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OZET

Yapilan ¢aligmanin amaci; preparatif sivi kromatografisi ile domatesten likopen
saflastirilmasinda kullanilmak {izere monodispers-gozenekli partikiil formda polimer
bazli yeni kolon dolgu materyallerinin sentezlenmesi ve karakterizasyonudur.
Monodispers kiiresel formda ve yiiksek capraz baglanma oranina sahip 6 pm ¢apinda
adsorbanlar tetrahidrofurfuril akrilat (THFA) ve divinilbenzen (DVB) kullanilarak
“cok basamakli mikrosiispansiyon polimerizasyonu” yontemi ile sentezlenmistir.
Polimerik adsorban sentezinde, cesitli parametreler degistirilerek farkli recetelere
sahip sentezler yapilmistir. Polimerizasyon regetesindeki parametrelerin partikiillerin
fiziksel, kimyasal 6zellikleri ve kromatografik ayirma performanslar: {izerine etkileri
incelenmistir. Sentezlenen adsorbanlarin karakterizasyonunda; Fourier Doniisiim
Kizilotesi (FTIR) spektrumlar: ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri
kullanilmistir. Sentezlenen farkli polariteye sahip partikiiller yiiksek basing altinda
Yiiksek peformans sivi kromatografisi (HPLC) kolonlarma doldurulmus ve
kolonlarin kromatografik davranisi likopen ve B-karotenin ayrilmasi islemi ile test
edilmistir. Kromatografik calisma kisminda kolonlarin performansi pik ¢oziiniirliigi,
teorik tabaka sayis1 ve alikonma faktorleri belirlenerek degerlendirilmistir.

En iyi performans gosteren S-4 kodlu monodispers adsorban malzeme se¢ilmis ve
preparatif sivi kromatografisi kolon sistemlerinde domates posasindan likopen
saflagtirilmasinda kullanilmistir. Calismanin bu kismindan %98.99 saflikta likopen
elde edilmistir.

Saflastirilan likopen, iyonik jelasyon yontemi ile siringa pompa-ekstriizyon sistemi
kullanilarak mikroenkapsiile edilmistir. Kaplama maddesi olarak farkli oranlarda
sodyum aljinat kullanilmig ve farkli akis hizlar1 denenmistir. Kapsiillerin optik

mikroskop ve taramali elektron mikroskobu goriintiileri ile sekilleri ve boy
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dagilimlar belirlenmistir. Elde edilen mikrokapsiiller model gida olarak secilen kek
miksine katilmis ve iirlinde stabil olduklar1 belirlenmistir. Daha sonraki asamada
mikrokapstllerin yapay mide ve yapay bagirsak sivisindaki kontrollii salim
davraniglar1 incelenmistir. Mikroenkapsiile likopen, asidik mide ortaminda 30 dakika
icinde %40’tan daha az salinirken, yapay bagirsak ortaminda ilk 10 dakika i¢inde
%100 oraninda salinmistir.

Sonug olarak sentezlenen monodispers kolon dolgu maddeleri ile mevcut ticari
kolonlarla yarisabilir nitelikte kolonlar elde edilmis ve elde edilen kolon dolgu
malzemesi ile oldukc¢a biiyiik bir ekonomik degere sahip olan likopen basarili bir
sekilde, saf olarak elde edilmistir. Enkapsiile edilerek stabilizasyonu saglanmis ve

gidalarda kullanilabilirligi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Monodispers kolon dolgu maddesi, tetrahidrofurfuril-co-
divinilbenzen, saflastirma, preparatif sivi kromatografisi, saflagtirma, likopen,

mikroenkapsiilasyon
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THE SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF MONODISPERSE
CHROMATOGRAPHIC COLUMN PACKING MATERIALS FOR
ISOLATION LYCOPENE FROM TOMATOES, PURIFICATION AND
ENCAPSULATION OF LYCOPENE

Seda OZGEN
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Ph.D. Thesis, April 2014
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Kemal SARIOGLU

ABSTRACT

The aim of the study is to synthesize a new column packing materials in spherical
form monodisperse porous particles by use for purifiying lycopene from tomato with
preparative liquid chromatography. Spherical form and cross-linked with 6 um in
size, were synthesized by “multi-stage microsuspension polymerization” using
tetrahydrofurfuryl acrylate and divinylbenzene.

The polymeric adsorbents were synthesized by varying different parameters in the
particle synthesis prescriptions. The effects of variable parameters on physical and
chemical properties and the chromatographic separation performance of the particles
were investigated. The physical characterization of particles was performed by FTIR
spectra and scanning electron microscopy.

The particles synthesized were slurry packed into the stainless steel HPLC columns
under high pressure. The chromatographic behaviour of the columns was
investigated with the separation of lycopene and B-carotene. In chromatographic
seperation, the column performance is expressed in terms of resolution, theoretical
plate number and retention factor.

The best performed monodispers adsorbent coded as S-4 were selected and used for
the purification of lycopene by using preparative liquid chromatography column. In
this part of the study, the 98.99% purity lycopene was obtained.

The purified lycopene, was microencapsulated by using syringe pump-extrusion
system by means of ionic gelation technique. Sodium alginate was used as a coating

material in different rates and variable pumping flow rates were tested.
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Partical shapes and size distributions were determined by optical microscopy and
scanning electron microscopy images of the capsules. The obtained microcapsules
were added to cake mix as a selected model food and it was found that the
encapsulated lycopene with alginate was stable in products.

In the later stage, controlled release behaviors of the microcapsules were investigated
the simulated gastric and simulated intestinal fluid. In gastric media less than 40% of
the lycopene was released after 30 min, but in intestinal media 100% lycopene were
released within 10 minutes.

Consequently, the columns developed in this study exhibited chromatographic
performances comparable to the commercial columns. By using the proposed
technique, lycopene was obtained successfully as a pure which having a great

commercial significance.

Key words: Monodisperse-porous particles, tetrahydrofurfuryl-co-divinylbenzene,
preparative liquid chromatography, purification, lycopene, microencapsulation
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GIRIS

Boyut ve yiizey 6zellikleri kontrol edilebilen polimerik mikrokiireler biyoteknoloji,
biyomedikal miihendisligi, bilgi teknolojileri ve mikroelektronik gibi bir¢ok farkli
alanda kullanilmaktadir. Bu uygulamalardan birisi de Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi’'nde (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) kolon dolgu
materyali olarak kullanilmalaridir. Kromatografik ayirma teknikleri arasinda yaygin
kullanim alanma sahip olan yiiksek performansh sivi kromatografisi, sivi fazda
coziinebilen analitlerin kolon materyaline olan ilgilerine gore kolon igerisinde
degisik hizlarda ilerleyip kolonu farkli zamanlarda terk etmeleri prensibine dayal1 bir

tekniktir.

