilasyon gelistirlmesi ve ilag etken
maddesi  olarak kanserle miicadele amacli kullanimimin  etkinliginin
degerlendirilmesi hedeflenmistir ve calismalar 3 adimda gerceklestirilmistir. Tlk
basamakta iilkemizde iiretimi &zellikle I¢ Anadolu Bolgesinde yaygin olarak
yapilan kara havu¢ bitkisinden antosiyanin molekiillerinin ekstraksiyonun
optimizasyonu hedeflenmistir. Bunu izleyen 2. basamakta ekstrelerin
enkapsiilasyonu ve karakterizasyon c¢alismalar1 tamamlanmigstir. Son olarak 3.
adimda ekstrelerin, kaplanmis haldeki ekstrelerin ve bos formulasyonlarin

sitotoksik aktivitelerine Neuro 2-A hiicrelerinde bakilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kara Havug (Daucus carota L. var. Atrorubens (Alef.) E.)

Havug bitkisinin turuncu, beyaz, sari, kirmizi ve mor renklerde cesitleri
bulunmaktadir. Bu havug cesitleri farkli miktarlarda ve kombinasyonlarda
makronutrientler, lif, vitaminler, minareler ve karotenoidler, fenolik asitler,
antosiyaninler, isokumarinler, terpenler ve seskiterpenlerin de dahil oldugu
fitokimyasallar1 igerir (Metzger et al., 2008; Sun et al., 2009; Poudyal et al.,
2010).

Turuncu havuglarin rengi icerdikleri yiliksek orandaki o ve § karotenden ileri
gelmektedir. Kirmizi havuglarin rengini igeriginde bulunan likopen maddesi
verirken, sar1 havuglarin ise lutein igerigi bu havuglara rengini vermektedir. Beyaz
havuglar ise tiim karotenoid cesitlerinin daha az konsantrasyonlarini igerdikleri
icin bu renktedirler. Kara havuglarin rengini ise igeriginde yliksek oranda bulunan
antosiyaninler vermektedir (Sun et al., 2009; Charron et al., 2009; Poudyal et al.,
2010). Kara havug turuncu havuglara gore yaklasik olarak 28 kat daha fazla

antosiyanin icermektedir.

Kara havug kokii sebze olarak kullanilan bir bitkidir. Yapraklar1 ¢ok pargali,
cicekleri ise semsiye bi¢iminde bir arada, kiiclik, beyaz ve siktir. Siyah havug
kasim ve aralik aylarinda hasat edilir. Iyi gelismesi i¢in derin, yumusak ve kumlu
topraklara ihtiya¢ duyar (Iyi¢mar, 2007). lyi gelisme gdstermesi icin gerekli ortam
sartlar ise; az 151k, yliksek rutubet ve nispeten diisiik sicakliktir. Optimum gelisim
ozellikleri acisindan 15-21°C’lik sicaklik yeterlidir. ilkbaharda yetistirilen
havuglarin renginin sonbahar ve kisin yetistirilenlere goére daha iyi ve gosterisli
oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Ozen, 2008).

Kara havucun baglica iiretimi iilkemizde, orta ve uzak doguda binlerce
yildan beri yapilmaktadir. Ulkemizde &zellikle Konya’nin Eregli ilgesinde kara
havug yetistiriciligi yapilmaktadir. Siyah havug hem ¢ig (salata ve tursularda) hem
de yemeklere katilarak tiiketilebilir. Ulkemizde siklikla tiiketilen fermente igecek

tiirli olan salgamin da hammaddelerinden biridir.

Tiirkiye Meyve Suyu Endiistrisi Dernegi (MEYED) 2011 raporuna gore
yetistirilen kara havu¢ miktarinin (Cizelge 2.1.1) meyve suyuna islenen kara

havu¢ miktarmin (Cizelge 2.1.2) oldukca iizerinde kaldigi belirlenmistir. Kara



havug iilkemizde salgam olarak bilinen fermente sivinin hammaddelerinden
birisidir. Cig olarak salatalara katilmakla birlikte tilkemizde sebze olarak tiiketimi
pek yaygin degildir. Meyve suyu pazarinda beklenen ilgiyi géremeyen lretilmis
bu fazla kara havuclarin gida boyasi veya farmasotik olarak kullanimina iliskin
atilimlar ilerleyen donemlerde degerlendirilmelerini saglayacaktir (Tiirkiye
Meyve Suyu V.B. Uriinler Sanayi Raporu, Meyve Suyu Endiistrisi Dernegi
(Meyed), 2011).

Cizelge 2.1.1 Tiirkiye’de meyve suyuna islenen baglica meyvelerin tiretimi (bin ton).

MEYVE 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010
Elma 2570 | 2002 | 2.458 | 2505 | 2.782 | 2.600
Kayisi {¥) 294 433 550 751 895 476
Seftali 510 553 533 552 547 53%
Visne 140 122 180 185 192 195
Portakal 1445 | 1536 | 1441 | 1427 | 1690 | 1.710
Uziim 3850 | 4000 | 3613 | 3918 | 4.265 | 4.255
MNar 20 91 107 128 171 208
Llimon 800 710 651 672 784 787
Cilek 200 211 251 261 292 300
Ayva 100 106 95 95 96 121
Domates 10.050 | 9855 | 9.937 | 10985 | 10.746 | 10.052
Armut 360 318 356 356 334 380
Sart Havug 370 371 544 548 566 437
Siyah Havug 18 24 98 42 28 46
Greyfurt 150 180 163 168 190 214
Mandalina 715 791 744 756 246 859
TOPLAM 22.052 | 21.353 | 21.767 | 23.350 | 24.274 | 23.229

Cizelge 2.1.2 Meyve suyuna islenen meyve ve sebze miktarlari (bin ton).

MEYVE 2006 2007 2008 2009 2010
VISNE 52,2 72,6 546 49,7 735
KAYISI 36,1 38,2 74,3 41,3 365
SEFTAL 65,3 80,1 118,82 80,2 a5
ELMA 282,9 356,2 333,28 307,38 376,1
PORTAKAL 37,8 53,3 63,9 53,5 5328
NAR 46,6 57,5 4385 57,1 787
HAVUC 206 30,7 12,3 246
SIYAH HAVUC s 23
SARI HAVUG 33 16
UzZUM 84 183 16,9 18,7 17,2
CILEK 41 7,7 5,5 6,1
GREYFURT 55 08 04
AYVA = 7,5 45 44 104
DOMATES a3 33 44 45 5
KARADUT 1 11
ARMUT 3,2 2,4
CRANBERRY 1 1
LiMoN 11,7 40
DIGER 47,8 a3 32 51 1,2
TOPLAM 582,1 737,2 771,1 658,4 824,8




2.1.1. Kara havucta bulunan fenolik bilesikler

Tiirkiye’de yetistirilen kara havuglarda temel ¢oziintir sekerler olarak glikoz
(1.10-5.60 ¢/100g), fruktoz, (1.0-4.36 g/100g) ve sukroz (1.20-3.31 @/100g)
bulunmaktadir (Kammerer et al., 2004; Erten ve Tangiiler, 2010). Ote yandan,
kara havugta 142.3-159.6 g/kg arasinda kuru madde, 7.0-13.8 g/kg arasinda
protein, mineral maddelerden ise demir (4-5 mg/kg), potasyum (1790-2220
mg/kg), fosfor (252-310 mg/kg), kalsiyum (478-650 mg/kg) ve sodyum (298-447
mg/kg) bulunmaktadir. Ancak, havuglardaki bu maddelerin bilesimi havucun
cesidine ve tiretim kosullarina gore degismektedir (Deryaoglu, 1990; Tangiiler,

2010).

Alasaver ve ark. (2001) turuncu, mor, sar1 ve beyaz havuglarda 11 farkli
fenolik asit tanimlamiglardir ve fenolik asitlerin toplam konsantrasyonlarinin en
fazla kara havugta bulundugunu belirtmislerdir (Alasalvar et al., 2001; Leja et al.,
2013).

Literatiirdeki kaynaklarda kara havucun antosiyanin igerigi ile ilgili ¢ok
farkli miktarlar s6z konusudur. Literatiirde turuncu ve kara havuglarin antosiyanin
iceriginin 0 ile 350 mg/100g yas agirlik arasinda oldugu bildirilmistir (Arscott and
Tanumihardjo, 2010). Lazcano et al. (2001), kara havuglarin antosiyanin igerigini
38-98 mg/100 g (yas agirlik) olarak belirtmiglerdir. Kammerer et al. (2004) ise
daha yiiksek (208-243 mg/100 g (yas agirlik)) oranda antosiyanin igerigi
belirtmislerdir. Mazza ve Miniati’nin (1993) yaptig1 ¢alismaya gore kara havugta

bulunan antosiyanin miktar1 1750 mg/kg (yas agirlik) olarak bulunmustur.

Literatiirde kara havuglarin antosiyanin igeriginin farklilik gostermesi
kullanilan ~ farkli  ekstraksiyon tekniklerinden ve analitik metotlardan
kaynaklanmaktadir. Ornegin baska bir kaynakta da kara havug icin 100-243
mg/100 g (yas agirlik), turuncu havuglar icinse 16-71 mg/100 g (yas agirlik)
antosiyanin igerigi belirtilmistir (Leja et al., 2013).

Kara havug¢ koklerinde antosiyaninlerin yani sira, yliksek miktarlarda
sinnamik asit tiirevleri (fenilpropanoidler) ve flavonoller de bulunmaktadir (Leja
et al, 2013). Bunlara ek olarak o©onemli miktarlarda kafeik asit ve
hidroksisinnamatlar1 da igeren (klorojenik asit ve neoklorojenik asit) fenolik

asitler de bulunmaktadir (Kammerer et al., 2004a).



Kara havuglarda klorojenik ve kafeik asidin baskin oldugu en az 40 fenolik
asit varlig1 belirlenmistir. Ayrica, falkarindiol, falkarindiol 3-asetat ve falkarinol
gibi poliasetilen bilesikleri de igerirler (Christensen and Kreutzmann, 2007
Poudyal et al., 2010).

Kara havuglar da turuncu havuglar gibi karoten icermektedirler, ancak bu
bilesiklerin orani turuncu havuglara gore daha diisiiktiir. Beyaz merkezli kara
havuglar ¢ok diisiik miktarlarda karoten (4-6 ppm) igermekteyken, mor-turuncu
havuglar daha fazla miktarlarda (38-130 ppm) karoten igermektedirler
(Grassmann et al., 2007). Klorojenik asit tiim havug ¢esitlerinde yaygin bulunan
bir bilesiktir ve konsantrasyonu kara, turuncu, beyaz ve sar1 havuglar i¢in sirastyla

54.1, 8.5, 4.5, and 4.4 mg/100 g’ dir (Arscott and Tanumihardjo, 2010).

2.1.2. Kara havucun kullanim alanlar

Kara havug¢ ¢ok eski zamanlarda en iyi havug¢ olarak bilinirken daha
sonralar1  yemeklere renklerini  vermelerinden dolay1 bu  Onemlerini
kaybetmislerdir. Ancak giliniimiizde yapilan aragtirmalar sonucu saglik {izerine
olumlu bir¢ok etkilerinin bulundugunun ortaya ¢ikarilmasiyla kaybettikleri bu

degeri geri kazanmaya basladilar.

Kara havug, ililkemizde siklikla kullanilan salgam adi verilen fermente
icecegin ana maddelerinden birisidir. Hindistanda da salgama benzer bir fermente

icecek olan ‘kanji’ kara havugtan tiretilmektedir (Turker vd., 2004).

Kara havucun yemeklerde ve salatalarda kullanimi smirhidir.  Son
zamanlarda, diger meyvelerle birlikte (nar vb.) meyve sularinda kullanilmaya
baglanmigtir. Ayrica iinlii bir markanin {rettigi siyah havug sirkesi de

bulunmaktadir.

Antosiyaninler dogal boyar maddeler olarak kullanildiklar1 i¢in kara
havuglardan da bu baglamda yararlanilabilir. Meyve sular1 ve nektarlarda,
konservelerde, jolelerde ve sekerleme endiistrisinde kullanimi iyi bir alternatif

olacaktir (Downham and Collins, 2000).

Dogal bir boyar madde olarak, kara havuc¢ i¢in gida etiketinde E-

numarastiyla herhangi bir beyanname gerekmemektedir (Khandare et al., 2011).



2.1.3. Kara havucun terapotik ozellikleri
Kara havucun terapotik  oOzellikleri  yiiksek miktarda icerdigi

antosiyaninlerden kaynaklanmaktadir.

Renklendirici 6zelliklerine ek olarak, antosiyaninlere olan ilgi sagliga
olumlu etkileri sayesinde artmistir. Bu etkiler arasinda, damar tikaniklig1 riskini
azaltmasi, kanseri Onleyici etkileri, diabet ve ndrodejeneratif bozukluklara olumlu

etkilerinin olmasi sayilabilir (Wrolstad, 2004).

Kara havuglarin, antioksidan ve antienflamatuar G&zellikleri de
bulunmaktadir. Kilcal damar catlaklart nedeniyle olusan kan dolasimi
bozukluklarinin tedavisinde, trombosit agregasyonunun oOnlenmesinde, damar

gecirgenliginin korunmasinda, diyabetin kontroliinde etkilidirler (Liu et al., 2008).

Acillenmis antosiyaninler daha stabil olmalarimin yaninda arttirilmis
biyolojik aktivitelere de sahiptirler. Ornegin; tatli patateste bulunan antosiyaninler
giiclii radikal siipiirme etkisine, antimutajenik aktiviteye ve kan basincini diisiiren
etkilere sahiptirler (Suda et al., 2003; lgarashi, Kimura and Takenaka, 2000).
Antosiyaninlerin in vitro kosullarda hiperglisemiyi onleyici etkileri oldugu da
bulunmustur (Matsui et al., 2002; Netzel et al., 2007).

2.2. Antosiyaninler

Antosiyaninler, bitkilerde genellikle kirmizi, mor ve mavi renklerden
sorumlu, gida, nutrasotik (hastaliklari onleyici ve tedavi edici 6zelligi olan gida)
ve farmasotik uygulamalar i¢in kullanimi miimkiin olan yiiksek oranda renkli

pigmentlerdir (Doughall et al., 1998; Ersus ve Yurdagel, 2007).

Antosiyanidin bilesikleri glikozid formlarinda (bir sekere bagli halde)

bulunduklar1 zaman antosiyanin olarak adlandirilirlar.

Antosiyaninler, flavonoid olarak adlandirilan fenolik bilesiklerin genis bir
smifint olusturmaktadir. 6 adet antosiyanidin g¢esidi yiliksek bitkilerde yaygindir,
bunlar; pelargonidin (pg), peonidin (pn), siyanidin (cy), malvidin (mv), petunidin
(pt) ve delfinidindir (dp). Cy, dp ve pg ise dogada en yaygin bulunan
metillenmemis antosiyanidinlerdir ve %80 i yapraklarda, %69 u meyvelerde ve %
50 si ¢igeklerde bulunmaktadir. Ayrica bitkilerin yenilebilir kisimlarindaki en
yaygin bu 6 adet antosiyanidinin dagilimi su sekildedir; siyanidin (%50),
pelargonidin (%12), peonidin (%12), delfinidin (%12), petunidin (%7), malvidin



(%7). Dogada bulunan en yaygin antosiyanin gesidi ise siyanidin-3-glukozittir
(Kong et al., 2003).
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HO 3 s
Hhtfﬂjf/: M Hﬁ,_,-ff?:h‘“ R,
P :-"F-'.-' H\.\_\_\‘,},"’/PJ/?&\-&
p p Ra
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R, Ry R;
Delphinidin -OH -OH -0OH
Luteolinidin -OH -H -H
Cyanidin -OH -H -OH
Petunidin -0OH -CH; -0OH
Pelargonidin -H -H -OH
Peonidin -OCH, -H -OH
Malvidin -OCH; -0OCH; -OH

Sekil 2.2.1. Temel antosiyanin bilesiklerinin yapilari (Li et al., 2012).

Dogada en sik bulunan bu 6 antosiyanin molekiiliinden baska 539 adet

antosiyanin tiirii izole edilmistir (Andersen and Jordheim, 2006).