HPLC uygulamalarinda ayirmanin gergeklestirildigi kolonlarda dolgu materyali
olarak silika jel veya polimerik yapida hazirlanmis 5-20 pm ¢ap araligindaki
mikropartikiiller uzun siiredir kullanilmaktadir. Son yillarda 6zellikle polimerik
yapida hazirlanan HPLC kolon materyalleri {izerindeki arastirmalar yogunlagmustir.
Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile yani
kolon dolgu maddesinin se¢ilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir. Kiiresel, gozenekli
ve monodispers (es boyutlu) formda sentezlenmesinin kolayligi, tiirevlendirme
proseslerinin daha c¢esitli ve kolay olmasi, genis pH araliginda yapisal kararlilik,
HPLC kolon materyali olarak polimer bazli yapilarin tercih edilme nedenleri

arasindadir.

Genellikle ticari HPLC kolonlar1 polidispers (boy dagilimli) partikiil formunda dolgu
materyalleri igcermektedir. Monodispers formda dolgu materyali igeren HPLC
kolonlarinda ise diizenli akis profili nedeniyle daha iyi bir kromatografik ayirma

davranigi, daha yliksek teorik tabaka sayist degerleri ve daha diigiik geri-basing



degerleri elde edilmektedir. Bu tiir yapilar genellikle “cok basamakli polimerizasyon

yontemleri” ile tiretilmektedir [1, 2, 3].

Preparatif sivi  kromatografisi, yliksek performansli sivi  kromatografisinin
gelistirilmis bir tiiriidiir.  Analitik sivi kromatografisi bir karisim igerisindeki
bilesenlerin kimliginin ve karisimdaki bilesen sayisinin belirlenmesi amaciyla
kullanilirken, preparatif sivi kromatografisi ¢esitli bilesiklerin izolasyonu ve

saflastirilmasi i¢in kullanilir.

Giliniimiizde saflagtirilmis bir bilesen ticari olarak oldukga biiyiik bir dneme sahip
olmakla birlikte, saflagtirma ve tanimlama islemi olduk¢a kompleks ve dnemli bir
islemdir. Ister katki olarak kullanilsin ister klinik ¢alismalarda doku ya da hayvan
deneylerinde kullanilsin, mg boyutunda yiiksek miktarlarda saf bilesene ihtiyag
duyulmaktadir. Saf biyoaktif bilesenlerin elde edilmesi tip ve eczacilik endiistrisi
basta olmak tizere, gida, zirai kimyasallar ve kozmetik endiistrisi i¢in oldukca

Oonemlidir [4].

Son ylizyilda bireylerin yanlis beslenme aligkanliklari maruz kalinan; radyasyon,
gazlar, agir metaller, herbisitler ve pestisitler gibi c¢evre kirleticileri ile tedavi
amactyla alinan birgok ila¢ viicutta aktif oksijen olusumuna neden olmaktadir.
Viicutta artan aktif oksijen de basta kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar olmak
tizere bircok hastalifa yol agmaktadir. Antioksidan maddeler aktif oksijen
olusumunu engelleyerek ya da olusan aktif oksijenleri inhibe ederek bu hasarlari
hiicresel bazda engellemekte, dolayisiyla dejeneratif hastaliklarin olusumunu kismen

durdurmaktadir [5].

Gida ve beslenme bilimindeki son gelismeler, gidalarin bireyin besin madde
ithtiyacin1 karsilamasinin yani sira gesitli viicut fonksiyonlarmin diizenlenmesinde,
bazi hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde de etkili oldugunu goéstermistir, bu da
tikketicilerin gidalardan beklentilerinin artmasina sebep olmus ve fonksiyonel
gidalara olan ilgiyi artirmistir [4, 5]. Bu kapsamda saglik acisindan yararh
komponentler gidalarin dogal olarak yapisinda bulunuyorsa diizeyi artirilarak,
bulunmuyorsa da disaridan ilave edilerek gidalara fizyolojik fonksiyon ozelligi

kazandirilabilmektedir.



Likopen sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunan karoten (karotenoid) grubuna ait
bir pigmenttir. Likopen karpuz ve kirmizi greyfurt gibi gidalarda da bulunur ancak
likopen agisindan en 6nemli gida domates ve domates iiriinleridir. Yapilan ¢alismalar
likopenin insan sagligi agisindan birgok faydali 6zelligi oldugunu gostermistir. Bu
calismalarda likopenin Oncelikle prostat [6-9], akciger ve mide kanserlerine karsi
onemli bir koruyucu etki gosterdigi bunun yaninda pankreas, kolon, rektum, yemek
borusu, agiz boslugu, gogiis ve rahim kanserleriyle ilgili koruyucu etkisinin de
oldugu belirlenmistir [10]. Arastirmacilar yiliksek miktarda likopen alimiyla diisiik
kalp hastaliklar1 arasinda istatistiksel bir iligkinin oldugunu belirlemisler, yaslh
bireylerde bagisiklik sistemini gli¢lendirdigini, ultraviyole isinlarina karsi koruma
sagladigin aym1 zamanda da kolesterol diisiiriicii (hipokolesterolemik) etki

gosterdigini belirtmislerdir.

Bu fizyolojik etkilerinden dolayi, likopen giiniimiizde sadece renklendirici ve
fonksiyonel katki olarak degil, ¢esitli viicut fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, bazi
hastaliklarin Onlenmesinde ve tedavisinde de kullanilmak iizere; konsantre, toz,
kapsiil ya da preparatlar seklinde saflastirilip tliketicilere sunulmaktadir. Ayrica
likopen son yillarda artan kanser hastaliklar1 sebebiyle iizerinde yogun olarak
caligilan ve ticari dSneme sahip olan bir komponent haline gelmistir. Onceki yillarda
yapilan ¢alismalardaki ana hedef domatesin raf Omriiniin uzatilmasina
dayanmaktayken saglik tizerindeki tiim bu olumlu etkileri nedeniyle son yillarda pek
cok calismada domatesteki antioksidan bilesen miktarlarini arttirmak, bu bilesenleri

ayirmak ve saflastirmak i¢in yeni yontemler denenmistir.

Yapilan tez ¢aligmasinda; sentezlenen monodispers makro gdzenekli adsorbanlar
kullanilarak domatesten likopen saflagtirilmasina yonelik yeni bir yontem
gelistirilmis ve uygun adsorbanlar karakterize edilerek ¢esitli biyoaktif bilesenlerin
saflastirilmasinda kullanilmak {izere literatiire kazandirilmistir. En iyi performans
gosteren adsorban preparatif kolon dolgu materyali olarak kullanilmis ve domatesten
likopen %98.99 oraninda saflastirilmistir. Saflastirilan likopen daha sonra sodyum

aljinat kullanilarak iyonik jelasyon teknigi ile enkapsiile edilmistir.



Tez ¢aligmasi kapsaminda;

e Farkli yiizey polaritelerinde, es boyutlu ve gozenekli formda farkli regetelere
sahip polimer bazli preparatif HPLC kolon dolgu materyalleri “cok basamakli
mikrosiispansiyon polimerizasyonu” teknigi ile sentezlenmistir.

e Tarafimizdan daha 6nce yapilan ¢alismalara ve literatiir incelemelerine dayanarak,
cikis lateksi konsantrasyonu, monomer/¢apraz baglayict orani ve diliient/capraz
baglayic1 oranlarinin, adsorban malzemelerin performansi {izerine kayda deger
oranlarda etkisinin bulundugu tespit edilmistir ve bu parametreler géz Oniinde
bulundurularak; tetrahidrofurfuril akrilat (THFA) ve divinilbenzen (DVB)
monomerleri  kullanilarak literatiirde rastlanmayan es boyutlu adsorbanlar
sentezlenmistir.

e Daha sonra elde edilen polimerik malzemelerin karakterizasyonuna yonelik ¢esitli
analizler yapilmis ve model sistemlerde test edilmistir. Elde edilen
kromatogramlardan ~ ve  performans testlerinden  faydalanilarak, sentez
parametrelerinin kromatografik ayirma yetenegi ve partikiillerin monodispersitesi
tizerine etkileri belirlenmistir.

e Sonraki asamada secilen polimerik adsorban preparatif kolon dolgu malzemesi
olarak hazirlanmis ve domatesten likopen saflagtirmak i¢in kullanilmistir.

o Tez c¢alismasinin devaminda ise cesitli parametreler denenerek domatesten
likopen saflagtirilmig; domates suyu ve posasindaki likopen miktar1 belirlenmistir.
Ayrica standart bilesik kromatogramlar: kullanilarak elde edilen likopenin saflik
derecesi belirlenmis ve DPPH radikal siipiirme yontemi ile antioksidan aktivitesi
belirlenmistir.

e Boylece; birgok uygulama alani bulan mikrokiireler, likopen saflastirilmasinda
kullanilarak, biyoaktif bilesenlerin saflastirilmasi konusuna farkli bir bakis agisi
getirilmis ve domatesin islenmesi sirasinda atik olarak uzaklastirilan kismin asil
likopen kaynagi olarak kullanilmasi gerektigi belirlenmistir.

e Saflastirilan likopenin stabilitesini artirmak amaciyla, kaplama materyali olarak
direkt tiiketime uygun dogal bir polisakkarit olan sodyum aljinat kullanilarak saf
likopen enkapsiile edilmistir. Farkli parametrelerde iiretilen enkapsiiller karakterize
edilmistir. En son asamada ise kapsiiller model gida iirlinlinde denenmis;

uygulanabilirligi ve stabilitesi gosterilmistir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Kromatografi

Kromatografi, birbirine yakin 6zellikteki madde karisimlarini ayirmak i¢in kullanilan
giiclii bir ayirma ve saflagtirma yontemidir. Gozenekli bir ortamda, hareketli bir
¢oziicli etkisiyle, bir karisimin bilesenlerinin birbirinden ayrilmasi olgusuna dayanir.
Hareket eden faza hareketli veya mobil faz, bahsedilen gbzenekli ortama ise
adsorban veya sabit faz denir. Hareketli faz sivi veya gaz olabilirken, sabit faz bir
kat1 ya da kat1 bir destek iizerine emdirilmis bir s1v1 fazdan olusur. Eger hareketli faz
stv1 ise yontem s1vi kromatografisi, gaz ise gaz kromatografisi olarak adlandirilir [11,

12].

1.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

Kromatografik yontemler, sabit faz ve hareketli faz arasinda olan kiitle aktarimim
iceren ayima teknikleri olarak tanimlanabilir. Kromatografik yontemlerden biri olan
stivt kromatografisi, 1900’1t yillarin baslarinda bulunmus ve 1960’11 yillardan
itibaren sivi  kromatografisinin  gelistirilmesi i¢in genis c¢apta arastirmalar
yapilmaktadir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ise sivi fazda
coziinebilen bir kimyasal karisimin kolay ve hizli bir sekilde bilesenlerine
ayrilabildigi olduk¢a duyarli bir yontemdir. Uygun c¢oziicii kullanilarak c¢oziilen
ornek karigimi yani analitler, yiiksek basing altinda kromatografik kolondan gegirilir
ve burada bilesenlerine ayrilir. Sekil 1.1 kolona yiiklenen bilesenlerin kolondaki
ilerleyislerini ve birbirinden ayrilmasini gostermektedir. Bilesenlerin birbirinden

ayrilmasi ve bunun derecesi, analitler ile sabit faz arasindaki etkilesime baglidir ve



onemlidir. Sabit faz, kolon igerisindeki hareketsiz dolgu materyali olarak tanimlanir.
Analitler ile sabit ve siirekli fazlar arasinda istenilen etkilesim siirekli faz olarak

kullanilan ¢6ziictilerin ve sabit fazin degistirilmesi ile elde edilebilir [11-13].

/A - - =

é ]

Sekil 1.1. Karisim halindeki bilesenlerin kolonda ilerleyisi ve ayrilmasi [11].

1.1.1.1. HPLC Sistemleri

HPLC sistemi, Sekil 1.2°de goriildiigii gibi pompa, enjektor, kolon, dedektor ve
bilgisayar birimlerinden olusmaktadir. Kromatografik analiz siireci, c¢oziiciide
¢Oziinmiis 6rnegin sisteme enjekte edilmesi ile baglar. Bu sistemin en dnemli kismu,
ayirmanin gerceklestigi kolondur. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek,
kolon i¢inde bilesenlerine ayrilmaya baslar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller
dedektor tarafindan kaydedilir. Dedektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara

aktarilan sinyallerin tamami kromatogram olarak adlandirilir [11-13].

HareKetli faz

[ [— __

Data sistem Dedektor

Sekil 1.2. HPLC kisimlar1 [11].



1.1.1.2. Siirekli Faz

HPLC uygulamalarinda siirekli faz tiirii ve bilesimi kromatografik performansi
etkileyen faktorlerdendir. HPLC sistemlerinde birgok siirekli faz kullanilmasina
ragmen, bazi ortak 6zellikler aranir. Yiiksek derecede saflik, dedektor ile uyumluluk,
diistik viskozite, 6rnegi ¢ozebilme, kimyasal agidan inert olmasi ve fiyatinin uygun

olmasi1 aranan 6zelliklerdendir [12].