Antosiyanin molekiillerinin bu kadar ¢esitli olmasin1 saglayan asil etkenler;
hidroksil grubu sayilarinin farkliligi, yapilarindaki seker molekiillerinin niteligi ve
sayisi, yapinin seker molekiiliine baglanma pozisyonu, ve molekiildeki sekere

bagli alifatik ve aromatik asitlerin niteligi ve sayisidir (Kong et al., 2003).

Antosiyaninler bakimindan zengin olan meyve ve sebzeler arasinda; kara
havuclar, mor musirlar, dutsu meyveler (berries), kirmizi turp ve kirmizi lahana
bulunmaktadir ve bu bitkiler antosiyaninler ile ilgili arastirmalar igin siklikla

bilimsel olarak kullanilmaktadirlar.

Antosiyanin molekiiliindeki hidroksil grubu (-OH) sayisi arttikca renk
maviye dogru donmekte, metoksil grubu (-OCH3) sayisindaki artis ise rengin
kirmiziya déonmesini saglamaktadir (Canbas, 1983). Asidik pH larda antosiyanin

molekiiliiniin renk kaybi fazla olmaktadir. Antosiyaninler asit ortamda kirmizi



renkli flavilyum katyonu halindeyken (Sekil 2.2.2), n6tr ve bazik ortamlarda mavi
renkli bilesikler haline dontismektedir (Ribéreau-Gayon and Glories, 2006).

Sekil 2.2.2. Flavilyum katyonunun temel yapis1 (Cavalcanti et al., 2011).

Antosiyaninler sentetik boyalara karst dogal alternatifler olarak
kullanilmaktadirlar. Bununla birlikte sagliga faydali bir¢cok etkileri de
bulunmaktadir (Bkz. Boliim 2.1.3).

Antosiyaninler suda ¢6ziinebilen polar bilesiklerdir. Isik, pH, sicaklik, siilfit,
askorbik asit, enzimler gibi bir¢ok cevresel faktorden etkilenebilen oldukga hassas

molekiillerdir (Wesche-Ebeling and Argaiz-Jamet, 2002).

2.2.1. Antosiyaninlerin stabilitesi

Izole edilen antosiyaninler ¢ok karasizdir ve bozunmaya Kars1 oldukca
duyarhdirlar (Giusti and Wrolstad, 2003). Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen
faktorler arasinda; antosiyanin molekiillerinin yapisi ve konsantrasyonlari, pH,
sicaklik, 151k, ortamda kopigmentlerin bulunmasi, metal iyonlari, enzimler,
oksijen, askorbik asit, seker ve parcalanmig seker lniteleri, protein ve siilfiir
dioksit bulunmaktadir (Francis, 1989; Mazza and Miniati, 1993; Rodriguez-Saona
etal., 1999).

Acillenmis antosiyaninler agillenmemis olanlara gore daha dayaniklidir.

Cunki acil kisimlari onlar1 su molekiillerinin hidrofilik saldirilarindan korur



(molekiiller aras1 etki). Boylece bu antosiyaninler digerlerine gore daha yiiksek 1s1

ve 1518a kars1 dayanikli ve uzatilmis raf 6mriine sahip olurlar (Netzel et al., 2007).

Antosiyaninler i¢inde bulunduklar1 ¢ozeltinin pH’ sina bagl olarak farklh
kimyasal yapilarda olabilirler. pH 1.0’de flavilyum katyonu (kirmizi renkten
sorumlu) baskin bulunan tiirdiir. Mor ve kirmiz1 renge katki saglar. pH 2.0 ve pH
4.0 araliginda mavi renk baskindir. pH 5.0 ve pH 6.0 araliginda ise sadece 2 adet
renksiz tiir gézlenebilir. Bunlar; karbinol yalanci bazi ve kalkondur. 7’den yiiksek
pH degerlerinde antosiyaninler hidrojen atomu yerine gegen gruplarin 6zelligine
de bagli olarak bozulmaya baslar (Sekil 2.2.1.1) (da Costa et al., 1998; Fleschhut
et al., 2006; Heredia et al., 1998; Kennedy and Waterhouse, 2000; Castafieda-
Ovando et al., 2009).

pH=1-3 pH=4-5 pH=6-7
-H' / +H,0
e
e
+H'/-H,0
flavylium cation carbinol pseudobase quinonoidal base
pH=8-9 pH=7-8 +HI l -H
[ e
s o -H,O
f 3 : & R e
\ © t = L - g'." @ ® |~ fe—
< L ./"?"‘ oo +H,0
& ©
chalconé 7 anionic quinonoidal base

Sekil 2.2.1.1. Sulu ortamda, farkli pH degerlerindeki antosiyaninlerin yapisal
transformasyonlari (Ananga et al., http://dx.doi.org/10.5772/54592).
Antosiyaninlerin stabilitesi B halkasindaki hidrojen atomlarinin yerine
gecen gruplardan etkilenir. Ayrica yapida ek olarak hidroksil ve metoksil
gruplarinin  bulunmasi1 da antosiyanin stabilitesini etkilemektedir. Ciinkii bu
gruplar noétral ortamda aglikon stabilitesini  diistirmektedir. Bu nedenle

pelargonidin en dayanikli antosiyanidin tiriidir (Fleschhut et al., 2006).

Hidroksillenme derecesi antosiyaninlerin stabilitesi lizerinde onemli bir

etkiye sahiptir. Yapidaki hidroksil gruplarmin sayisinin artmasi stabilitenin
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azalmasina neden olmaktadir. Yiiksek metoksil varligi ise antosiyanin

stabilitesinin artmasini saglar (Francis, 1989; Cavalcanti et al., 2011).

Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen bir diger etken 1siktir. Isik
antosiyaninlerin stabilitesini iki farkli yoldan etkilemektedir. Isik antosiyaninlerin
biosentezi i¢in gerekliyken, onlarin degredasyonunu da hizlandirmaktadir.
(Markakis, 1982). Antosiyaninler karanlikta saklandiklari zaman renklerini daha
iyi korurlar. Karsilastirmali olarak, oda sicakliginda ayni anda bir grup
antosiyaninin aydinlikta ve bir kisminin da karanlikta bekletilmesiyle stabilitedeki
fark sadece 24 saat icerisinde belli olmaktadir. (Kearsley and Rodriguez, 1981,
Cavalcanti et al., 2011).

Yiiksek sicaklik ve giines 15181 pigmentlerin kaybina neden olmaktadir.
Antosiyaninler stabilitelerini en iyi karanlik ve serin ortamlarda koruduklar i¢in
bu sekilde saklanmalidirlar. Antosiyaninlerin degredasyonu saklama sicakligiyla
dogru orantili olarak artmaktadir. Ayrica, pigmentlerin kisa siireli 65 ‘C-90C arasi
yiiksek sicakliklara maruz kalmasiyla pigmentlerin renginin yar1 émrii sadece
birkag saat icerisinde azalmaktadir. Antosiyanin molekiilleri birka¢ hafta boyunca

2-4C arasi sicakliklarda basarili bir sekilde depolanabilirler (Welch et al., 2008).

Baz1 enzimlerin inaktive olmasi da antosiyaninlerin dayanikliligini
arttirmaktadir (Garcia- Palazon et al., 2004). En yaygin antosiyanin degrede edici
enzimler glikozidazlardir. Glikozidazlar, antosiyanin pigmentinin glikozil ve
aglikon kisimlar1 arasindaki kovalent bagi kirar, ve bu reaksiyon yiiksek oranda
kararsiz antosiyanidin degredasyonuyla sonuclanir (Huang, 1956). Meyvelerde
dogal olarak bulunan fenol oksidaz, polifenol oksidazlar gibi fenolazlar ve
peroksidazlar da yaygin olan diger antosiyanin degrede edici enzimler
arasindadirlar (Kader et al., 1997; Pifferi and Cultrera, 1974; Cavalcanti et al.,
2011).

Kara havuglarda bulunan antosiyanin pigmentleri p-kumarik, ferulik, p-
hidroksibenzoik ve sinapik asitlerle asetillenmistir. Bu nedenle, hidrasyona, 151k
ve pH etkilerine kars1 daha direnglidir. Kara havuglarin bu yapisal 6zelligi iizim
posast gibi daha diisiik oranlarda acillenme gosteren diger ekstrelerle
kiyaslandiginda gelismis bir stabilite saglar (Kammerer et al., 2004; Khandare et
al., 2011).
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2.2.2. Antosiyaninlerin antioksidan 6zellikleri

Serbest radikaller normal hiicreleri okside ederek eksik elektron ihtiyacini
karsilama egilimindedirler. Bu olay sonucunda radikaller elektron alirken,
hiicreler oksidatif hasara ugramaktadir. Antosiyaninler okside edilmesi kolay olan
bilesiklerdir, bu nedenle serbest radikaller igin gerekli elektronu saglayarak

cevredeki hiicreleri oksidasyona ugramaktan korurlar.

Antosiyaninlerin in vitro kosullardaki antioksidan etkileri kolon, endotel,
karaciger, meme ve I6semi hiicre hatlar1 ve keratinositler kullanilarak
gosterilmistir. Bu hiicre kiiltiirii sistemlerinde antosiyaninler, dogrudan reaktif
oksijen tiirlerini siipiirme etkisi, hiicrelerin oksijen-radikal absorblama
kapasitelerinin  arttirilmas1  etkisi ve faz 2 detoksifikasyon enzimlerinin
ekspresyonunun uyarilmasi etkisini gostermislerdir. Ayrica DNA’ daki oksidatif
bilesiklerin olusumunun azaltilmasi, lipid peroksidasyonunun azaltilmasi, ¢evresel
toksinler ve karsinojenler tarafindan tetiklenen mutasyonun inhibe edilmesi ve
sinyal iletim yolaklarin1 degistirerek hiicre cogalmasinin azaltilmasi iizerine anti-

toksik ve anti-karsinojenik etkiler gostermislerdir (Wang and Stoner, 2008).

Antosiyaninlerin radikal siiplirme aktiviteleri (antioksidan etki) biiyiik
oranda molekiiliin C halkasinin 3. pozisyonundaki ve ayrica B halkasinin 3, 4 ve
5. pozisyonlarindaki hidroksil gruplarinin varligindan ileri gelmektedir (Wang and
Stoner, 2008).

Toplam antioksidan kapasitesini belirlemeye dayali yontemler iki baslik
altinda toplanir: elektron aktarimina dayali ve hidrojen atomu aktarimina dayali
toplam antioksidan kapasite tayin yontemleri. Elektron aktarimma dayal
yontemler; CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity; Cu(Il) Iyonu
Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi, TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity; Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite) / ABTS Yontemi,
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power; Demir(Ill) Iyonu Indirgeyici
Antioksidan Giicii) Yontemi ve DPPH Yontemidir. Hidrojen atomu aktarimina
dayali yontemlerin bazilar;; TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter; Toplam Radikal Tutucu Antioksidan Parametre) Yontemi, Luminol
Yontemi ve ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity; Oksijen Radikal
Absorplama Kapasitesi) Yontemidir.
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DPPH kararli bir radikaldir. Antioksidan maddelerin radikal siiplirme
kapasitelerinin belirlenmesinde ve ayrica radikal-antioksidan reaksiyonlarindaki
kinetik ve termodinamik 6zelliklerin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Yu et

al., 2002).

Gajewski et al. (2007) in vitro galismalarda metanolle ekstrakte edilmis kara
havuglarin turuncu ve sari havuglara gore daha yiliksek antioksidan etki
gosterdiklerini belirtmislerdir (Gajewski et al., 2007; Arscott and Tanumihardjo,
2010).

Li et al. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada 12 adet yiiksek oranda pigment i¢eren
(kirmiz1 veya mor renkte) sebzenin (havug, lahana, karnabahar, patates, sogan,
kuskonmaz ve patlican) antioksidan aktivitelerini ii¢ farkli yontemle (DPPH,
FRAP ve ORAC) belirlemislerdir. Orneklerin radikal siipiirme aktiviteleri %
54.91 - 81.94 arasinda degisirken, FRAP analizinde antioksidan aktiviteleri 10.00
- 70.07 umol AAE/g DW araligindadir. ORAC analizinde ise daha genis bir
antioksidan aktivite araligi elde edilmistir (3.74 - 189.32 umol TE/g DW). En
yiksek ORAC degeri mor patates Majestry tiirlinden elde edilirken onu mor
lahana izlemektedir. DPPH ve FRAP analizlerinde ise en yiiksek degerler mor
karnabahar ve lahanadan elde edilirken, 2. sirada kara havug bulunmaktadir (Li et
al., 2012).

Kaur and Kapoor (2002) yaptiklar1 ¢alismada, kara havucun sulu ve etanollii
ekstrelerinden elde ettikleri antosiyaninlerin antioksidan aktivitesini B-karoten

agartma metoduna gore sirastyla % 61.8 ve % 73.0 bulmuslardir.

2.2.3. Antosiyaninlerin antikanser ozellikleri

Meyveler ve sebzelerden elde edilen antosiyaninler bakimindan zengin
ekstreler ve saf antosiyaninler, in vitro kosullarda bir¢ok kanserli hiicre tipine
karsi cogalmayr onleyici etki gostermislerdir. Antosiyaninler hiicre dongiisii
diizenleyici proteinlere (p53, p21, p27, cyclin D1, cyclin A vb.) etki ederek hiicre
dongiisiiniin ¢esitli basamaklarmi bloke eder ve bdylece hiicre proliferasyonu
inhibe edilmis olur. Antosiyanidinler ise hiicre g¢ogalmasinin Onlenmesinde

antosiyaninlere gore daha etkilidirler (Zhang et al., 2005).

Yapilan caligmalarda antosiyaninlerin normal ve kanserli hiicreler

tizerindeki ¢cogalmayi onleyici 6zellikleri karsilastirilmis ve elde edilen sonuglara
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gore bunlarin secici bir sekilde kanser hiicrelerini hedef alirken saglikli hiicreler
tizerinde ¢ok az veya hig etkilerinin bulunmadig1 saptanmistir (Hakimuddin et al.,
2004; Galvano et al., 2004). Ancak antosiyaninlerin kanserli ve saglikli hiicre
hatlar1 arasindaki bu segici etkisinin mekanizmasi heniiz bilinmemektedir (\Wang

and Stoner, 2008).

Apoptoz, gesitli hiicre dis1 lezyonlarla ya da genetik faktorlerle aktive edilen
ve hiicrenin kendisi tarafindan onceden programlanan, hiicre 6liimiinii kontrol
eden bir mekanizmadir, hiicrenin intihar1 olarak da tanimlanabilir. Apoptoz veya
programlanmis hiicre 6liimii saglikli hiicrelerin gelismesinde ve biiyiimelerinin
diizenlenmesinde Onemli bir rol oynarken bu mekanizma kanserli hiicrelerde
bozulmustur. Kimyasallarin zararl etkilerini 6nleyen etkenlerin (kemopreventif)

bazilar1 malin hiicrelerde apoptozun baslaticilaridir.

Antosiyaninler, antosiyanidinler ve antosiyaninler bakimindan zengin
ekstreler apoptozu ya hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerinin aktivasyonuyla
(extrinsic pathway) ya da oOncelikle mitokondride gelisen bir dizi hiicresel
olaylarla (intrinsic pathway) baslatabilir (Reddivari et al., 2007; Chang et al.,
2005).

Mitokondriyal seviyede gelismis olan dogal apoptotik yolak Bcl-2 ailesinin
tiyeleri tarafindan diizenlenir. Mitokondriyal yolakta kanserli hiicrelere
antosiyanin uygulamasi sonucu mitokondriyal membran potansiyelinde artis,
sitokrom ¢ agiga cikist ve kaspaz bagimli anti- ve pro- apoptotik proteinlerin

degisimi gergeklesir.

Hiicre ylizeyinde olusan yolakta, antosiyaninler FAS ve FASL (FAS
ligand1)) nin ekspresyonunu degistirerek kanser hiicrelerinde apoptozun

baslamasini saglarlar.