Her bir HPLC tiiriinde kullanilan stirekli fazlar birbirinden farklidir. Normal-faz sivi
kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril karigimi
gibi polar ¢oziiciller siirekli faz olarak kullanilir. Biiyliklikkge ayirma
kromatografisinde ise kullanilan ¢oziicii 6rnegi ¢ozebilmeli ama dolgu materyali ile
kimyasal etkilesime girmemelidir. Dogru molekiil agirlig: tayininde bu ¢ok dnemlidir

[11-13].

HPLC’de kullanilan hareketli fazin polaritesi ayirma isleminde 6énemli rol oynar. Iki

farkli eliisyon tipi vardir.

Izokratik Eliisyon: Kolona sabit bilesimdeki hareketli faz pompalanir. Hareketli
fazin polaritesi sabit oldugu icin kolona ¢ok fazla ilgi duyan bilesenleri kolondan
atmak zorlasir ve eliisyon siiresi uzar. Maddelerin molekiil biiyiikliigiine gore tayini

de bu eliisyon tiirii ile gerceklesir.

Gradient Eliisyon: Hareketli faz bilesimi analiz boyunca dogrusal olarak degisir.
Analiz 6rneginin kolon dolgu maddesi ylizeyine afinitesi onemlidir. Ortamdaki
elientin polaritesi zamanla degistirilerek Orneklerin partikiil yiizeyine afinitesi

degistirilir ve ayirma saglanir [13].

1.1.1.3. Sabit Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, ylizey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir ve
adsorban cesidine ve ozelliklerine baglidir. Modern HPLC adsorbanlar1 genis ylizey
alanina sahip, kiigiik, rijit yapidaki partikiillerdir [11-13].



1.1.1.4. Pompa

HPLC’de pompanin fonksiyonu, hareketli faz1 kolondan yarattigi basing farkiyla
kontrollii bir akis hiziyla gegirmektedir. Kolon dolgu materyali olarak iiretilen
partikiillerin kolon igerisine doldurulmasi iglemi ve uygun ¢oziiclide ¢dziinen drnegin
bu sabit faz ve siirekli faz yatagiyla etkilesmesi icin yiiksek basingli pompalara
ihtiya¢ vardir. Kullanilan partikiillerin boyutu kiiciildiik¢e uygulanan basincin da
arttirilmas1 gerekmektedir. Kiiclik partikiiller yiiksek c¢oziiniirlilk, hizli analiz ve
yiiksek 6rnek yiikleme kapasitesi gibi bir takim avantajlara da sahiptir. Kararli akis
hizi pompalarda aranan Onemli bir Ozelliktir. Pompanin performansi, analitik
sonuglardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gdzlenebilme sinir1 gibi degerleri biiyiik

sleiide etkiler [11-13].

1.1.1.5. Dedektor

Dedektorler kolondan ¢ikan 6rnek bilesenlerinin varligini ve miktari belirlemek
icin kullanilir. Gilinlimiizde kromatografik sistemlerde yaygin olarak kullanilan
dedektor tipi optik dedektorlerdir. Ornek bilesenleri dedektorden gecerken, UV
absorpsiyonundaki, floresans emisyonundaki ya da kirilma indisindeki degisimden
dolay1 151k siddetindeki degisim belirlenir ve kaydedilir. Belirlenen bu degisimler ile
kromatogramlar iizerinden alikonma siireleri, pik alanlari gibi degerler tayin edilerek,
kolon performans parametreleri hesaplanir. S1vi kromatografisinde en ¢ok kullanilan
dedektor tipi UV absorpsiyon dedektorleridir. Bu dedektorler ile 190 nm’den 460-
600 nm’ye kadar olan dalga boylarinda Ornegin analizinin yapilmast miimkiin
olmaktadir. Kullanilan diger dedektor tiirleri i¢inde kirilma indisi, floresans,
elektrokimyasal ve kiitle spektrometrik dedektorler bulunmaktadir. Refraktif indeks
dedektorii yaygin olarak kullanilan ancak diisiik hassasiyete sahip dedektordiir.
Floresans ve elektrokimyasal dedektorler, refraktif indekse gore daha hassas, ancak
daha secici dedektorlerdir. Kiitle spektrometrik dedektorleri ise ¢ok hassas, giiclii

ancak pahali ve karmagik sistemlerdir [11-13].

1.1.1.6. Kolon

Kolonlar kromatografinin en 6nemli parcasidir. Analizin basaris1 ya da basarisizlig

kolona ve uygun c¢alisma kosullarina baghdir. HPLC uygulamalarinda genellikle



yiiksek basinca ve kimyasal korozyona karsi dayanikliligi nedeniyle paslanmaz
celikten yapilmis kolonlar kullanilir. Tipik HPLC kolonlar1 10, 15, 25 cm
uzunlugunda, kiiclik boyutlu partikiil iceren (3, 5 veya 10 um) ve i¢ ¢ap1 4, 4.6 ya da
7.8 mm olan yiiksek basinca dayanikli ¢elik kolonlardir. Bu boyutlar 6rnek
kapasitesi, stirekli faz tiiketimi, hiz ve ayiricilik agisindan yiiksek performans
saglayan degerlerdir. Kolonun kiiclik captaki partikiillerle doldurulmasi ve verimli
bir sekilde calistirilmasi deneyim, beceri ve 6zel cihazlar gerektiren bir ¢calismadir.
Bu yiizden ¢ogu HPLC kullanicisina hazir doldurulmus kolonlar1 kullanmalari

onerilir [11-13].

1.1.1.7. Kolon Dolgu Materyalleri

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gergeklestirilen ayirma ile yani,
kolon dolgu maddesinin secilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir. Iyi bir kolon dolgu
maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere
kars1 inert olmalidir. Genis yiizey alanina, diizgilin olarak dagilmis ve hareketli faza
kolay erisebilir agik yapisal yiizeye sahip olmalidir. Yiiksek basing ve yiiksek akis

hizlarindan etkilenmemelidir [11-15].

HPLC uygulamalarinda ayirmanin gerceklestigi kolonlarda dolgu materyali olarak
silikajel ya da polimerik yapidaki mikropartikiiller kullanilmaktadir. Literatiirde
yapilan ¢alismalarda genellikle silika bazli kolon materyalleri tercih edilmistir [16,
17]. Ancak son yillarda 6zellikle polimerik yapida olan HPLC kolon materyalleri
tizerindeki arastirma caligmalari yogunlasmistir. Polimerik partikiillerin silika bazlh
olanlara gore belirgin avantajlara sahip oldugu bilinmektedir. Kiiresel, gozenekli ve
monodispers formda sentezlenme Kkolayligi, partikiilin tiirevlendirme proseslerinin
daha ¢esitli ve kolay olmasi, genis pH aralifinda stabil olabilme gibi avantajlara
sahip olmasindan dolay:1 arastirmalar polimerik partikiiller iizerinde yogunlasmistir

[12, 13].