Ek olarak, kanserli hiicrelere antosiyaninlerle yapilan uygulama ROS ve onu
takip eden apoptozisin artisina neden olmustur. Bu da antosiyaninlerce
indiiklenmis apoptoz i¢in ROS araciliklt mitokondriyal kaspaz-bagimsiz yol izinin

onemli oldugunu gostermektedir (Feng et al., 2007; Wang and Stoner, 2008).

Hou (2003), en yaygin alt1 antosiyanin ¢esidi arasinda (siyanidin, delfinidin,
petunidin, malvidin ve pelargonidin) sadece siyanidin, delfinidin ve petunidinin

insan kokenli 16semi hiicre hattinda (HL-60) apoptozu indiikledigini bildirmistir.
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Bu {i¢ antosiyanin molekiiliiniin antikanser aktivitelerinin yapilarindaki B
halkasindaki  orto-dihidroksi ~ grubunun  bulunmasindan  ileri  geldigi
distiniilmektedir. Diyette bu 1{i¢ antosiyanin tiirinii igeren besinlerle
beslenilmesinin kansere karsi sagligi giiglendirici etkilerinin olabilecegi ileri
stiriilmektedir. Siyanidin temelli pigment icerigi sayesinde kara havucun sagligi
destekleyici gidalarin gelistirilmesinde uygun bir aday olacag: diisiiniilmektedir

(Netzel et al., 2007).

Glei et al. (2004) HT 29 klon 19A tiimoér hiicreleri ile yaptiklar: ¢alismada
kara havug antosiyaninlerinin 45 pM’yi (Siyainidin-3 glikozid esdegeri) asan
konsantrasyonlarda bu hiicre hattina sitotoksik etkilerinin oldugunu bulmuslardir.
Celiktas et al. (2013) kara havug bitki doku kiiltiirlerinden ekstrakte ettikleri
antosiyaninlerin cesitli kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini incelemislerdir.
Neuro 2-A hiicrelerinde sitotoksik dozun 6.25 pM oldugu, MCF7 hiicre hattinda
31.37 uM ve SK-BR-3 hiicre hattinda da 38.74 pM oldugunu bulmuslardir.

Jing et al. (2008) antosiyaninler bakimindan zengin bitkileri kullanarak
yaptiklar1 calismada HT-29 kolonik hiicre hattinin ¢ogalmasinin % 50’sini inhibe
eden konsantrasyonlar (Glsyp degerleri) mor renkli musir i¢in 13.8 pg/mL, kiraz
i¢in 31.2 pg/mL, yaban mersini i¢in 32.2 pg/mL ve kara havug i¢in 68.5 pg/mL

olarak bulunmustur.

Netzel et al. (2007) tarafindan yapilan diger bir c¢alismaya gore kara
havucun antosiyanince zengin ekstresinin 0.0 - 2.0mg/mL derigim araliginda hem
HT-29 kolon kanser hiicre hattinda hem de HL-60 16semi hiicre hattinda
hiicrelerin biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir. Goriilen inhibisyon miktarlar
doza baghdir ve en yliksek antosiyanin konsantrasyonunda (2.0 mg/ml) hiicre

biiylimesi % 80 gibi ¢ok basarili bir oranda inhibe edilmistir.
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2.3. Ekstraksiyon Metotlar:

Ekstraksiyon basamagi bitkilerden aktif maddelerin elde edilmesindeki en
onemli basamaklardan birisidir. Ekstrakte edilecek maddelerin 6zelliklerine gore
yontemin optimizasyonu saglanarak en uygun solventin sec¢imiyle inert kismin

uzaklagtirilip istenen verimlilikte etken madde tiretimi saglamak baglica amagtir.

Daha etkili yontemlerin elde edilmesi i¢in solvent tiikketimi azaltilmali,
ekstraksiyon siiresi kisaltilmali ve ekstraksiyon verimi arttiritlmalidir. Cesitli yeni
ekstraksiyon metotlar1 bitkilerden aktif bilesenleri en etkili sekilde ekstrakte

etmek icin bu ozelliklerle sahip olacak sekilde gelistirilmeye devam etmektedir.

Ekstraksiyon verimliligini arttirmak amaciyla klasik ekstraksiyon
metotlarinin yaninda (solvent ekstraksiyonu) modern ekstraksiyon metotlarinin
(ultrasonik ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiperkritik sivi
ekstraksiyonu, basingli sivi ekstraksiyonu vb.) kullanimi da yaygindir. Solvent
ekstraksiyonu gibi klasik yontemler uygulamasi kolay, ucuz, genis kullanima
sahip olmasimin yaninda hassas molekiillerin ekstraksiyonu i¢in uygun olmamasi,
fazla solvent tiiketiminin olmasi, ekstraksiyon verimliliginin nispeten diisiik
olmast ve ekstraksiyon siirelerinin diger metotlara kiyasla uzun olmasi gibi
dezavantajlara da sahiptir (Gupta et al., 2012). Bu nedenlerle modern metotlarin
organik solvent tiiketimini azaltmasi, otomasyona uygun olmasi, daha kisa
ekstraksiyon = siirelerine  sahip  olmasi, hassas Orneklerle calisirken
degredasyonlarinin en aza indirgenmesi ve Ornek hazirlama maliyetindeki
azalmalar onlara olan ilginin artmasina neden olmustur (Biiyiiktuncel, 2012; Wan

and Wong, 2000).

Antosiyanin pigmentleri polar molekiiller olduklari i¢in polar solventlerde
¢ozliniirler. Antosiyaninlerin bitkilerden ekstraksiyonu az miktarda hidroklorik
asit veya formik asit iceren metanol kullanilarak gergeklestirilmektedir. Asidin
kullanim amac1 ¢ozeltinin pH degerini diisiirerek antosiyanin degredasyonunu
onlemektir. Ancak bu ekstraksiyon solventinde evaporasyon asamasi sirasinda
metanol buharlastirilirken hidroklorik ve formik asit konsantre hale gecer ve

pigment degredasyonu gozlenir (Kong et al., 2003).
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2.3.1. Solvent ekstraksiyonu (Klasik yontem)
Tiim ekstraksiyon metotlar1 arasinda en yaygin olarak kullanima sahip olan
yontemdir. Bunun nedenleri arasinda eski ve geleneksel bir metot olmasi,

uygulamasinin kolay olmas1 gelmektedir.

Solvent ekstraksiyonunun diger yontemler ile karsilastirildiginda en biiyiik
dezavantajlari, uzun proses siireleri ve ¢ok fazla oranlarda organik solvent
kullanilmasidir. Bu kadar fazla miktardaki solventin zararsiz hale getirilmesi hem
maddi hem de ¢evresel sorun olusturmaktadir. Solvent ekstraksiyonunda érnekler
genellikle solventin kaynama noktasinda ekstrakte edilir ve proses siiresi uzun
oldugundan bu islem 1s1l stabilitesi diisiik olan maddelerin bozunmasina neden
olabilmektedir. Kullanilan solvent miktar1 fazla oldugu igin islem sonrasindaki
deristirme basamaginda zorluk yasanir. Geleneksel Soxhlet cihazi, siirecin
hizlanmasima yardimci olan ¢alkalama saglamaz. Ayrica bu yontemde solvent
se¢me kisit1 vardir ve otomasyona uygulamasi zor bir sistemdir (de Castro and

Priego-Capote, 2010; Castro and Garcia-Ayuso, 1998; Biiyliktuncel, 2012).

Antosiyaninler polar molekiiller olduklar i¢in en yaygin olarak kullanilan
ekstraksiyon solventleri etanol, metanol, aseton ve bunlarin sulu karigimlaridir

(Kahkonen et al., 2001; Castafieda-Ovando et al., 2009).

Antosiyanin molekiillerini elde etmek i¢in {izim posast ile yapilan
ekstraksiyonlarda metanol ile ekstraksiyon etanole gore % 20, suya gore % 73
daha etkili bulunmustur. Ancak gida sektoriinde metanol toksik oldugu i¢in etanol

ile ekstraksiyon yapilmasi tercih edilmektedir (Metivier et al., 1980).

2.3.2. Ultrasonik ekstraksiyon

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ultrasonik ses dalgalarini kullanarak segilen
frekans araliginda hiicre zarinin permeabilitesini arttiran ve kavitasyon gliciinii
kullanarak maddelerin ekstraksiyonunu yiiksek verimlilikte gerceklestiren modern

bir ekstraksiyon teknigidir.

Ultrasonik sistem ayrica mekanik bir etki de saglamaktadir. Bu sistemde,
solventin doku igerisine penetrasyonu ve kati-sivi ara ylizeyindeki temas alani
artar. Ve bunun bir sonucu olarak etken madde hizli bir sekilde katidan solvente

dogru difuze olur (Rostagno et al., 2003).
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Schinor et al. (2004) yaptiklari g¢alismada, Chresta spp. bitkisinden
saponinler, steroidler ve triterpenoidler gibi aktif bilesiklerin ekstraksiyonu igin
ultrasonik metodu kullanmiglardir. Buna gore, geleneksel yontemlere gore
ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminin kullanimiyla 3 kat daha hizli bir

ekstraksiyon gerceklestirilmistir.

Ultrasonik ekstraksiyon sisteminin bilinen ancak nadir goriilen bir
dezavantaji, etken madde {izerindeki istenmeyen degisiklikler ve serbest
radikallerin olusumuna neden olan ultrasonik enerjinin (20 kHz den fazla) toksik

etkisidir (Handa et al., 2008).

2.3.3. Mikrodalga yardimh ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, Kklasik solvent ekstraksiyonuyla
mikrodalga enerjisini birlestiren yeni bir ekstraksiyon teknigidir. Ornekle temas
halinde olan solvent mikrodalga enerjisiyle 1sitildiktan sonra ilgilenilen
bilesiklerin Ornegin matriksinden solvente dogru ekstrakte olmasi prosesidir
(Renoe, 1994). Bu yontem kapali ekstraksiyon kaplarinda gergeklestirildigi i¢in
sicaklik kontrolii saglanmaktadir, mikrodalga enerjisi kullanildigindan islem
siiresi oldukga kisalmistir, solvente maruz kalma miktar1 azaltilmistir ve

tekrarlanabilirligi oldukga yiiksektir.

Solvent mikrodalgalar1 absorbladiginda, solvent molekiillerinin kinetik
enerjisi artar ve bdylece etken maddeye difiizyon orani da artar (Mandal et al.,

2007).

Mikrodalgalar yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalardir (300-300000
MHz). Mikrodalga enerjisi molekiilleri 2 mekanizmayla 1sitmaktadir; bunlardan
biri iyonlarin iletimi, digeri ise dipol rotasyonu (donme) yoluyla molekiil iizerine

mikrodalganin direkt etkisidir.

Bu yontemde solvent se¢imi oldukc¢a 6nemlidir. Secilen solventlerde dikkat
edilecek noktalar; solventin mikrodalga 1simasimi absorplamasi, solvent-matriks
etkilesimi ve analitin solventteki ¢oziiniirliigiidiir. Dipol momenti daha yiiksek
olan solventler mikrodalga 1simasi ile daha hizli 1smir. Ornek olarak, dipol
momenti diisiik olan hekzan (dipol moment<0.1) 1sinmazken, dipol momenti 2.69

olan aseton ¢ok ¢abuk 1sinacaktir (Lopez-Avila, 1999; Biiyiiktuncel, 2012).
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Mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemleri iki ¢esittir:

1. Kapali kap sistemi (Sekil 2.3.3)
2. Acik kap sistemi

Kapali sistemler 1s1 ve basing kontrolii sagladigi i¢in daha elverislidir.

Sekil 2.3.3. Mikrodalga ekstraksiyon cihazi (kapali kap sistemi)

Mikrodalga ekstraksiyon sistemleri baslica dort kistmdan olusur. Birinci
kistm mikrodalgalarin olusumundan sorumlu ‘magnetron’ olarak da adlandirilan
kisimdir.  ikinci olarak da dalgalarin  yénlendirilmesinde rol oynayan,
mikrodalgalarin dogrudan kaynaktan mikrodalga kavitesine yayilmasindan
sorumlu kistm bulunmaktadir. Ugiincii bilesen rnek ve ornegi tutan kisim ile
birlikte bulunan uygulayict kisimdir. Dordiincii kisim ise sirkiilatordir ve

mikrodalgalarin hareketini sadece ileri yonde diizenler (Tatke and Jaiswal, 2011).

Mikrodalga yonteminin kullanilmasi1 6zel ekipman ihtiyaci, yiiksek ilk
yatirrm maliyeti, dalgalarin olusumu i¢in elektrik enerjisine ihtiya¢ duymasi,
klasik yontemlere gore yiiksek isletme maliyetlerinin olmasi gibi nedenlerle
olumsuz gibi gorliinse de sistem yiiksek ekstraksiyon verimlerine kisa siirede

ulastig1 i¢in uzun vadede ekonomik bir yontemdir.
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2.4. Yiizey Yamit Metodolojisi ve Optimizasyon Parametreleri

Yiizey yanit metodolojisi proses optimizasyonu i¢in etkili bir tekniktir. Bu
yontem diger geleneksel empirik yontemlerin aksine c¢esitli deneysel faktorler
arasindaki etkilesimlerin degerlendirilmesini saglar. Bagimsiz degiskenler

arasindaki etkilesim bu yontemle incelenmektedir (Lien et al., 2012).

Cevap ylizeyi yontemi (Response Surface Methodology) i¢in ilk olarak bir
cevap degiskeni ve bunun iizerindeki etkilerini bulmak i¢in bazi bagimsiz
degiskenler belirlenir. Bu bagimsiz degiskenlerin kombinasyonlar1 arasindan
cevap degigskenini maksimum (ya da minimum) yapan degerler bulunur. Bu
program, cevap ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi bulmak i¢in bir dizi
matematiksel ve istatiksel teknikten yararlanir. Bu teknikler, bagimsiz
degiskenlerin ayr1 ayr1 ya da kombinasyonlar halinde cevap iizerindeki etkilerini

arastirir (Bas ve Boyaci, 2007).

Antosiyaninlerin c¢esitli bitkisel kaynaklardan en yliksek verimde elde
edilebilmesi i¢in siklikla solvent ¢esidi, solvent konsantrasyonu, kati:sivi orani,

sicaklik ve ekstraksiyon siiresi gibi degiskenler optimize edilmektedir.

2.5 Enkapsiilasyon Teknikleri

Stirdiiriilebilir ilag salim1 ve etkisi i¢in polimerik ilag salim sistemlerine
artan bir ilgi mevcuttur. Ayrica bu sistemler diigiik oral bioyararlanimi olan, diigiik
¢cOziinlirliigli olan ve/veya diisiik dissoliisyon oranlarina sahip ilaglar i¢in de
gelistirilmektedirler. Nanosiispansiyonlar, partikiill boyutunu diisiirerek sudaki
¢coziinlirliigli diistik olan ilaglar i¢in dissollisyon oranini ve oral yararlanimi

arttiran, umut verici sistemlerdir (Lipinski, 2002; Kesisoglu et al., 2007).

Isik ve sicaklik gibi bircok fiziksel etkiye olduk¢a duyarli olan
antosiyaninlerin kararliligin1 ve aktivitelerini korumak, raf Omiirlerini arttirmak
icin enkapsiilasyon yontemi uygulanabilir (Jackson and Lee, 1991).
Enkapsiilasyonun bu avantajlarinin yaninda igerisindeki maddenin daha etkili

kullanimu1 i¢in viicutta kontrollii salim1 saglamasi da 6nemli bir 6zelligidir.

Enkapsiilasyon hizli bir sekilde gelisme gosteren, yiiksek oranda
uzmanlasilan ve maliyet olarak uygun olan bir teknolojidir. Kaplama ig¢in
endiistriyel olarak bircok yontem tanimlanmis olmasina ragmen antosiyaninlerin

kaplanmasi1 {izerine sadece birka¢ teknikle calisilmigtir. Bu g¢aligmalardan bir
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tanesi antosiyaninler icin uygun ve ekonomik olan piiskiirtmeli kurutucu
yontemidir ve genellikle kaplama materyali olarak maltodekstrinler
kullanilmaktadir (Cai and Corke, 2000). Alternatif olarak uygulanabilecek bir
enkapsiilasyon yontemi ise siiperkritik akigkan temelli yontemler olup kaplama
islemi i¢in 1limhi  kosullar (islem disik sicaklik yiiksek basingta
gerceklestirildiginden 1s1l bozunma riski yoktur) saglamaktadir ve islem
sonucunda homojen mikrokiireler olusmaktadir (De Graaf et al.,, 2001).
Antosiyaninlerin kararliligin1 arttiracak tekniklerden bir digeri de ultrasonik ses
dalgalarinin kullanimidir. Ultrasonik ses dalgalar1 yonteminin énemli bir avantajt
ekstraksiyon gerceklesirken ayni ortamda enkapsiilasyonu da gergeklestirebilme

yetenegidir (Vilkhu et al., 2008).

Enkapsiilasyonda elde edilecek partikiillerin biiytikliigii uygulanacag: yer
baz alinarak biiyiik 6nem tagimaktadir. Biiytikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen
nanopartikiiller ila¢ sistemleri tasariminda tercih edilmektedirler. Nanopartikiiller
¢coziinmiis, hapsedilmis veya adsorbe olan etkin maddeyi kontrollii olarak salan
kati kolloidal partikiiller olup dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle
hazirlanan polimerik partikiiler sistemlerden olusmaktadirlar. Aktif madde tasiyici
sistem olarak hazirlanan ve kullanilan polimerik nanopartikiiller pek ¢ok avantaji
ile diger kolloidal yapili tasiyici sistemlerden ayrilmaktadir. Nanopartikiillerin
ilac1 kontrollii olarak salmasi, etki etmesi istenen bdlgede toplanmasi, stabilite
sorunlarinin olmamasi, tastyicinin fizyolojik ortamda parcalanmasi ve pargalanma
iirtinlerinin toksik olmamasi, sterilize edilebilmesi istenmektedir (Giirsoy, 2002;

Donbrow,1992).

Nanopartikiillerin daha kiigiik boyutlar1 nedeniyle retikiiloendoteliyal sistem
hiicrelerinden kacabildikleri i¢in kanda kalis siireleri uzun olur ve ince kapilere
kadar derin dokulara penetre olabilirler. Viicutta c¢esitli hiicreler tarafindan
almabilir ve bag dokuya kadar penetrasyon gosterirler. Boylece, karaciger, dalak,
akciger, lenf gibi bircok organa hedefleme yapilabilir (Garcia et al., 2005; Kaur et
al., 2008).

Nanopartikiillerin polimerik yapilari, aktif maddenin hedeflendirilmesini,
saliminin  kontroliinii  ve  siirdiiriilmesini  saglar. Hedeflenen bdlgede
enjeksiyonlarini takiben, giinler hatta haftalar siiren bir aktif madde salinimina

olanak verirler (Mohanraj and Chen, 2006) ve biyolojik olarak pargalanabilme,
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biyogecimlilik, toksik olmama, mukoadeziflik gibi avantajli biyolojik 6zelliklere
sahiptirler (Garcia et al., 2005). Yiizey ozelliklerinde ve parcacik boyutunda
degisiklikler yapilabildigi i¢in parenteral uygulama sonrasinda pasif ve aktif ilag
hedeflendirilmesine olanak saglamaktadirlar. Bunun sonucunda nanopartikiillerin
makrofajlar  tarafindan  taninmast da  engellenmektedir. Bu  sekilde

nanopartikiillerin beyine ulasabilirligi artirilmaktadir.

Nanoteknolojinin kanserde kullanimi, molekiiler goriintiileme, molekiiler
tan1 ve hedeflendirilmis ila¢ tedavisi i¢in bilim, miihendislik ve tiptaki
incelemelerin interdisipliner birlesimini kapsamaktadir. Monoklonal antikorlar,
peptidler ve kiigiik molekiiller gibi tiimore hedeflendirilmis ligandlarla
baglandiginda, nanopartikiiller tiimdr antijenlerine veya tiimor damarlarina yiiksek
afinite ve spesifiklikle hedeflendirilmede kullanilabilmektedir. Son yillarda,
molekiiler ve hiicresel goriintiilleme i¢in biyoafinite gdsteren nanopartikiiller,
kanser tedavisi i¢in ila¢ tasiyan hedeflendirilmis nanopartikiiller ve erken kanser

tanis/goriintiilenmesi i¢in nanocihazlar ile ilgili ¢aligmalar yiiriitiilmektedir (Nie

etal., 2007).
2.5.1. Antosiyaninlerin enkapsiilasyonu

Besinlerle alinan antosiyaninler diisiik biyoyararlanima sahiptirler, idrardaki
geri kazanimlar1 %0,004 — %0,1 araliginda degismektedir (Manach et al., 2005;
McGhie and Walton 2007). Cig ve pismis kara havuglarla yapilan ¢aligmalar bu
havuclardaki antosiyaninlerin biyolojik olarak kullanilabildigini ve biitiin olarak
absorplanabildigini ancak bu islemlerin diisiik verimlilikte oldugunu gostermistir
(Kurilich et al., 2005; Charron et al., 2009). Siyanidin bazli antosiyaninlerin
absorpsiyon doygunlugu 250-350 pmol (150-250 g havuca esdeger) miktarlarinda
alindiginda gergeklesmektedir. Ayrica agillenmemis antosiyaninlerin plazma ve
tredeki geri kazanim yiizdeleri acillenmis olanlara gére daha yiiksektir. Bu da
asilasyonun  biyoyararlanimi  etkiledigini = gostermektedir ~ (Arscott and
Tanumihardjo, 2010).

Antosiyaninlerin, kolon kanserini  Onleyici  etkileri  plazmadaki
konsantrasyonlarindan  ziyade o  bolgedeki  yerel konsantrasyondan
kaynaklanmaktadir. Ciinkii antosiyaninlerin kolon epitel hiicreleri tarafindan

dogrudan absoplandigi diisiiniilmektedir (Wang and Stoner, 2008; Wu et al.,
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2006). Biitin haldeki antosiyaninlerin kalin bagirsaga iletiminin saglanmasi
midedeki ve ince bagirsaktaki hizli emilimleri ve antosiyaninlerin bazik pH
degerlerinde, oksijen ve 1s1k varliginda kararsiz olmasi gibi sebepler nedeniyle
zordur (Thomasset et al., 2009; Talavéra et al., 2005; He et al., 2009; Berg et al.,
2012).

Antosiyaninler gibi hassas molekiillerin enkapsiilasyonu hedef organa
ulagana kadar biyoaktivitelerini korumak i¢in kullanish bir yontem olabilir.
Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile enkapsiilasyon isleminin maddelerin biyolojik
aktivitelerini sicaklik, 151k, oksijen gibi ¢evresel faktorlerin dezavantajlarindan ve
insanlarin  sindirim sistemi boyunca olusan pH degerindeki degisimlerden
korudugu belirlenmistir (R¢, 1998; Arshady, 1993; Gibbs et al., 1999; Ahrné et
al., 2008; Berg et al., 2012).

Kara havugtan elde edilen antosiyaninlerin enkapsiilasyonu {izerine yapilan
uygulamalar oldukga azdir. Ersus ve Yurdagel’in (2006) yaptiklar1 ¢alismada kara
havuctan elde ettikleri antosiyanin ekstrelerini piiskiirtmeli kurutucu ile enkapsiile
etmislerdir. Kaplama materyali olarak {i¢ farkli maltodekstrin kullanmis ve islem
sicakligt icin en uygun degerin 160 °C oldugu (180 °C ve 200 °C ye gore)
bulunmustur. Ayrica farkli kaplamalar i¢in en i1yi antosiyanin igerigine sahip
olanlar1 belirlemislerdir. Caligmanin diger bir adiminda ise 25 °C’de 64 giin
boyunca depolanan pargaciklardaki antosiyanin iceriginin %33 oraninda 4 °C’de

ise % 11 oraninda azalma gosterdigini belirtmislerdir.

2.5.2. Sol-gel yontemi

Sol (bir c¢ozeltideki kati pargaciklar); bir solventin igindeki kolloidal
partikiillerin veya polimerlerin kararli dagilimidir. Partikiiller amorf veya kristalin
yapida olabilirler. Jel; siv1 fazi1 ¢evreleyen li¢ boyutlu ag yapisinda ve porlu bir
yapidan olusmaktadir.  Soliisyondaki kollodial partikiillerin  bir araya
toplanmasiyla jelin ags1 kollodial yapist olusur. Polimer bir jelin igerisinde,
partikiiller alt-kolloidal partikiillerin kiimelesmesi sayesinde polimerik bir
altyapiya sahip olurlar. Genel olarak, kat1 partikiiller Van der Waals veya hidrojen
baglar1 ile etkilesimdedirler. Ayrica jel olusumu polimer zincirlerinin
birlesmesiyle de gerceklesebilir. Materyal sentezi ic¢in kullanilan birgok jel

sisteminde, kovalent baglanma ve jel prosesi iligkisi tersinmezdir. Sol-gel yontemi
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niikleer endiistrideki yeni sentez metodu ihtiyacini karsilamak iizere ilk olarak

1960 11 yillarda gelistirilmistir.

Silika matriksler igerisinde enkapsiile nanopartikiillerden olusan
nanokompozitler nanopartikiil 6zelliklerinin ayarlanmasi ve stabilitelerinin

arttirilmasi igin esnek bir yol saglarlar (Knecht and Wright, 2004).

Dendrimerik yap1 sol-gel sisteminde porojen olarak kullanilir. Onceki
calismalar PAMAM ve PPI dendrimerlerinin, diatomlardan izole edilmis kiigiik
gozenekli, silikayr ¢okelten poliaminlerin biomimetik analoglar1 oldugunu
gostermistir (Knecht and Wright, 2004). Buna ek olarak, PAMAM dendrimerleri,
nanopartikiillerin sentezi sirasinda konakg¢i olarak hizmet eder ve ortam
kosullarinda kondanse silika i¢in bir kalip gérevi gormesiyle ¢ok fonksiyonlu

sistemler olarak kullanilir (Knecht and Wright, 2004).

H,0

PH
0O—Si—OH HO OH
/ \/
H,0 HO_Si\_O H Si\_OH
0 o ——> o P
. / / /
Si—0 HO—Sj HO HO—Si OMO0—Si OH
o o\ AU A A/
HO O—SiHO Si—0 O _S§i
/ N7 N FoTN
Ho O—Sj\—OH/S1—OH OH
00 OHHO

Sekil 2.5.2.1. Siloksan aginin olusumu i¢in kondenzasyon (Overney, 2010).

Sol-Gel basamaklari
Sol-gel prosesi birka¢ adimdan olugmaktadir, bunlar:

e Molekiillerin hidrolizi ve kondenzasyonu. Sol fazin olusturulmasi (Sekil
2.5.2.1).

e Jellesmenin gergeklesmesi (sol-gel doniisiimiiniin ger¢eklesmesi)

e Belirli bir siire jelin olgunlastirilmasi (ageing)

e Kurutma

Sol-gel sprosesi, porlu yapilar, ince ags1 yapilar, yogun tozlar ve ince filmler
gibi bir¢ok yapisal sekildeki materyallerin hazirlanmasi i¢in kullanilabilir (Sekil

2.5.2.2),
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Sekil 2.5.2.2. Sol-Gel basamaklar1 (Overney, 2010).

Dendrimerler, nanoboyutta katmanlar halinde sentezlenen ve polimerik
tekrar Uniteleri igeren sentetik makromolekiillerdir. Dendrimerler, istenen yap1 ve
sekillerde kimyasal olarak sentezlenmektedirler. Istenen yap: ve islevdeki
dendrimer molekiillerinin sentezi bir ¢ekirdek yap1 {izerine eklenen dallar ve bu
dallara son gruplarin ilave edilmesiyle gergeklestirilmektedir (Sekil 2.5.2.3). Bu
sekilde, bir dendrimer ¢ekirdeginden ardisik reaksiyonlar ile gerekli fiziksel ve
kimyasal ylizey Ozelliklerini saglayan son gruplarin eklenerek dallanmis
dendrimerlerin olugmasina lego kimyasi adi da verilmektedir. Bu sekilde bir
dendrimer makromolekiiliiniin istenilen &zelliklere sahip olacak sekilde
tasarlanmasi ve igerisine ila¢ molekiillerinin yiiklenmesi de saglanabilir. (Svenson

and Tomalia, 2005).

et

Sekil 2.5.2.3. Dallanmig dendrimer iinitelerinin olusumu (lego kimyasi) (Svenson and Tomalia,
2005).
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PAMAM dendrimerleri 2003 yilinda gelistirilmistir. Bu dendrimerler
hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerde hazirlanarak, ila¢ salim sistemleri, 6zgiil doku

ve hiicre tanima bdlgelerine sahip nanomakineler ve katalitik yapilar tasarlanabilir

(Tomalia, Reyna, Svenson, 2007; Kocaefe, 2007).

2.5.3. Iyonik jelasyon ile enkapsiilasyon
Nanopartikiillerin iiretimi i¢in bir¢ok metot igerisinde iyonik jelasyon
yontemi uygulamasi ve istenen partikiil biyilikliiglinde iiretim yapilmasi igin

optimizasyonu kolay bir yontemdir.

Emulsiyon-polimerizasyon ve solvent evoporasyonu gibi enkapsiilasyon
teknikleri birgok hazirlama adimi igeren, zaman ve enerji kaybina neden olan
kompleks sistemlerdir. Suda ¢oziinen polimerlerle enkapsiilasyon islemi sirasinda
organik solvent kullanilmaz, yiiksek kayma gerilimlerine ihtiyag duyulmaz ve bu
yontem diger enkapsiilasyon tekniklerine gore daha basit enkapsiilasyon teknigi

sunar (Kumar et al., 2011).

Suda ¢oziinebilen polimerler arasinda en yaygin olarak kullanilan polimer
kitosandir. Bunun nedenleri; Kitosanin dogal bir polimer olmasi, toksik olmamasi,
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve ucuz olmasidir (Nanda, Patil and Navathar,
2012).

Kitosanin ilag salim sistemlerinde yaygin olarak kullanilan bir polimer olma
nedenlerinden bir digeri de, katyonik bir polimer oldugu i¢in mukoadezif olmasi
ve membran gegirgenligini arttiran 6zelliklere sahip olmasidir (Papadimitriou et
al., 2008).

Bunlarin yani sira, katyonik bir polimer olan kitosan pozitif yliklenmis bu
gruplar1 sayesinde arttirilmis absorpsiyon etkisine sahiptir. Bu 6zellikleri kitosani
ilag salim sistemlerinde kullanilmasi i¢in ilgi ¢eken bir polimer yapmaktadir

(Kumar et al., 2011).

Kitosan kitinin deasetilasyonu ile elde edilir. Kimyasal yapisi, poli-[f (1,4)-
2 amino-2-deoksi-p-D-glukopiranoz] seklindedir (Sekil 2.5.3) (Gan and Wang,
2007).



T R=H, Hior COCH
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Sekil 2.5.3. (a) Kitosanin molekiiler yapisi (b) tripolifosfat polianyonunun molekiiler yapisi (c) ve
(d) sirasiyla bu molekiillerin basitlestirilmis sematik gosterimi (Koukaras et al., 2012).

Hidrofilik bir polimer olan kitosanin amin gruplart ile TPP (tripolifosfat)

gibi poliaminlerin negatif gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesim sonucunda

nanopartiikiil olusumu gergeklesir (Bodmeier et al., 1989).