1.1.2. Alikonma Parametreleri

Kromatografik alikonmayi 6grenmenin en kolay yolu, O0rnegin kolona enjekte
edildigi noktadan kolon boyunca ilerleyen bilesigin dedektorde verdigi maksimum

cevap arasindaki zamani1 Slgmektir. Bu zamana alikonma zamani (retention time)
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denir ve tg ile sembolize edilir. Alikonma zaman siirekli faz akis hizi ile ters
orantilidir. Diger bir parametre alikonma hacmidir (Vg). Alikonma hacmi, bir
bilesenin kolondan ¢ikmasi i¢in gerekli olan eliient miktaridir. Alikonma siiresi ve
siirekli faz akis hizinin ¢arpimina esittir. Akiskanin hizina bagh degildir, ancak

partikiillerin geometrik sekli yani gozenek biiyiikliigline baglidir [12, 13].

1.1.3. Bant Genisligi

Bir kromatografik analiz sirasinda 6rnegin sisteme enjekte edilmesinden sonra kolon
icindeki akigskanin hareketi sirasinda kromatografik piklerin araligi genisler. Daha
biiylik kolon bant genisligi, belli bir zaman araliginda daha az miktarda bilesenin
ayrigsmasi anlamina gelir. Bagka bir deyisle piklerin keskinligi kolon veriminin ne

kadar iyi oldugunu gosterir. Kolonda bant genislemesi ii¢ ana sebepten kaynaklanir.

e Kolon i¢inde ilerleyen bir bilesene ait molekiill veya iyonlarin farkli yollar
izlemesi: Bu parametre siirekli fazin akis hizindan bagimsizdir. Kolon dolgu
maddesinin ¢ok kii¢iik tanecikli olarak alinmasi bu parametrenin etkisini azaltabilir.

e Fazlar arasindaki kiitle transferi etkisi: Bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz
arasinda dagilma dengesine ulasmasi i¢in belirli bir siireye ihtiya¢ vardir. Eger akis
hiz1 yiiksekse ve ornegin kolona giiglii bir afinitesi varsa, hareketli fazdaki 6rnek
sabit fazdaki 6rnegin oniine gececektir. Bu da dengenin tam olarak kurulamamasina
yani bant genislemesine neden olacaktir. Hareketli faz viskozitesi diisiirmek ve kolon
sicakligint arttirmak bu terimin etkisini azaltabilir.

e Kolonda bilesenlerin yiiksek derisimli bolgelerden diisiik derisimli bolgelere
dogru difiizyonla dagilmasi: Ornek konsantrasyonu kolon kenarlarinda kolon
merkezinde oldugundan daha diisiiktiir. Ornek kolon merkezinden disartya dogru
difiizlenir. Bu etki diisiik akis hizlarinda daha da 6nem kazanir. Ayrica bu parametre
bilesenlerin hareketli faz i¢indeki difiizyon katsayilarinin degerleri ile dogru orantili
olarak artar. Hareketli fazin akis hizin1 diisiirmek 6rnegin kolonda daha fazla zaman
harcamasina neden olur. Bu da difiizyonun artmas: demektir. Ayrica sicakligin

diisiiriilmesi de bu etkiyi azaltict yonde etki yapar [12, 13].

1.1.4. Kolon Verimliligi

Pik Coziiniirliigii (R)
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Coziiniirlik, kromatografide iki pikin birbirinden ayrilma derecesini gostermektedir.
Elde edilen kromatogramlarda belirli bir bilesen i¢in pik ¢oziiniirliigi, esitlik 1.1°e
gore hesaplanmistir. Burada Rn+1m), secilen pik (n+1) ile bir onceki pik (n)
arasindaki ¢ozliniirliigii ifade etmektedir. tpy; Ve t, ise enjeksiyon noktasindan

itibaren, sirasiyla pik n+1 ve pik n i¢in alikonma siirelerini gostermektedir.

R(n+1ln) = 2(t, + 1— 1,)/ (Wosy +W,) (11)
Wh+1 ve Wy ise sirastyla pik n+1 ve pik n i¢in taban genisligini ifade etmektedir [12,
13].

Teorik tabaka sayisi (N)

Teorik tabaka sayisi; damitma prosesindeki benzerlikten gelir. Kolonun hizli
caligmasinin 6nemli bir gostergesidir. Elde edilen kromatografik piklerin keskinligi
bir kolonun verimini gosteriyorsa, bu verimin nicel 6l¢iisii de teorik tabaka sayisidir.
Teorik tabaka sayisi kolon ayirma verimini ifade eden ve en yaygin olarak kullanilan
biiyiikliiklerden biridir. Baz1 ¢aligmalarda ise kolon verimi yine teorik tabaka sayisi
yardimiyla hesaplanan teorik tabaka yiiksekligi ile ifade edilmektedir. Farkli
polaritelere sahip kolonlarin ters faz sivi kromatografisindeki analizleri izokratik
modda yapilmis ve tiim analitlerin teorik tabaka sayisi degerleri hesaplanmistir. Bu

blytikliikler esitlik 1.2 kullanilarak hesaplanmaistir.
N =554 % (W|W1ﬁrﬂ)‘ (1.2)

Burada t; bilesigin alikonma siiresini, W; bilesik pikinin taban genisligini ve W'5;
pik yiiksekliginin yarisindaki taban genisligini ifade etmektedir. Bir kolonda teorik
tabaka sayist ne kadar yiiksekse kolonun verimi o kadar yiiksek demektir. Kolon

boyu arttikca teorik tabaka sayisinda da artig gézlenir [12, 13].
Teorik tabaka yiiksekligi (h)

Teorik tabaka yiiksekligi; h ile gosterilir. Kolonun ne kadar hizli ve etkili ¢aligtigini
gosterir. N ile ters orantilidir. Bir kolonda N degeri ne kadar biiyiikse yani h degeri
ne kadar kiigiikse kolonun verimi o kadar yliksektir. Daha diisiik teorik tabaka
yiiksekligi ve daha fazla teorik tabaka sayisi kisa siirede kromatografik sonuglarin

elde edilmesi demektir. h degerini biiyiiten her etken kolon verimini disiiriir ve pik
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genislemesine neden olur. h degeri esitlik 1.3’teki gibi hesaplanir. Burada h; teorik
tabaka yiiksekligi, L; kolon boyudur [12, 13].
h = (L|N) (1.3)