Iyonik jelasyon ile enkapsiilasyon ydntemi kitosanin TPP ile bir araya
gelmesiyle olusan ¢apraz baglar ile jellesmesine dayanir. Calvo et al. (1997)
partikiillerin boyut ve ylizey ylikiiniin kitosan ve dengeleyici fazin (6rnegin TPP)
oranini degistirerek modifiye edilebilecegini belirtmislerdir. Wu et al. (2005) nin
yaptig1 ¢alismaya gore, nanopartikiillerin olusumu kitosan ve TPP’nin 6zel ve

1liml1 kosullar1 altinda miimkiindiir.
2.6. Nanopartikiiler Sistemler

Nanopartikiiller, partikiil biiytikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen
¢oziinmiis, hapsedilmis veya adsorbe olan etkin maddeyi kontrollii olarak salan,
dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan kati kolloidal polimerik
partikiiler sistemlerdir. Aktif madde tasiyici sistem olarak hazirlanan ve kullanilan
polimerik nanopartikiiller pek c¢ok avantaji ile diger kolloidal yapili tasiyici
sistemlerden ayrilmaktadir. Nanopartikiillerin; ilac1 kontrollii olarak salmasi, etki
etmesi istenen bdlgede toplanmasi, stabilite sorunlarmmin olmamasi, tasiyicinin
fizyolojik ortamda parcalanmasi ve parcalanma iirlinlerinin toksik olmamasi,

sterilize edilebilmesi gibi 6zellikler aranmaktadir (Giirsoy, 2002; Donbrow, 1992).

Son yillarda tip ve biyoloji alanlarindaki yaygin kullanimi ile

nanoteknolojiye olan ilgi artmistir.
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Farmasotik nanoteknoloji, terapotik olarak aktif bilesiklerin nanopartikiiller,
nanokapsiiller, misel yapilar ve konjugatlar gibi biyouyumlu nano yapilarin
formulasyonunu gelistirmeye odaklanmistir. Bu yapilar ilag salim sistemleri
olarak kullanildiginda, kontrollii ilag salimmin saglanmasi, biyoyararlanimin
arttirtlmasi, hedeflenen dokuda ilag etkisinin uzatilmasi, kimyasal ve enzimatik
bozulmaya kars1 terapotik ajanin stabilitesinin arttirilmasi ilaglarin giivenligi ve

etkinliginin gelistirilmesinde bir¢ok avantaja sahiptirler (Lubben et al., 2001).

Nano boyuttaki yapilar hiicre membran1 ve proteinlerle arttirilmis bir
etkilesime sahiplerdir. Nanopartikiillerin boyutu ve yapisi onlari biyomedikal

cihazlara entegre olmasini kolaylastirir (Mahapatro and Singh, 2011).

Son yillarda nanomateryaller ile ilgili hizli gelismeler onlarin
kardiyovaskiiler ve ortopedi gibi tipin bir¢ok alanindaki uygulamalarda kullanim
alan1 bulmasini saglamistir. Tip alaninda nanomateryaller doku iskelelerinin
yapiminda, ila¢g dagitim sistemlerinde, kanser tedavisinde, klinik biyolojik tani
koymada kullanilmaktadir (Liu et al., 2007; van Vlerken and Amiji, 2006; Vasir
and Labhasetwar, 2007).

2.7. Beyin Kanseri Vakalari ve Neuro 2-A Hiicre Hatti

Kanser, yilda 7.6 milyon kisinin 6liimiiyle toplam o6liimlerin % 13 iinii
olusturan diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Beyin kanseri
biitin kanser vakalarmin %21.9° unu olusturur (Globocan 2008 Database).
Gilintimiizde beyin kanseri vakalari i¢in cerrahi yontemlerle birlikte kemoterapi ve
radyoterapi de uygulanmaktadir. Ancak beyin tiimorii hiicreleri igin cerrahi
miidahalenin zor olmasi ve tiimdr dokusunun biiyiik bir kismi ¢ikarilsa bile bir
miktarinin kalmasi hastalifin yeniden ortaya ¢ikabilme riski tasimasi nedeniyle
alternatif ¢oziimler aranmaktadir. Kan-beyin bariyeri de pek cok ilacin beyine
ulagsmasina engel olmaktadir. Bunlardan bir tanesi istenen antikanser
nanopartikiiler sistemleri istenen miktarlarda dogrudan tiimér dokusuna
hedeflemektir. Bu nanopartikiiler sistemler antineoplastik ilaglarla tasarlandigi

gibi dogal iiriinlerle de tedavi sans1 bulunmaktadir.

Beyin tliimorleri primer ve metastatik olarak siklikla izlenen ve iyilesme
sansinin az oldugu bir hastaliktir. Yetiskinlerde siklikla gliom primer tiimorii

goriilmektedir (Burnetti, et al., 1996).
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Beyin tiimori, intrakraniyal solid neoplasm olarak veya beyin i¢inde veya
santral spinal kanalda anormal 6l¢iide hiicre cogalmasina bagli olusan kitledir. Bas
agrisi, kusma(ileri diizeyde), sara nobetlerine benzer seri bayilmalar, timoriin
beyindeki yerine gore viicutta bazi kisimlarda felg, kisilik ve ruhsal bozukluklar,
isim hatirlamama, hesap yapamama gibi sayisal ve sozel hafiza bozukluklart gibi

belirtileri vardir (Laske et al., 1997).

2.8. Kan-Beyin Bariyeri

Kan-beyin bariyeri (KBB), beyin ve sistemik dolasim arasinda yapisal ve
kimyasal bir bariyer olusturan kan damarlart agindan olusur. Kan beyin
bariyerinin damarlar1 fenestrasyon (kan damarlar1 ve dokular arasinda hizli bir
sekilde molekiil aligverisine olanak saglayan porlar) 6zelligi olmayan 6zellesmis
endotel hiicrelerinden ve hiicre gecirgenligini sinirlayan siki baglardan olusur.
Sinirlandirilmis gecirgenlik beyni iyonik ve metabolik sartlarin hizli degisiminden
ve beyine toksik maddelerin etkisinden korur. KBB nin gegirgenligi noronlar,
ekstraseliiler matriks ve astrositler, perisitler, vaskular endotel hiicreler gibi

noronal olmayan hiicreler tarafindan diizenlenir (rndsystems, 2014).

Kan ve beyin arasinda birka¢ tabaka mevcuttur. Bunlar; kapiler endotel
hiicreleri, tip IV kollajenden olusan bazal membran, kapilleri tamamen kaplayan
fibronektin ve laminin, bazal membrana gomiilii halde bulunan perisitler ve bazal
membrani ¢evreleyen astrositlerdir. Bu tabakalarin her biri ¢6ziinmiis maddelerin

hareketini kisitlar (Hawkins et al., 2006).

P-glikoproteinleri, kanser hiicrelerinde ilaglar1 hiicreden disar1 atarak coklu
ilag direncini saglayan ATP enerjisi ile ¢alisan pompalardir. Bu proteinler beyin
endotel hiicrelerinde ifade edilirler ve KBB ‘nden siklosporin A ve vinblastin gibi
hidrofobik bilesikleri endotel hiicrelerinden kana geri pompalayarak bu
bilesiklerin gecirgenligini sinrlarlar. Beyin kapileri endotel hiicreleri igerisindeki
metabolik proses kan-beyin fonksiyonu igin Onemlidir. Kanda bulunan
norotransmitter maddelerin ¢ogu diisiik lipid ¢oziintirliikleri ve kapiler endotel
hiicrelerinin  luminal membraninda 6zel tasiyict proteinlerinin - olmamasi

sebebiyle beyine giremezler (Neuroscience, 2014).

KBB asmak icin bir diger yol da etken maddeyi tasiyan nanopartikiillerin

kullanilmasidir. Bu engeli ge¢mek icin kullanilacak olan nanopartikiillerin
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boyutlar1 100-400 nm arasinda olmalidir. Lipozomlarla karsilagtirildiginda 40-80
nm arast partikiil biyiikligiindeki lipozomlar KBB’ni gecemezken partikiil
blyiikligli daha fazla olan nanopartikiiller gecebilmektedir. Nanopartikiil
formulasyonlarinin kararliligin1 saglamak igin polisorbat 80 gibi yiizey aktif
maddeler kullanilabilir. Bu yiizey aktif maddeler KBB’nin a¢ilmasini sagladiklari
icin KBB’nden nanopartikiil ge¢isini arttirmaktadir (Cetin ve Capan, 2004).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar1 firmalar

Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.



Cizelge 3.1. Calisgmada kullanilan kimyasal maddeler

Madde Adi Satin Alindig1 Firma
Cyanidin-3-glucosid PhytoLab
Kitosan (diisiik molekiil agirlikli) Sigma Aldrich
TPP(tripolifosfat) Sigma Aldrich
HCI Sigma Aldrich
Asetonitril Merck
Folin reaktifi Merck
Na,CO3 Merck
DPPH radikali Sigma Aldrich
Asetik asit Merck % 100 (glacial)
RPMI 1640 besi ortami Sigma Aldrich
KH,;PO4 Merck
Etanol Merck

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasal aletler, cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar

Cizelge 3.2” de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Cihaz Adi Satin Alindig1 Firma
Ultrasonik su banyosu Everest Ultrasonic
Mikrodalga ekstraksiyon cihazi Sineo Microwave Chemistry
Manyetik karistirict Ika RT 15
Spektrofotometre Ultraspec 1100 pro Amersham
Biosciences
Hassas terazi Radwag AS 220/C/2
Sogutmali santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 32 R
Calkalayicili karistirict Infors HT Labotron
Diyaliz torbasi Spectrumlabs
UPLC Waters Instruments
Etiiv Elektro-mg M 420
pH metre Hanna Instruments 2211
Inkiibator Heracell
Malvern Zeta sizer Malvern Instruments
DSC (Diferansiyel Taramal1 Perkin Elmer DSC-8000
Kalorimetre)
XRD (X-Isinlar1 Kirinim Cihazi) Phillips X Pert Pro
SEM (Taramali Elektron Phillips XL-30S FEG
Mikroskobu)
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3.3. On Islemler

Kara havug bitkisi iilkemizin belirli bolgelerinde 6zellikle Konya’nin Eregli
ilcesinde bol miktarda iiretilmektedir. On hazirlik asamasi icin Bornova semt
pazarindan alinan yaklasik 5 kg agirligindaki kara havuglar, tizerindeki toprak ve
tozdan arindirilmasi amaciyla ilk olarak bol miktarda sebeke suyuyla yikanmis ve
tepe kisimlarindan yaklasik 1 cm kesilerek kabuklariyla birlikte kiiciik parcalara

dogranmustir.

Radyator iizerinde kurutulduktan (radyator sicakligl yaklasik olarak 50 °C,
havuclarin sicakligi ise 40 °C olarak Olgiilmiistiir) sonra laboratuvar tipi
pargalayici ile toz haline getirilmis ve nem almayacak sekilde +4°C’de
saklanmigtir. Caligmalarda geriye donebilmek amaciyla ise bir miktar havug biitlin

halde -24 C’ deki derin dondurucuda saklanmistir.

3.4. Ekstraksiyon Islemleri

Mikrodalga yardimli ekstraksiyon, ultrasonik ekstraksiyon ve karsilastirma
amaghi  solvent  ekstraksiyonu, ¢oziici  olarak  etanol  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu yontemlerin uygulanacagi ekstraksiyon basamaginda daha
yiiksek verim elde etmek icin sicaklik, ekstraksiyon siiresi, kati:sivi orant gibi
parametreler optimize edilmistir. Deneysel tasarim programinda (design expert)
yiizey yanit metodolojisi yontemi kullanilarak her ekstraksiyon islemi sonrasi elde
edilen antosiyanin miktar1 i¢in optimizasyon islemi gerceklestirildi. Yiizey yanit
metodolojisi kullanilarak optimum antosiyanin igerikleri belirlendikten sonra her
ekstraksiyon yontemi i¢in en yiiksek antosiyanin iceriginin elde edildigi

kosullarda ekstraksiyon islemleri solvent olarak su kullanilarak tekrar edildi.

3.4.1. Solvent ekstraksiyonu

Ekstraksiyonu gergeklestirilecek olan 6giitiilmiis kara havuglardan deney
desenine gore belirlenmis olan bir miktar cam balona ¢oziicii ile birlikte ilave
edildi. Onceden belirlenen siirelerde ve sicaklikta ekstraksiyon islemleri yiiriitiildii
(Cizelge 3.4.1). Bu sistemde, sicak ¢oOziicii buhar1 yogusturucuya ilerler,
yogusarak kati-stvi karisiminin {izerine diiser. Bu esnada katinin igerdigi bir
miktar antosiyanin solventte ¢éziinmektedir. Ancak bu yontemin yiiksek miktarda

¢oziicii kullanilmasi ve uzun proses siireleri gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
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Cizelge 3.4.1. Solvent ekstraksiyonu denemeleri

Factor 1 Factor2 |Factor3 Response 1

Run Block |8 Temperature] B:Time C:Solid:Liguid r| Anthocyanin

C h mglg extract
1 Block 1 30.00 4.00 25.00
e Block 1 30.00 2.00 15.00
3 Block 1 40.00 2.00 5.00
4 Block 1 30.00 4.00 5.00
5 Block 1 40.00 6.00 5.00
3 Block 1 40.00 6.00 25.00
T Block 1 30.00 6.00 15.00
] Block 1 40.00 4.00 15.00
9 Block 1 40.00 4.00 15.00
10 Block 1 40.00 4.00 15.00
11 Block 1 50.00 2.00 15.00
12 Block 1 50.00 4.00 5.00
13 Block 1 40.00 2.00 25.00
14 Block 1 50.00 4.00 25.00
15 Block 1 50.00 6.00 15.00

Karsilastirma amagh kullanilacak bu yontemle kara havug ekstraksiyonu
deneysel tasarim ile optimize edildi. Ekstraksiyon i¢in bagimsiz degiskenler,
sicaklik, kati:sivi oram1 ve ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Deneysel
tasarim kapsaminda secilen parametreler i¢in minimum maksimum degerler
belirlenmis olup olusturulan farkli deney kosullarindan olusan deneme deseni
Cizelge 3.4.1°de verilmektedir. Deneyler sonunda elde edilen sonuglar Yiizey

Yanit Metodolojisi ile degerlendirilmistir.

15 run’in ekstraksiyonu ilk etapta solvent olarak etanol kullanilarak
gerceklestirildi. Deney tasarim programina gore, en iyi antosiyanin veriminin elde

edildigi kosullarda ekstraksiyon islemi solvent olarak su kullanilarak tekrarlandi.

3.4.2. Ultrasonik ekstraksiyon

Bu yontemle kara havug ekstraksiyonu deneysel tasarim ile optimize
edilmistir. Ekstraksiyon i¢in en verimli kosullarin elde edilmesi amaci ile sicaklik,
kati:stivi oran1 ve ekstraksiyon siliresi optimizasyon parametreleri olarak
secilmistir. Deneysel tasarim kapsaminda segilen parametreler i¢in minimum
maksimum degerler belirlenmis olup olusturulan farkli deney kosullarindan
olusan deneme deseni Cizelge 3.4.2°’de verilmektedir. Deneyler sonunda elde

edilen sonuglar Yiizey Yanit Metodolojisi ile degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.4.2. Ultrasonik ekstraksiyon denemeleri

Factor 1 Factor 2 [|Factor3 Response 1

Run Block 15 Temperature B:Time C:Solid:Liquid ] Anthocyanin

C min mglg extract
1 Block 1 40.00 20.00 5.00
2 Block 1 40.00 100.00 25.00
3 Block 1 40.00 60.00 15.00
4 Block 1 50.00 60.00 25.00
5 Block 1 40.00 60.00 15.00
[ Block 1 30.00 60.00 25.00
7 Block 1 40.00 60.00 15.00
] Block 1 40.00 20.00 25.00
] Block 1 30.00 60.00 5.00
10 Block 1 30.00 100.00 15.00
11 Block 1 50.00 60.00 5.00
12 Block 1 30.00 20.00 15.00
13 Block 1 40.00 100.00 5.00
14 Block 1 50.00 20.00 15.00
15 Block 1 50.00 100.00 15.00

15 run’in ekstraksiyonu ilk etapta solvent olarak etanol kullanilarak
gergeklestirildi. Deney tasarim programina gore, en iyi antosiyanin veriminin elde

edildigi kosullarda ekstraksiyon iglemi solvent olarak su kullanilarak tekrarlandi.

3.4.3. Mikrodalga yardimh ekstraksiyon

Mikrodalga yardimli ekstraksiyon ile kara havug prosesi deneysel tasarim
ile optimize edilmistir. Ekstraksiyon i¢in bagimsiz degiskenler, sicaklik,
ekstraksiyon siiresi ve kati:sivi orani olarak belirlenmistir. Mikrodalga giici 500
W olarak belirlenmistir. Deneysel tasarim kapsaminda segilen parametreler i¢in
minimum maksimum degerler belirlenmis olup olusturulan deneme deseni

Cizelge 3.4.3’de verilmektedir. Deneyler sonunda elde edilen sonuglar Yiizey

Yanit Metodolojisi ile degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.4.3. Mikrodalga yardiml: ekstraksiyon denemeleri

Factor 1 Factor 2 |Factor 3 % Response 1

Run Block Actemnperature] B:time C:liquid:=olid rd anthocyanin

C min mg'g extract
1 Block 1 50.00 3.00 15.00
2 Block 1 40.00 15.00 25.00
3 Block 1 30.00 15.00 15.00
4 Block 1 30.00 5.00 25.00
5 Block 1 30.00 5.00 5.00
1 Block 1 40.00 3.00 25.00
T Block 1 40.00 5.00 15.00
2 Block 1 40.00 5.00 15.00
9 Block 1 50.00 15.00 15.00
10 Block 1 30.00 3.00 15.00
11 Block 1 50.00 5.00 5.00
12 Block 1 50.00 5.00 25.00
13 Block 1 40.00 3.00 5.00
14 Block 1 40.00 5.00 15.00
15 Block 1 40.00 15.00 5.00

15 run’in ekstraksiyonu ilk etapta solvent olarak etanol kullanilarak
gerceklestirildi. Deney tasarim programina gore, en iyi antosiyanin veriminin elde

edildigi kosullarda ekstraksiyon islemi solvent olarak su kullanilarak tekrarlandi.
3.5. Antosiyanin Miktarmin Belirlenmesi

Kara havug ekstrelerindeki antosiyanin miktar1 ilk olarak pH farkliligi

yontemi ile belirlenmis, daha sonra dogrulama amacgli UPLC ile analiz edilmistir.

3.5.1. pH farkhihgi yontemi

Ekstrakte edilmis kara havug 6rneklerindeki monomerik antosiyanin igerigi
Guisti & Wrolstad ( 2001) tarafindan tanimlanan ‘pH farkliligi’ metoduna gore
hesaplanmistir. Bu  yOntem antosiyaninlerin farkli pH  degerlerinde
pigmentasyonlariin  farkli olmasma dayanmaktadir. pH 1.0 degerinde
antosiyaninler renklidir ve turuncudan mor 1518a kadar ¢esitli renkleri iletebilirler.
pH 4.5 degerinde ise biitlin antosiyaninler renksizdir. Renklenmedeki bu
degisiklik  antosiyanin  molekiilinlin ~ C  halkasindaki  degisiklikten
kaynaklanmaktadir. pH degerine bagli renklenmedeki bu degisimler
spektrofotometrik ~ olarak  Olgiilebilir  ve  Orneklerdeki  antosiyanin

konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilabilir

Ekstrelerin pH degeri 0.1 M HCI (hidroklorik asit) ve 4.9 mM KCI
(potasyum kloriir) kullanilarak pH 1.00’e ve 24.8 mM sodyum asetat (NaAC)

kullanilarak pH 4.5’a ayarlanmistir (Olgiimler sirasinda istenen pH ya ulasmak
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icin gerekli seyreltmeler HCl kullanilarak gergeklestirilmistir). UV/visible
spektrofotometre kullanilarak pH 1.00 ve pH 4.5 da her ekstrenin absorbanst 510
nm ve 700 nm de Sl¢tilmustir. Absorbans okumalar1 sirasinda etanol kor olarak

kullanilmustir.

Monomerik antosiyanin igerigi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir

(mg/l):

_f-l ¥ MW =x5F x 1000
B g XL

AA = Absorbans farki (uygulanan yonteme gore pH 1.0 ve pH 4.5 degerlerinde
Olgiilen absorbans fark1) Absorbans farki asagidaki esitlige gore hesaplanmistir:
AA= ((As10-A700) pH 1.0) — ((As10-A700) pH 4.5)

MW = Molekiil agirlig1
SF = Seyreltme faktorii
€ = Molar absorbans
L = Absorbans 6l¢iim kiivetinin tabaka kalinligl, cm

Toplam antosiyanin miktari siyanidin-3-glikozid esdegeri olarak ifade
edilmistir.

3.5.2. UPLC analizi

Kromatografik analizler Ace C-18 150 mm x 4.0 mm x 5 pum kolon
(Advanced Chromatography Technologies Ltd, Aberdeen, Scotland) ve 2996
model PDA dedektorii (Waters Instruments, Inc., Milford, MA) ile donatilmis
Alliance 2695 Separations Module kullanilarak gerceklestirildi. Solvent sistemi
olarak % 0.01 TFA igeren su (solvent A) ve % 0.01 TFA iceren asetonitril
(solvent B) kullanildi. Uygulanan UPLC yontemi Cizelge 3.5.2.1 de
gosterilmektedir. Analiz siiresince, enjeksiyon hacmi 10 ul, akis hiz1 750 pl /min

ve dalga boyu 520 nm olarak seg¢ildi.
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Cizelge 3.5.2.1 Uygulanan UPLC yontemi

Tlme A% B% Flovy
min pl/min
0 95 5 750
4 95 5 750
10 85 15 750
23.5 75 25 750
25 70 30 750
25.01 5 95 750
28 5 95 750
28.01 95 5 750
30 95 5 750

metanol igerisinde ¢oziilerek stok soliisyonu hazirlandi. Bu stok soliisyonundan
ardisik seyreltmeler yapilarak 6 noktadan gegen kalibrasyon egrisi olusturuldu
(200-3.125 pg mL-1). Cizelge 3.5.2.2 de kalibrasyon egrisinden elde edilen
dogrusal kalibrasyon egrisi denklemi, kalibrasyon araligi ve R? degeri
gosterilmektedir.

Cizelge 3.5.2.2. Cyanidine-3-0-glycoside standart1 i¢in elde edilen konsantrasyon araligi, dogrusal

kalibrasyon egrisi denklemi ve R? degeri

Konsantrasyon Kalibrasyon egrisi
Bilesik Arahg ng mL™' denklemi* R®
Cyanidine-3-o- y=3,95e004x —
glycoside 3,125-200 2,29e005 0, 987

*x: konsantrasyon (ug/ml), y: alan

pH farklilig1 yontemine gore belirlenen antosiyanin miktarlari ylizey yanit
metodolojisindeki programa yerlestirildiginde elde edilen optimum kosullarda
ekstraksiyonlar her yontem i¢in bir kez daha tekrarlandi. Her ii¢ yontemden elde
edilen ii¢ yeni ekstrenin antosiyanin miktarlar1 karsilastirma amagli hem pH

farklilig1 yontemi kullanilarak hem de HPLC kullanilarak tayin edildi.
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3.6. Toplam Fenol Miktarimin Belirlenmesi

Orneklerin toplam fenol igerigi Slinkard ve Singleton (1999) tarafindan
gelistirilen Folin Ciocalteu Yontemine gore belirlenmistir. Ekstrelerde bulunan
toplam fenolik maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi ile renkli bir kompleks olusturur
ve 760 nm de maksimum absorbans verir. Aborbans degerleri genellikle
hazirlanan gallik asit ¢6zeltisinin absorbans degerlerinden elde edilen kalibrasyon

grafigi kullanilarak gallik asit esdegeri olarak hesaplanir.

Bu analiz i¢in her ekstraksiyon yonteminden elde edilen en yiiksek
antosiyanin igerigine sahip solvent olarak etanolun kullanildig1 3 adet ekstre ve
optimum kosullarda su ile tekrarlanan ekstraksiyon sonucu elde edilen 3 adet
ekstre kullanildi. Ekstrelerin son konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde
seyreltmeler yapildi. Toplam fenol miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan

kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.6’da gosterilmektedir.

Cizelge 3.6. Fenol tayini igin kullanilan kimyasallar ve miktarlar1

Kontrol Ekstre
Ekstre (mL) - 0,10
Distile su (mL) 10,0 9,90
Folin Reaktifi (mL) 0,50 0,50

Ornekler vorteks ile karistirilir ve 5 dk. beklenir.

%20 Na,CO3 (mL) 15 15

760 nm de kontrol tiipline kars1 6rneklerin absorbans degerleri okunur.

Elde edilen absorbans degerleri (y) gallik asit egrisinden elde edilen
denklemde (v = x X 0,0946) yerine koyularak konsantrasyon (x) degerleri
bulundu (Sekil 3.6). Bu denklemden elde edilen konsantrasyon degerleri (x)
asagidaki esitlikte yerine koyularak ekstrelerdeki toplam fenolik madde igerigi

belirlendi.

Toplam fenol konsantrasyonu (mg GAE / g ekstre )
_ x X (seyreltme faktorii)

ekstre konsantrasyonu
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Toplam fenolik igerik gallik asit esdegeri (GAE) olarak hesaplanmustir.

GALLIK ASIT KALIBRASYONEGRisi

1,200 1-
1,000 +
0,800
0,600
0,400 3
0,200 ==
0,000

Absorbans (1)

0,00 2,00 4,00 5,00 8,00 10,00 12,00

Konsantrasyon (ing/L)

Sekil 3.6. Gallik asit kalibrasyon egrisi

3.7. DPPH Analizi

Optimum antosiyanin igeren ekstraksiyon kosullardaki 3 adet etanollii, 3
adet sulu ekstre kara havug bitkisindeki DPPH radikal siipiirme aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilmistir. DPPH yonteminde numuneler 517 nm de DPPHe
(2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) radikali ile maksimum absorbans verirler. 1,97 mg
DPPH radikali 5 mL etanolle ¢oziilerek DPPH ¢6zeltisi hazirlanmistir. Ekstrelerin
son konsantrasyonu 25 p/mL olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. 4 mL ekstre
0,5 mL DPPH cozeltisi eklenerek vorteks ile yaklasik olarak 15 saniye
karigtirllmistir. Ayrica DPPH radikali i¢inde bir kontrol hazirlandi. Bunun igin
ayn1 miktardaki DPPH c¢ozeltisi 4 mL etanole eklenmistir. Tim Ornekler 30
dakika boyunca oda sicakliginda 1sik almayacak sekilde bekletildi. 30 dakika
sonunda Orneklerin absorbansi etanole karsi 517 nm dalga boyunda 6lciildi. %

inhibisyon degeri asagidaki esitlige gore hesaplandi.

% 1nhibisy0n = (( ApppH — A ekstre) / ADppH )* 100
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3.8. Enkapsiilasyon Islemi

Enkapsiilasyon islemleri sol-gel ve iyonik jelasyon yontemleri ile
yuritilmustir. Her iki yontemle de kan-beyin engelini asabilecek 100 nm
boyutundaki formulasyonlar elde edilmesi hedeflenmistir. ileriki calismalarda
(karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii) kullanilmak {izere bos kitosan nanopartikiilleri,
etken madde igeren kitosan nanopartikiilleri, bos sol-gel nanopartikiilleri ve etken

madde igeren sol-gel nanopartikiilleri hazirlandi.

3.8.1. Sol-gel yontemi

TEOS (tetraetil ortosilikat) HCI asit kullanilarak hidroliz edildi. 0.25 molar
TEOS hidrolizlemek igin (molekiil agirhgi= 208,33 g mol™) 100 pL, 0.1 molar
HCI asit ve 844 uL distile su kullanildi. Bu karisim 15 dakika boyunca yiiksek
hizda karigtirildi. 0.25 molar TEOS 0.025 ve 0.0125 molar olacak sekilde
seyreltildi.

pH degeri 8.0 olan 10 mM molar sodyum fosfat (NaH,PO,) tamponu
hazirlandi ve 0,25 p filtreden gegirildi. Bos sol-gel partikiillerinin hazirlanmasi
i¢in, hidrolizlenmis silika (0.025 ve 0.0125 molar), PAMAM (poliaminoamid)
dendrimeri ve fosfat tamponu manyetik karistirict altinda yiiksek hizda 1 saat

boyunca karistirildi.

Dolu sol-gel formulasyonlarini hazirlamak i¢in, hidrolizlenmis silika (0.025
ve 0.0125 molar), PAMAM (poliaminoamid) dendrimeri, fosfat tamponu ve en iyi
antosiyanin verimini igeren ekstre manyetik karistirici altinda yiiksek hizda 1 saat

boyunca karistirildi. Nanopartikiil hazirlama siireci Sekil 3.8.1°de gosterilmistir.

Stirenin sonuda hazirlanan formulasyonlar 15 dakika boyunca 9000 rpm de
santrifiij edildi. Enkapsiilasyon verimi belirlenmesi i¢in siipernatant toplanarak
HPLC ile analiz edilmek iizere ayrildi. Pellet ise ultra saf su ile 15 dk. 9000 rpm
de iki defa yikanarak 1 gece -80C’de bekletildi. -80C’den c¢ikarilan

formulasyonlar liyofilize edildi.
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Distile su

Vorteks (15
dakika)

—— >

Hidrolizlenmis
silika

Sekil 3.8.1. Sol-gel yontemi ile nanopartikiillerin hazirlanmast

3.8.2. Iyonik jelasyon ile enkapsiilasyon
Calismamizda iyonik jelasyon yontemi kitosanin TPP (tripolifosfat) gibi bir
capraz baglayict ajanla ¢apraz baglanarak nanopartikiilleri olusturmasi

hedeflenmistir.

Iyonik jelasyon yontemini kullanarak istenen partikiil boyutuna ulasmak
icin uygulanan optimizasyon parametreleri kitosan konsantrasyonu, kitosan:TPP

orani ve karistirma siiresi olarak belirlendi.

0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL ve 3 mg/mL konsantrasyonlarindaki kitosan
cozeltileri % 2’lik asetik asit sollisyonu kullanilarak hazirlandi, tamamen
cozlinmenin gerceklesmesi i¢in 1 gece boyunca manyetik karistiricida bekletildi.

100 mg/ 100 mL konsantrasyonda tripolifosfat (TPP) ¢6zeltisi hazirlandi.

Bos kitosan nanopartikiilleri belirlenen konsantrasyonlardaki kitosan
cozeltilerine TPP’nin yavas yavas eklenmesiyle elde edildi. Bu formulasyonlar

manyetik karistirici altinda belirlenen siirelerde karistirildi.

Dolu  kitosan  formulasyonlarimin  hazirlanmas1  i¢in,  belirlenen
konsantrasyonlardaki kitosan ¢0Ozeltilerinin  {izerine Onceden belirlenen
miktarlardaki TPP soliisyonu damla damla ilave edildi. Her formulasyona 1 mL
kara havug ekstresi (enkapsiilasyon islemi i¢in solvent olarak suyun kullanildigi,

solvent ekstraksiyon yonteminin uygulandigi en yiliksek derisimde antosiyanin
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iceren ekstre secildi) eklendi. Bu kosullar altinda nanopartikiil olusumu manyetik
karistiricida, en yiiksek hizda gergeklestirildi. Karistirma siireleri 1 saat ve 3 saat

olarak belirlendi.

Kitosan Cozeltisi (% 2 asetik asit igerisinde)

"y

TPP Cozeltisi

B O Nanopartikiil

Sekil 3.8.2. Iyonik jelasyon ydntemi ile nanopartikiillerin olusumu (Reis et al., 2006)

Belirlenen siirenin sonunda hazirlanan formulasyon 15 dakika boyunca
9000 rpm de santrifiij edilmistir. Enkapsiilasyon verimi belirlenmesi igin
siipernatant toplanarak HPLC ile analiz edildi. Pellet ise ultra saf su ile 15 dk.
9000 rpm de iki defa yikanarak ilk olarak -80C’ye koyulduktan sonra liyofilize
edildi.