1.1.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisinin Kullanim Alanlar

Giliniimiizde yiiksek performansl sivi kromatografisi, bircok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Baslica kullanim amaglar1 kimyasal ayirma, saflastirma, tanimlama

ve derisim tayinidir [11-13].

e Kimyasal Ayirma: HPLC’de kimyasal ayirma islemi, her maddenin belli bir sabit
faz ve mobil faz bilesiminde farkli ¢ikis siiresinin olmasindan yararlanilarak
yapilmaktadir. Yapilan kimyasal ayirmanin derecesi ¢ogunlukla sabit faz ve mobil
faz se¢imine baglidir.

e Saflastirma: Saflastirma hedeflenen bir maddenin diger maddelerden ya da
atiklardan ayrilmasi islemidir. Her maddenin belli kromatografik kosullar altinda
karakteristik bir piki bulunur. Ayrilmasi istenen maddeye gore ve diger maddelerle
olan iliskisine gore kosullar belirlenir. Kromatografik saflagtirma isleminde, istenilen
madde kolon c¢ikisinda toplanarak diger fraksiyonlardan izole edilir, bu ise ancak
dogru bir mobil faz secimiyle miimkiindiir. Istenilen maddenin kolondan c¢ikis
siresinin herhangi bir safsizlik veya istenmeyen bir maddenin karigmasini
engelleyecek kadar kisa olmas1 gereklidir.

e Tanimlama: Bir maddenin HPLC ile tanimlanmas1 HPLC analizlerinin 6nemli bir
pargasini olusturur. HPLC’de madde tanimlamasi, bilinmeyene ait olan pik alikonma
stiresinin standarda ait alikonma stiresiyle ¢akistirilmasi ile yapilabilir. Herhangi bir
maddenin HPLC ile tanimlanabilmesi i¢in Oncelikle detektoriin dogru segilmesi
gerekir. Dedektor secildikten ve optimum kosullarda ayarlandiktan sonra bir ayirma
analizi yapilmalidir. Tanimlanmaya calisilan maddenin secilen detektdr ve analiz
kosullarinda kabul edilebilir bir ¢ikis siiresi ve belirgin bir piki olmalidir. Cikis
stiresini kisaltmak icin bazi ayarlamalar yapilabilir. Bunlardan ilki kolon seg¢imi,
digeri mobil faz se¢imi ve son olarak da akis hizi se¢imidir. Kesin bir tanimlama igin
bilinen bir 6rnegin kullanilmasi gerekir. Giivenilir bir tanimlama i¢in birden ¢ok

metot kullanilmalidir.
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e Derisim Tayini: HPLC’de tanimli bir maddenin, bir siv1 ¢ozeltisinde derisimi
tayin edilebilir. Bu islemle istenilen maddenin degisik konsantrasyonlarda HPLC’ye
enjekte edilmesi islemleriyle bilinen konsantrasyonlar da bir seri pik elde edilir. Bu
piklerin altinda kalan alanlar hesaplanarak derisime karsi grafige gecirilir ve
kalibrasyon grafigi c¢izilir. Bilinmeyen derisime ait pik alani saptanarak kalibrasyon

egrisi araciliiyla bilinmeyen derigim bulunur [11, 13].

1.1.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisinin Simiflandirilmasi

S1v1 kromatografisini siniflandirmanin birgok yolu vardir. Sabit fazin yapisina gore,
ayirma mekanizmasina gore ve kullanim amaglarina gore ¢esitli siniflara ayrilir [11].

HPLC kullanim amaglarina gore iki ana gruba ayrilir.

Analitik LC
Bir karisim i¢inde bilesenlerin konsantrasyonunun, kimliginin ve karisimdaki bilesen

sayisinin belirlenmesi amaciyla genellikle analitik HPLC kullanilir.

Preparatif LC

Cesitli bilesiklerin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in ise preparatif LC kullanilir.
Gilinilimiizde biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu ve sonrasinda saf bilesenlerin elde
edilmesi tip ve eczacilik endiistrisi basta olmak {lizere, gida, biyoteknoloji, zirai
kimyasallar ve kozmetik endiistrisi i¢in oldukc¢a Onemlidir [4]. Saflastirilmis bir
bilesen ticari olarak oldukga biiyiik bir éneme sahiptir. Ister katki olarak kullamlsin
ister klinik caligmalarda doku ya da hayvan deneylerinde kullanilsin mg boyutunda
yiiksek miktarlarda saf bilesene ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica bu bilesenler meyve
sebzelerde diisiik konsantrasyonlarda (<%?2) bulunmaktadirlar ve saflagtirilarak
kullanima sunulmalar1 da ayrica 6nem tasimaktadir. Bu ylizden saflagtirma ve
tanimlama islemi olduk¢a kompleks ve Onemli bir islemdir [4, 18]. Sekil 1.3
preparatif LC’ye ait temel bilesenleri sematize etmektedir. Analitik ve preparatif LC

arasindaki en 6nemli farklar asagida maddelenerek agiklanmustir.
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Sekil 1.3. Preparatif LC’nin temel bilesenleri [19]

e Kulanim Amaci:

Analitik LC’de amag¢ o6rnegin nitelik ve niceliginin belirlenmesi iken, preparatif
LC’de numune bilesenlerinin  izolasyonu veya  saflastirilmast  islemi

gerceklestirilmektedir.

e Kolonun boyutlar:

Analitik LC’de de kolon i¢ ¢ap1 0.5-6 mm ve partikiil ¢ap1 3-20 um iken preparatif
LC’de kolon i¢ capt 20-50 mm iken partikiil ¢ap1 ise 20-100 pm’dan biiyiik
olabilmektedir.

e Numune enjeksiyon hacmi;

Ornek miktar1 analitik LC’de 10 pg kadarken bu preparatif LC’de 10 mg-100 mg’a
kadar ¢ikabilmektedir. Tablo 1.1°de sivi kromatografisinde kullanilan kolon tiplerine

gore enjekte edilebilen 6rnek hacimleri verilmistir [19, 20].
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Tablo 1.1. Kolon tiplerine gore 6rnek enjeksiyon miktar: [19]

o Tipik Ornek

Kolon Tipi

Miktari
Preparatif >30 mg
Yar Preparatif 5mg
Konvansiyonel 100 pg
Yar1 micro-L.C 20 pg
Micro-LC 1ug

1.2. Polimerik Kolon Dolgu Malzemelerinin Sentez Yontemi

1.2.1. Dispersiyon Polimerizasyonu

Mikrometre boyutunda monodispers polimerik partikiillerin {iretimi i¢in kullanilan
dispersiyon polimerizasyonu, monomerin organik bir dagitma ortami igerisinde
¢cozlinmesi ile yiiriitiilen bir polimerizasyon yontemidir [21]. Bu polimerizasyon
yontemi ile 1-10 um araliginda monodispers polimerik partikiiller elde edilmektedir.
Baslangicta tek fazli olan polimerizasyon sistemi, kati partikiillerin olusumuyla
birlikte polimer ve dagitma ortamini i¢eren iki fazli yapiya ulagsmaktadir. Giinlimiize
kadar degisik baslaticilar, monomer ve dagitma sistemleri kullanilarak dispersiyon
polimerizasyonu uygulamalar1 yapilmistir. Bu c¢aligmalar asagidaki faktorlerin
partikiil boy ve boy dagilimi, molekiil agirlig1 ve monomer doniisiimii lizerinde etkili

oldugunu gostermistir [12, 21].