3.9. Dondurulan Orneklerin Liyofilize Edilmesi

Hazirlanan  formulasyonlarin  karakterizasyon ve  hiicre  kdiltiirii
caligmalarinda kullanilabilmeleri i¢in toz halinde kurutulmalar1 gerekmektedir. Bu
amacla dondurma islemi siiresince partikiillere zarar gelmemesi icin trehaloz
¢ozeltisi kullanilir. Santrifiijjle yikama isleminin sonunda elde edilen pelletlere %
11,34’lik trehaloz ¢ozeltisinden karsilastirma amach %2 (w/w) ve %5 (w/w)
oraninda eklenerek, pelletin ¢Oziinmesi saglanmistir. Daha sonra sivi azot

icerisinde dondurulup liyofilizatérde 1 giin bekletilmislerdir.
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3.10. Karakterizasyon Calismalari

Karakterizasyon c¢alismalart kapsaminda hazirlanan formulasyonlarin
partikiil boyutlar1 ve zeta potansiyelleri 6lgiildii. Yiikleme verimleri ve in vitro
salim kinetikleri belirlendi. Ayrica DSC (Diferansiyel Tarama Kalorimetresi),
XRD (X-Isinlart Difraktometresi) analizleri ve SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) goriintiilemesi yapildi.

3.10.1. Zeta potansiyeli ve partikiil boyutunun olciilmesi

Hazirlanan formulasyonlarin partikiill boyutlar1 ve zeta potansiyelleri
Malvernzetasizer cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Nanopartikiiller 3 kez
santrifiijle yikandiktan sonra distile su kullanilarak nanopartikiiller disperse
edilmistir.  Tek  kullanomhik  6l¢lim  kiivetlerine  alinan  nanopartikiil
dispersiyonlarinin ~ sirastyla partikiil biiyliklikleri ve zeta potansiyelleri
Ol¢iilmiigtiir. Bu analiz, tiim formulasyonlar i¢in her bir Ol¢im ii¢ kez

tekrarlanarak yapilmistir.
3.10.2. Yiikleme veriminin belirlenmesi

Yiikleme veriminin belirlenmesi i¢in en yiiksek antosiyanin miktarinin elde
edildigi solvent ekstresi kullanildi. Bu ekstrenin 10 kat, 20 kat ve 30 kat

seyreltilmis stoklar1 hazirlanarak sirasiyla formulasyonlara eklendi.

100 nm partikiil boyutunun elde edildigi kosullarin kullanildigi iyonik
jelasyon ve sol-gel yontemleriyle enkapsiilasyon islemi gergeklestirildi.
Nanopartikiilleri iceren karistm 9000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi.
Stipernatantlar toplanarak UPLC cihazi ile analiz edildi. Standart maddenin
kalibrasyon grafiginin denklemine gore silipernatantlarin igerdigi antosiyanin
miktart belirlendi. Bu analiz sonucunda partikiillere yliklenmeyen antosiyanin
miktart belirlenmis oldu (dolayli yontem). Asagidaki esitlige gore yiikleme verimi

belirlendi.

100—silipernatantin antosiyanin igerigi

Yiikleme verimi = x 100

partikiile yiklenen toplam antosiyanin miktarn
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3.10.3. In vitro salim Kinetiklerinin belirlenmesi

In vitro salim galismalari, 100 rpm hizda ve 37 C sabit sicaklikta calisan
inkiibator igerisindeki ¢alkalayicili karistiricidda  diyaliz  torbasi  yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma hem sol-gel hem de iyonik
jelasyondan elde edilen 100 nm boyutundaki formulasyonlar igin 3 tekrarli olarak

yuritilmistir.

Molekiil biiyiikliigii gegirgenlik sinir1 500 dalton olan diyaliz membranlar
15 dakika distile suda bekletildikten sonra distile su ile yitkanmigtir. Daha sonra
iclerine ultra saf su ile disperse edilmis nanopartikiillerden 1 mL koyularak iki
tarafi kapatilmig, 100 mL pH degeri 7.4 olan fosfat tamponu iceren salim
ortaminda dissoliisyon c¢alismalar1 baglatilmistir. Belirlenen siireler araliginda
salim ortamindan 100 pL o6rnek c¢ekilerek yerine g¢ekilen 6rnek kadar fosfat

tamponu eklenmistir.

UPLC ile salinan antosiyanin miktar1 standart i¢in elde edilen kalibrasyon
denkleminden hesaplanmistir ve salinan madde-zaman grafigi elde edilmistir.

Salinan madde miktar1 sabit olana kadar test devam etmistir.
3.10.4. DSC (Diferansiyel tarama kalorimetresi) yontemi

DSC analizleri Perkin Elmer marka DSC kalorimetre cihazi kullanilarak

gerceklestirildi.

Iyonik jelasyon ile hazirlanmis dolu ve bos nanopartikiiller, sol-gel
metoduyla hazirlanmis dolu ve bos nanopartikiiller DSC analizi igin 5-10 mg
araliginda tartilarak ornek kaplarina koyuldu. 30°C-200°C araliginda, 1sitma orani
10°C/dk. olacak sekilde tarama yapildi. Referans olarak bos bir 6rnek kabi
kullanildi.

3.10.5. Nanopartikiillerin SEM goriintiileri

Nanopartikiil formulasyonlarinin yiizey 0Ozellikleri Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM) kullamlarak belirlenmistir. Iyonik jelasyon ve sol-gel
yontemlerinde istenen patikiil biiyiikliiklerinin elde edildigi formulasyonlar i¢in ve
ayrica bos formulasyonlar i¢in nanopartikiillerin SEM 6l¢iimleri taramali elektron

mikroskobuyla gergeklestirildi.
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3.11. Sitotoksisite Testleri

Yiiksek oranda antosiyanin igeren kara havug ekstrelerinin sitotoksik
etkilerini belirlemek icin Neuro 2-A hiicre hatti kullanilarak sitotoksisite
caligmalar1 yliriitiilmiistiir. Bu caligmada kullanilan Neuro 2-A hiicre hatti1 Ege
Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Hayvan Hiicre ve Doku Kiiltiirii

Laboratuvari’ndan saglandi.
3.11.1. Neuro 2-A hiicre hatt1 kiiltiir kosullari

Neuro 2-A neuroblastoma hiicre hatti fare beyin dokusundan izole

edilmistir.

Neuro 2-A beyin timori hiicreleri %10 (h/h) fotal sigir serumu, % 1
penisilin/streptomisin (100 tinite/ml) iceren RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) besiyeri
icerisinde, 37 C’de % 5 CO; igeren inkiibatdrde biiyiitiilmiistiir. Hiicreler 3-4

giinde bir alt kiiltiire alinmustir.

Ayrica, ekstrelerin ve enkapsiile formlarin sitotoksik aktivitesini farkli hiicre
hatlarinda da gézlemlemek amaciyla MCF7, Saos-2, Vero, A549, MDA-MB-231

ve NA2A hiicre hatlar1 da sitotoksisite ¢alismalari sirasinda kullanildi.

3.11.2. Serbest haldeki ekstrelerin, bos ve etken madde iceren
partikiillerin Neuro 2-A hiicre hattina sitotoksik etkisinin belirlenmesi
(MTT testi)

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi,
sart renkli MTT tuzunun mitokondriyal enzimler tarafindan mor formazan

kristallerine indirgemesine dayali bir yontemdir (Mossman, 1983).

Sitotoksisite ¢aligmalarinda kullanilmak {izere en 1yi antosiyanin igerigine
sahip ekstre ve bu ekstrenin enkapsiile formu kullanildi. Ayrica bos formulasyon
da kaplama materyalinin hiicreler {izerinde sitotoksik etkilerinin olup olmadiginin
arastiritlmasi i¢in kontrol amagh kullanildi. Buna gore, serbest haldeki ekstre,
kaplanmig formdaki ekstre ve bos formulasyon i¢in 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25
pg/ml, 12,5 pg/ml ve 6,25 pg/ml konsantrasyonlarinda stok solusyonlar hazirlandi

ve hiicre canliligina olan etkileri 24 saat siire ile arastirildi.

Hiicre hatlar1 normal pasajlama prosediiriinde oldugu sekilde tripsinizasyon

islemiyle kaldirildi, santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirilarak pellet
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ImL besi ortamiyla homojenize edildi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra Neuro 2-A
hiicreleri her kuyucukta 10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu doku
kiltlirii plakalarina dagitildi ve 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi.

24 saat sonunda besi ortam1 uzaklastirilip taze besi ortami eklendikten sonra
belirlenen dozlarda (100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml ve
3.125 pg/ml) ekstre, dolu formulasyon ve bos formulasyon kuyucuklara 3 tekrarlt
olarak eklendi ve eklendigi kuyucuklar 24 saat boyunca tekrar inkiibasyona
birakildi.

Bu siirenin sonunda besi ortami uzaklastirilip taze besi ortami ve toplam
hacmin % 10’u kadar MTT kimyasali eklenerek 4 saat boyunca inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda olusan formazan kristallerinin ¢dziilmesi igin
besi ortaminin hacmine esit hacimde MTT ¢dziicii soliisyon eklenip, birka¢ dakika

boyunca ¢alkalayicida bekletilmistir.

Bu islemden sonra 96 kuyucuklu plaka, mikroplaka okuyucu
spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda okutuldu. Canlilik orani asagidaki
formiile gore hesaplandi. Kontrole gore %50 oraninda sitotoksik etki gdsteren

konsantrasyon sitotoksik doz olarak kabul edildi.

Ekstre uygulanan kuyu absorbans ortalamasi
¥ 100 = canliik oram

Kontrol grubu kuyucuklarinin absorbans ortalamas:
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ekstrelerin Antosiyanin Miktarlar:

Bagimsiz degiskenlerin sicaklik, kati:sivi orani ve ekstraksiyon siiresi olarak
secildigi deney tasarim programina gore 15 run 1n ekstraksiyonu etanol
kullanilarak gergeklestirildi. Deney tasarim programinda Box-Behnken yontemi
ile tiim ekstraksiyon islemleri i¢in anlamli deney tasarim modelleri elde edildi. Bu
anlamli modele gore en yiiksek antosiyanin igeriginin elde edilmesini saglayacak
optimum degerler (desirability point) ve ekstraksiyon kosullari belirlendi.
Programin ¢iktis1 olarak elde edilen bu yeni (optimum) kosullarda ekstraksiyonlar

etanol kullanilarak tekrarlandiginda antosiyanin verimleri dogrulandi.

Bu optimum kosullarda, her ii¢ ekstraksiyon yontemi icin ayni kosullar su
kullanilarak tekrarlandi. Suyun polaritesi etanole gore daha yiiksek oldugu i¢in ve
antosiyaninler de polar ¢ozgenlerde daha iyi ¢oziindiiklerinden en iyi antosiyanin
verimi solvent olarak su kullanildiginda elde edildi. Su kullanildiginda ekstrelerin

rengi etanol kullanilan ekstrelere gore daha koyu kirmizi olarak gozlendi.

Cizelge 4.1°de her li¢ ekstraksiyon yontemi i¢in de deneysel tasarim
programindan elde edilen optimum ekstraksiyon kosullart ve bu kosullarda pH

farklilig1 yontemine gore hesaplanan antosiyanin miktarlar1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 pH farklilig1 yontemine gore hesaplanan antosiyanin miktarlari

Ekstraksiyon Sicaklik (C) Siire Sivi:Kat1 Orani Maksimum
Y ontemi Antosiyanin
Verimi
Ultrasonik 50 40 dk. 5:1 113.17 mg/L
Ekstraksiyon
Mikrodalga 60 9 dk. 5:1 101.62 mg/L
Destekli
Ekstraksiyon
Solvent 40 3s20dk. 5:1 89.47 mg/L
Ekstraksiyonu
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4.1.1 Solvent ekstraksiyonu

Deneysel tasarim programinda, Box-Behnken deneysel tasarim yontemine
gore solvent ekstraksiyonu deney seti i¢in optimum ekstraksiyon kosullari
belirlendi. Buna gore; sicaklik yaklasik olarak 40 °C, kati:stvi orant 1:5 ve 3 saat
20 dakika olan ekstraksiyon siiresinin optimum kosullar oldugu belirlendi. Bu
kosullar tekrarlandiginda pH farkliligi yontemine gore antosiyanin miktar1 89.47
mg/L (maksimum deger) olarak bulundu. Box-Behnken deneysel veri programina
gore olusturulan ii¢ boyutlu istenebilirlik (desirability) grafigi Sekil 4.1.1° de

gosterilmektedir.

Design-Expert® Software
Desirability
I 1
0
X1 = A temperature
X2 =B time

Actual Factor
C: liquid:solid ratio = 5.02

Desirability

A: temperature 3000 6.00

Sekil 4.1.1. Solvent ekstraksiyonu i¢in istenen nokta (desirability point) degerleri
4.1.2. Ultrasonik ekstraksiyon

Design Expert programinda Box-Behnken deneysel tasarimi ile solvent
olarak etanoliin kullanildigi 15 run i deney setinde anlamli bir model elde edildi.
Buna gore; ultrasonik ekstraksiyon i¢in optimum ekstraksiyon kosullar; sicaklik
yaklagik olarak 50°C, kati-sivi oran1 1:5 oldugunda ve yaklagik 40 dakikalik bir
ekstraksiyon siiresi uygulandiginda elde edildi (Sekil 4.1.2). Bu bagimsiz
degiskenler kullanilarak ekstraksiyon islemi tekrarlandiginda elde edilen

antosiyanin miktar1 113.17 mg/L dir.
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Design-Expert® Software
Desirability
I 1
0
X1 = A temperature
X2 = B:time

Actual Factor
C: liquid-solid ratio = 5.26

Desirability

. 40.00 35.00
B: time A: temperature

20,00 30.00
Sekil 4.1.2. Ultrasonik ekstraksiyon i¢in istenen nokta (desirability point) degerleri
4.1.3. Mikrodalga ekstraksiyonu

Box-Behnken deneysel tasarimiyla optimize edilen mikrodalga ekstraksiyon
sistemi i¢in optimum ekstraksiyon kosullari, 60 ‘C sicaklikta, kati:sivi oraninin 1:5
(g/mL) oldugu, yaklasik olarak 9 dakikalik bir ekstraksiyon prosesi sonucunda
elde edilmistir (Sekil 4.1.3). Bu bagimsiz degiskenler kullanilarak ekstraksiyon

islemi tekrarlandiginda elde edilen antosiyanin miktart 101.62 mg/L dir.

Design-Expert® Software

Desirability
1

0 S

X1 = A temperature
X2 =B:time

Actual Factor
C: liquid:solid ratio = 5.02

Desirability

3.00 T40.00 A: temperature

Sekil 4.1.3. Mikrodalga destekli ekstraksiyon i¢in istenen nokta (desirability point) degerleri
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4.2. UPLC Analizi ile Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesi

Kompleks glikosilasyon modelleri antosiyaninlerin belirlenmesini LC-MS
kullanildiginda dahi zorlastirir (Li et. al, 2011). Bu nedenle yapilan ¢alismada,
kara havug ekstrelerinde UPLC analizi sonrast 3 ana pik belirlendi ve bunlar

siyanidin-3-glikozid es degeri olarak ifade edildi (Netzel et. al, 2007).

pH farklilig1 yontemiyle hesaplanan ekstrelerdeki antosiyanin miktarlar
sonucunda deneysel tasarim programinda anlamli sonuglar elde edildi ve optimum
kosullar belirlendi. Bu optimum kosullarda her ii¢ ekstraksiyon yontemi de
solvent olarak kullanilarak tekrarlandi. Bu ekstrelerdeki antosiyanin miktar1 hem
pH farkliligr yontemiyle (Bkz. Boliim 4.1) hesaplandi hem de UPLC cihaz1 ile
analiz edildi. Siyanidin-3-glikozidin standart olarak kullanildigi kalibrasyon egrisi
bolim 3.5.2’de anlatildigi sekilde hazirlandi ve antosiyanin igerikleri

y=3,95e004x — 2,29e005 denklemine gore hesaplandi.

UPLC’den elde edilen sonuglara gore, her yontem i¢in etanollii ekstrelerde 3
temel pik gozlenmis ve bu pikler 10-16. dakikalar arasinda elde edilmistir (Sekil
4.2). Solvent olarak etanol kullanildiginda solvent, ultrasonik ve mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemleri icin UPLC analizi ile hesaplanan antosiyanin

miktarlari siras1 ile 17,07 pg/mL, 22,46 pg/mL, 18,86 pg/mL bulunmustur.