* Bagslatici tiirii ve derisimi

* Dagitma ortam tiirli ve derisimi
 Stabilizor tiirli ve derigimi

* Monomer/dagitma ortami orani
* Polimerizasyon sicakligi

» Karigtirma hizi ve tiirii
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Dispersiyon  polimerizasyonunda  kullanilan  baslaticilar  monomer fazinda
¢Oziinebilmektedir. Polimerizasyon sisteminde baslatict miktariin arttirilmasi ile
elde edilen partikiillerin boy dagiliminda bir genisleme ve reaksiyon hizinda artis
oldugu saptanmistir. Baglatici derisiminin arttirilmasi ile polimerizasyon hizinda
olusan artis daha fazla serbest baslatic1 radikalinin olugmasiyla ac¢iklanmaktadir. Elde
edilen polimerin molekiil agirliginda ise artan baslatici miktari ile belirgin bir azalma
gozlenmistir. Molekiil agirhigindaki bu azalma daha fazla serbest radikalin olusmasi
ile polimerizasyonun ¢ok merkezli olarak baslamasi ve ortalama zincir uzunlugunun

kisalmasi ile agiklanmaktadir [14, 22].

Dispersiyon polimerizasyonunda ortalama boy ve boy dagilimi etkileyen bir diger
Oonemli parametre dagitma ortami tiri ve bilesimidir.  Dispersiyon
polimerizasyonunda temel amag, miimkiin oldugunca dar bir boy dagilimina sahip
partikiillerin sentezlenmesidir. Kullanilan dagitma ortaminin polaritesi ve dagitma
ortamindaki monomer ¢oziliniirliigii sonug partikiillerinin boyutunu ve boy dagilimin
onemli olgiide etkiler. ideal olarak segilen bir sistemde monomer ¢dziiniirliigiiniin
yiikksek, olugsan polimer ¢Oziliniirliigiiniin ise dlsik olmas: istenir. Artan
monomer/dagitma ortam1 hacimsel orani ile ortalama partikiil boyutu genelde artis
gosterir. Ancak bu oranin asir1 artis1 ile sonug partikiillerde 6nemli oranda boy

dagilim1 meydana gelmektedir [12, 21, 23].

Dispersiyon polimerizasyonu yonteminde dagitma ortaminda ¢oziilebilen ve
genellikle polimerik yapida olan stabilizorler kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
stabilizor derisiminin arttirilmasi ile elde edilen polimerik partikiillerin boylarinin
azaldig1 gozlenmistir. Sicakligin etkisini arastirmak i¢in yapilan ¢aligmalarda 55-80
°C araliginda artan polimerizasyon sicakligi ile ortalama partikiil boyutu ve boy
dagiliminda artis oldugu gozlenmistir. Artan sicaklik ile polimerin molekiil

agirliginda 6nemli bir azalmanin oldugu saptanmaistir.

Dispersiyon polimerizasyonu sistemlerinde genelde diisiikk karistirma hizlar ile
calisilmaktadir. Ozellikle monodispers partikiillerin eldesine yonelik ¢alismalarda
karigtirma hizi, polimerizasyon ortaminda homojen bir 1s1 transfer rejimi elde

edilebilecek diizeyde tutulmaktadir. Yiiksek karigtirma hizlarinda olusabilecek
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siddetli kayma gerilimi partikiillerde monodispers 6zelligin bozulmasina ve boy

dagiliminin olusmasina neden olmaktadir[12, 16, 21, 23].

1.2.2. Cok Basamaklh Mikrosiispansiyon Polimerizasyonu

HPLC uygulamalarinda, ayirmanin gergeklestirildigi kolonlarda dolgu materyali
olarak silika veya polimerik mikropartikiiller kullanilmaktadir. Son yillarda 6zellikle
polimerik formdaki HPLC kolon materyalleri lizerindeki aragtirmalar yogunlagsmustir.
Bu partikiillerin silika bazli olanlara gore belirgin avantajlara sahip oldugu
bilinmektedir. Kiiresel, gozenekli ve monodispers (es boyutlu) formda
sentezlenmesinin silika bazli materyallere gore kolay olmasi, partikiiliin
tirevlendirme isleminin daha kolay yapilabilmesi, genis pH araliginda kimyasal
kararlilik, afinite kromatografisi, biiyliklik¢e ayirma kromatografisi ve iyon degisim
kromatografisi gibi uygulamalar i¢in daha uygun yapiya sahip olmasi ¢aligmalarin

son yillarda polimerik materyaller {izerinde yogunlasmasini saglamistir.

Genellikle ticari olarak iiretilen HPLC kolonlar1 belirli bir boy dagilimina sahip yani
polidispers gozenekli partikiilleri icermektedir. Polidispers partikiiller ile hazirlanmis
kolonlarda monodispers partikiiller iceren kolonlara gore daha diisiik ¢oziiniirliik
degerleri ve teorik tabaka sayisi degerleri elde edilmistir [16]. Ozellikle 1990’1l
yillardan itibaren HPLC uygulamalarinda “yeni nesil” kolon materyali olarak,
monodispers yapidaki gozenekli partikiillerin kullanimi giindeme gelmistir.
Monodispers gozenekli partikiiller varliginda kolonda olusan diizenli akis profili
nedeniyle yiiksek kromatografik ayirma yetenegi elde edilebilmektedir.