Elde edilen optimum kosullarda her ii¢ ekstraksiyon yontemi de solvent
olarak suyun kullanilmasiyla icerdikleri antosiyanin miktar1 etanollii ekstrelere

gore kiyaslanmistir.

Solvent olarak su kullanilan ekstrelerin kromatogramlarinda da etanollii
ekstrelerdekiyle ayn1 sekilde 3 pik gozlenmis, ve yine 10-16. dakikalar arasinda
elde edilmislerdir. Solvent olarak su kullanildiginda solvent, ultrasonik ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri i¢in UPLC analizi ile hesaplanan
antosiyanin miktarlart sirast ile 2090,4 pg/mL, 1825,2 pg/mL ve 1540,4 pg/mL

bulunmustur.

Solvent olarak su kullanildiginda elde edilen antosiyanin miktarlarinin
etanollii ekstrelere gore oldukga fazla olmasinin nedeni bu ekstraksiyon
islemlerinde kara havug¢ igerisindeki antosiyaninlerin daha etkili bir bi¢imde
alinmis olmasindan kaynaklanmaktadir ve suyun polaritesi etanole gore daha

yiiksektir.
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Sekil 4.2. Ekstrelerin 520 nm deki UPLC kromatogramlari: (a) Mikrodalga destekli ekstraksiyon,
solvent su, (b) Mikrodalga destekli ekstraksiyon, solvent etanol, (c) Solvent ekstraksiyonu, solvent
etanol, (d) Solvent ekstraksiyonu, solvent su, (e) Ultrasonik ekstraksiyon, solvent etanol, (f)
Ultrasonik ekstraksiyon, solvent su
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4.3. Kara Havucta Bulunan Toplam Fenol Miktari

Kara havug ekstrelerinde bulunan toplam fenolik igerik Bolim 3.6’da

anlatilan yonteme gore hesaplanmistir. Buna gore her ii¢ ekstraksiyon yontemi

icin hem etanol hem de su kullanilarak yapilan ekstraksiyonlardan elde edilen

toplam fenol miktarlar1 Cizelge 4.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. Kara havug ekstrelerinin toplam fenol miktarlari

Ekstraksiyon Yontemi Solvent:Su Solvent:Etanol
Ultrasonik 22,62 mg GAE/g ekstre 1,48 mg GAE/g ekstre
Ekstraksiyon

Solvent Ekstraksiyonu

21,14 mg GAE/qg ekstre

5,18 mg GAE/g ekstre

Mikrodalga
Ekstraksiyonu

16,92 mg GAE/g ekstre

2,1 mg GAE/qg ekstre

4.4, Kara Havucun Serbest Radikal Siipiirme Aktivitesi

Kara havug ekstrelerinin antioksidan aktivitesi Boliim 3.7°de anlatilan

DPPH yo6ntemine gore belirlenmistir. Buna gore her li¢ ekstraksiyon yontemi i¢in

hem etanol hem de su kullanilarak yapilan ekstraksiyonlardan elde edilen

antioksidan aktiviteleri Cizelge 4.4’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.4. Kara havug ekstrelerinin antioksidan aktivite miktarlar

Ekstraksiyon Yontemi Solvent:Su Solvent:Etanol
Ultrasonik % 1,3 % 1,55
Ekstraksiyon

Solvent Ekstraksiyonu % 2 % 4,31
Mikrodalga % 4,23 % 5,6

Ekstraksiyonu
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4.5. Karakterizasyon Calismalari

Karakterizasyon c¢alismalar1 kapsaminda partikiillerin boyutu ve zeta
potansiyeline bakildi, yiikleme verimi hesaplandi. XRD ve DSC analizleri yapildi.
Bunlara ek olarak taramali elektron mikroskobu ile partikiillerin goriintiilemesi

yapildu.
4.5.1. Zeta potansiyeli ve partikiil boyutu

Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli Olgiimleri Malvern zetasizer cihazi
kullanilarak yapildi. Farkli polimer konsantrasyonlarmin ve siirelerin denendigi
iyonik jelasyon yontemi i¢in elde edilen partikiil boyutlar1 Cizelge 4.5.1 de
gosterilmistir. Bu formulasyonlarin kan-beyin bariyerini agsmasi hedeflendigi icin
90-150 nm partikiil boyutu araliginin elde edildigi 2 nolu formulasyon ileriki
salim ve hiicre kiiltiirii aligmalari igin secilmistir. Istenen partikiil boyutuna sahip

2 nolu formulasyon i¢in zeta potansiyeli 30,38 mV olarak 6l¢iildii.
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Cizelge 4.5.1. Tyonik jelasyon yontemi ile enkapsiilasyon sonucu elde edilen partikiil boyutlari

Formulasyon Kitosan Kitosan:TPP Siire Partikiil
no konsantrasyonu orani (saat) Boyutu
(mg/mL) (nm)
No.1 0.5 2.5:1 1 saat 255,7
No.2 0.5 4:1 1saat 123,6
No.3 1.0 2.5:1 1saat 284
No.4 1.0 4:1 1saat 418
No.5 2.0 2.5:1 1saat 518,2
No.6 2.0 4:1 1saat 515,3
No.7 3.0 2.5:1 1saat 380
No.8 3.0 4:1 1saat 415
No.9 0.5 2.5:1 3 saat 180,7
No.10 0.5 4:1 3 saat 162,4
No.11 1.0 2.51 3 saat 169,4
No.12 1.0 4:1 3 saat 301
No.13 2.0 251 3 saat 383,1
No.14 2.0 4:1 3 saat 509,2
No.15 3.0 2.51 3 saat 549,1
No.16 3.0 4:1 3 saat 792,4

Sol-gel yontemi igin 2 farkli polimer konsantrasyonu ile denemeler yapildi.
0,025 M biosilika ve 0,0125 M biosilika kullanilarak kaplanan etken maddenin
boyutlart sirastyla, 134,8 nm ve 188,6 nm olarak bulunmustur. Partikiil boyutu
134,8 olan formulasyon ileriki ¢aligmalar i¢in uygun bulundu ve bu

formulasyonun zeta potansiyeli 19,78 mV olarak odl¢iildii.
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45,2, Yiikleme verimi

Iyonik jelasyon ve sol-gel ydntemi i¢in ayr1 ayr1 enkapsiilasyon verimleri
hesaplandi. Iyonik jelasyon yonteminin yiikleme verimini hesaplamak igin
formulasyon no. 2 kullanilirken sol-gel metodu i¢in 0,025 M biosilikanin
kullanildig1 formulasyon segildi. Yiikleme verimleri Boliim 3.10.2°de anlatildigi
sekilde hesaplandi. Buna gore yiikleme verimleri iyonik jelasyon ve sol-gel

metodu i¢in sirastyla % 85 ve % 70 olarak hesaplanmistir.
4.5.3. In vitro salim kinetikleri

Bolim 3.10.3’de anlatildig1 iizere yapilan dissoliisyon ¢aligmalarinda
zamana kars1 % antosiyanin konsantrasyonlar: grafige gecirilmistir. Sekil 4.5.3.1

ve Sekil 4.5.3.2°de salim grafikleri verilmistir.

iyonik Jelasyon
120

100 /././ 00—
80 /./
60

40

20 ./

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Siire (giin)

Salinan Antosiyanin Miktari (%)

Sekil 4.5.3.1. Iyonik jelasyon yontemi ile kaplanan ekstrenin salim grafigi



57

Sol-Gel Yontemi

100 <
80

60 /

40 /

L 4
L 2

Salinan Antosiyanin Miktari (%)

Siire (giin)

Sekil 4.5.3.2. Sol-Gel yontemi ile kaplanan ekstrenin salim grafigi
4.5.4. DSC analiz sonuglari

Ekstrenin (Sekil 4.5.4.1), iyonik jelasyon dolu (Sekil 4.5.4.2) ve bos
formulasyonlarinin (Sekil 4.5.4.3), sol-gel dolu formulasyonunun (Sekil 4.5.4.4)
DSC termogramlari ¢ekildi. Bu termogramlar sayesinde, kaplama materyali ile
ekstre arasinda bir etkilesim olup olmadigina, artan sicaklik ile orneklerin
ozelliklerinin nasil degistigine, yapinin amorf ya da kristal olmasina ve etkin bir

kaplamanin gerceklesip gerceklesmedigine bakildi.

05
00
|\ a157C
_ U857 v sy 61.86°C
9 T §
= 48 B0 6261°C0) 75 poc
z N ey 133600 AN
& -10 64.07°C PR
ic %, 84.70°C oo
e T734°C TN my
T BT.06°C Wi
1\? \‘\ I‘ 4
’ \\‘\ 14 I’\',M
\.\_‘_ i q W "]\"w !
20+ Wl Y
25 e v L [ ' [ B L
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Exo Up Temperature (°C) Universal V4.2E

Sekil 4.5.4.1 Antosiyanin DSC termogrami
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Sekil 4.5.4.2 Iyonik jelasyon dolu formulasyon DSC termogrami

Universal v4.2E
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Sekil 4.5.4.3 Iyonik jelasyon bos formulasyon DSC termogrami
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Sekil 4.5.4.4 Sol-Gel dolu formulasyon DSC termogrami

4.5.5 SEM goriintiileri

Iyonik jelasyon yontemi igin bos ve ekstre iceren partikiillerin, sol-gel
yontemi i¢in de ekstre iceren partikiillerin taramali elektron mikroskobu ile

goriintiileri Sekil 4.5.5.1, 4.5.5.2 ve 4.5.5.3 ‘de sirastyla goriintiilenmektedir.

779V7 gpot WD prgsshré I~
3.00 kV| 3.0 |10.4 mm| 1000 x |ETD |1.62¢-3 Pa IYTEMAM

Sekil 4.5.5.1 Iyonik jelasyon y&ntemi bos formulasyon
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HV [spot|] WD [ 5 um
400kV]| 25 [10.1 mm IYTEMAM

WD det
.4 mm |10 000 x | ETD

Sekil 4.5.5.3 Sol-Gel dolu formulasyon
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4.5.6 MTT testi sonuglari

MTT testi sonuglarina gore, kara havug ekstresinin 6 pg/mL gibi diistik bir
konsantrasyonda MCF-7, Saos-2, A549 ve Neuro 2A hiicre hatlarinda sitotoksik
etkisinin oldugu gozlenmistir. Bu hiicre hatlarindaki canlilik orant % 50 nin
altindadir (Sekil 4.5.6). Bu hiicrelere sitotoksik olan kara havug ekstresinin normal
saglikli (Vero) hiicre hattinda aym1 konsantrasyonda sitotoksik etkisi

gozlenmemistir.

Iyonik jelasyon ydntemi ile enkapsiile edilmis kara havug ekstrelerinde 6
pg/mL konsantrasyonda A549, Neuro 2A ve NA2A hiicre hatlarinda % 50 nin
altinda hiicre canlilign gozlenmistir (Sekil 4.5.6). Kaplanmamis ekstredekine

benzer sekilde nanopartikiillerin de Vero hiicre hattinda sitotoksik etkisi yoktur.

300

250

BMCF7

200
WSaos-2

WVero

150
WAR4G
o0 | | T . L |I| oA B251

M Neura-2A

{11771 17177 .

100 | 50 | 25 |125/6,25(100 | 50 | 25 |125(6,25|100 | 50 | 25 (125|6,25|100| 50 | 25 |125|6,25

L

MK | PK|KH| O Q|0 |0 |MN| O | O )|0O|O(KHE|O|OQO|]O|O M| 0O|0]|O0]|O

Sekil 4.5.6 Kara havug ekstresinin (KH) ve iyonik jelasyon ile kaplanmis ekstrelerin (KHE)

¢esitli hiicre hatlar lizerindeki sitotoksik etkisi
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5. SONUC

Calismanin baslangicinda hedeflendigi tlizere, ¢alismanin sonunda kara
havuglarin  ekstraksiyonunun optimizasyonu {ii¢ farkli yontem kullanilarak
gerceklestirilmis ve en uygun ekstraksiyon kosullari bulunmustur. Optimizasyon
parametreleri olarak; kati:sivi orani, sicaklik ve ekstraksiyon siiresinin ele alindigi
sistemimizde optimizasyon deneysel tasarim programinda Box-Behnken yiizey
yanit metodolojisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu sonuglara gore, her {i¢
ekstraksiyon metodu i¢in en iyi antosiyanin verimi kati:sivi oraninin 1:5 oldugu
durumda elde edilmistir. 1:15 ve 1:25 gibi yiiksek solvent oranlarinin
kullaniminin 6nlenmesiyle hem ekonomik hem de cevreci bir yaklagim elde
edilmigstir. Ayrica mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin kullanilmasiyla
cok daha kisa siirelerde (O6rnegin; 9 dakika) yliksek antosiyanin verimleri elde
edilmistir (101.62 mg/L). Antosiyaninlerin 1s1l stabilitesi diisiik oldugu igin
ekstraksiyon islemlerinde 60C sicakligin iizerinde c¢alisilmamistir. Solvent
ekstraksiyonunda en yiiksek antosiyanin verimi 40°C gibi nispeten diisiik bir
sicaklikta elde edilmistir (89.47 mg/L).

Ekstraksiyon islemlerinde solvent olarak su kullanildiginda etanoliin

kullanilmasina gore yaklasik 20 kat daha fazla antosiyanin elde edilmistir.

Uretimi igin gerekli optimum ayirma prosesinin gelistirilmesinin ardindan
antosiyaninlerin stabilitelerinin ve besin olarak alinan antosiyaninlerin
biyoyararlanimlarinin  diisiik olmasina odaklanildi. Cig ve pisirilmis kara
havuglarla ve havug suyuyla insanlar iizerinde yapilan klinik caligmalar
sonucunda kara havugta bulunan antosiyaninlerin biyoyararlanabilir ve tiimiiyle
absorblanabilir olduklar1 ortaya konulmustur. Ancak direkt alindiklarinda
biyoyararlanim diisiik verimlilikte gerceklesmektedir (Charron et al., 2009;
McGhie and Walton 2007; Manach et al., 2005; Kurilich et al., 2005). Bu
caligmalardan yola ¢ikarak kara havugta bulunan antosiyaninlerin insanlarda daha
1yi seviyelerde biyoyararlanimini ve verimliligini saglamak amaciyla antosiyanin
iceren ekstreyi ve uygun polimeri bir araya getirecek etkili bir enkapsiilasyon
formulasyonu hazirlandi. Enkapsiilasyon islemi i¢in iyonik jelasyon yontemi ve
yeni bir teknoloji olan sol-gel yontemi kullanildi. Bir seri denemeler yapilarak
kaplama isleminin optimizasyonu saglandi. Ve in vitro salim kosullarinda her iki

formulasyon ile de benzer , uzun siireli bir salim kinetigi elde edildi. Ik 90 dakika
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etken maddenin tampon ortaminda dedekte edilmemesi, etken maddenin
nanopartikiiller i¢erisine tamamen hapsoldugunu ve yiizeyde absoblanan hi¢ etken

madde olmadigin1 gostermektedir.

Bu calisma ile birlikte, c¢esitli hiicre hatlarinda ¢agimizin hastaligi olan
kansere dogal bir liriinle tedavi sans1 miimkiin olabilecektir. Bu nedenle ileriki in

vivo ve klinige aktarim ¢aligmalari agisindan 6nemli bir alt yap1 elde edilmis oldu.

Ilerleyen calismalarda, farkli kaplama ydntemlerinin de antosiyaninlerin
stabilitesine etkileri denenebilir. Hazirlanan bu nanopartikiillerin kisa ve uzun
donem stabilite testlerine bakilmasi, farkli kanser hiicre hatlarindaki etkileri, kan-
beyin bariyerini taklit eden yapi iskeleleri ile partikiillerin bu membrandan
gecisinin modellenmesi ve en Onemlisi de kara havu¢ bitkisinin dogal bir
antikanser ilag olarak degerlendirilebilmesi i¢in in vivo ve klinige gegis gibi

calismalarin yapilmasi daha ileri ¢aligmalar olarak dnerilmektedir.
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