Monodispers ve makro gozenekli formda partikiil sentezine yonelik ¢ok basamakli
polimerizasyon yonteminin ilk olarak Ugelstad tarafindan Onerildigi aktarilmistir.
Daha sonra ise Cheng et al. tarafindan ise modifiye edilerek gelistirilmistir [24]. Bu
yontem dort temel basamaktan olusmaktadir. Bunlar;

1. Dispersiyon veya emiilsiyon polimerizasyonu ile ¢ikis lateksinin eldesi,

2. Cikis lateksinin diisiik molekiil agirlikli organik ajan (aktive edici ajan) tarafindan
birinci basamak sisirilmesi,

3. Aktive edilmis partikiiliin monomer fazi ile ikinci basamak sisirilmesi,

4. Stabilizor esliginde polimerizasyonun gergeklestirilmesi [25].
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1.3. Karotenoidler

Insan viicudunun biiyiiyiip gelismesi verimli ¢alismas1 ve hastaliklara kars1 direng
gosterebilmesi i¢in saglikli ve dengeli bir giinliik diyetle beslenmesi gereklidir. Bu
diyette temel besin elementlerinin yani sira vitaminler, mineraller, antioksidanlar gibi

mikro besin bilesenleri de yer alir [26].

Meyve ve sebzeler, saglik igin gerekli olan bir¢ok vitamin ve minerallerin yaninda;
beslenmede Onem tasiyan diger gida bilesenlerini ve fitokimyasallar1 da
icermektedir. Bu fitokimyasallar arasinda yer alan gruplardan birisi de
karotenoidlerdir. Karotenoidler, ismini bu grubun ana temsilcisi olan pB-karoten’den
almistir. B-karoten 1831 yilinda Wachenroder tarafindan havuctan izole edilmistir.
Karotenoidler, tetraterponoid yapida bitkilerde, diger fotosentetik organizmalarda,
baz1 fotosentetik olmayan bakterilerde, mayalarda ve kiiflerde sentezlenebilen
bilesiklerdir. Dogadaki karotenoidlerin 600’den fazlasi bitkilerde, yosunlarda, bazi
mantarlarda ve bakterilerde sentezlenebilmektedir. Ancak bunlarin 40-50 tanesi insan

saglig1 iizerinde rol oynamaktadir [27-30].

Karotenoidler, ikincil bitki pigmentleridir ve 40 karbonlu izoprenoid polien yapidan
olusmaktadir. Karotenler, yapilarinda karbon ve hidrojen iceren hidrokarbonlardir.
Bagslica karotenler; B-karoten ve a-, y- ve &- izomerleri ve likopendir. Buna karsin
ksantofiller, yapilarinda karbon ve hidrojene ek olarak oksijen de igeren karoten
tirevleridir. Bu gruba o6rnek olarak da; lutein, kapsantin ve zeaksantin verilebilir.
Yapisinda halka icermeyen likopen, karotenoid pigmentlerin prototipidir. Diger
karotenoidler; likopenin hidrojenasyonu, dehidrojenasyonu, halka olusturmasi ve
oksidasyonu sonucu meydana gelmektedir. Bunun yanisira, zincir yapiya karbon
eklenmesi ya da ¢ikarilmasi sonucunda da farkli yapida ksantofilik karotenoidler

meydana gelmektedir [31-33].

Karotenoidlerin renkleri, molekiiliin yapisinda bulunan ¢ok sayidaki konjuge C=C
cift baglardan kaynaklanir. Karotenoid bilesikte konjuge ¢ift baglarin sayisi arttikga
renk koyulasir. Ornegin, yapisinda 9 tane konjuge ¢ift bag iceren B-karoten’in rengi
sar1 turuncu iken, yapisinda 11 tane konjuge ¢ift bag igeren likopenin rengi kirmizidir

[34]. Ksantofiller, yapilarinda en az bir OH grubu icermekte ve karotenlerden daha
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fazla polarite gostermektedir [35]. Karotenler; petrol eteri, hegzan ve toluende

¢Oziiniirken, ksantofiller metanol ve etanolde daha 1yi ¢oziinmektedir [32].

Tim karotenoidler, serbest radikalleri baglayicit 6zellige sahiptir, bu o6zellikleri,
ciftlenmemis  oksijenlerle veya radikallerle reaksiyona girerek onlar
baskilamalarindan ileri gelmektedir. Bu nedenle meyve ve sebzelerde bulunan
antioksidan bilesenler arasinda karotenoidlerin ilk siralarda yer aldiklar1 [30, 36] aym
zamanda insan ve hayvanlarin karotenoid sentezleyememesine bagli olarak diyette
alinan karotenoid miktarmin 6nemli oldugu belirtilmistir. Karotenoidler, provitamin
A ve nonprovitamin A olarak smiflandirilabilmektedir. Provitamin A karotenoidler,
insan viicudunda metobolize edilerek retinol ve A vitamini 6zelligi tasimayan non-
provitamin bilesenlere doniistiiriiliir. Provitamin A 6zelligindeki karotenoidler, a-, -,
karoten ve P-kriptoksantin gruplarini igerir. Non-provitamin A karotenoidler
grubunda ise insan sagligi tizerinde 6nemli etkileri olan lutein, zeaksantin ve likopen

yer almaktadir [30].

Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan karotenoidler, rengi saridan kirmiziya
kadar degisen havug, biber, domates, ¢icekler ve bazi mikroorganizmalar gibi bir¢ok
dogal iiriiniin karakteristik rengin olusmasinda gorevlidir [37, 38]. Genel olarak sari
renkli meyve ve sebzeler karotenoid maddeler igerirler, bunun yaninda yesil renkli
olanlar ise hem klorofil ve hem de karotenoid igerirler. Olgunlasma siiresince
meyvelerin klorofil degerleri azalirken igerdikleri karotenoidlerin miktar: artar.
Klorofilin kaybolmasiyla karotenoidlerin rengi ortaya ¢ikar. Yesil renkli sebzelerdeki

karotenoidlerin rengi, klorofilin giiclii rengi tarafindan maskelenmektedir [39].

Karotenoidler; bitkisel dokularda serbest halde (kristal veya amorf) veya yagh
ortamda ¢Oziinmis olarak bulunurlar. Ayrica yag asitleriyle esterlesmis halde veya
seker ve proteinlerle kompleks halde de bulunabilirler. Karotenoidler yaklasik 430-
480 nm dalga boylarinda maksimum absorbans gostermektedirler ve renk bu konjuge

cift bag sisteminin sonucudur [31, 32, 40].

Konjuge yapida reaktif ¢ift bag icermeleri, karotenoid pigmentlere serbest radikallere
etki etme ve dolayisiyla da antioksidan dzelligi kazandirmaktadir. Insan diyetinde yer

alan bu temel bilesenler; 6zellikle kanser, kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve goz
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hastaliklar1 gibi hastaliklara yakalanma riskini azaltmaktadir [40-42]. Hayvanlar
karotenoid sentezleyemedikleri i¢in diyet aracilifiyla aldiklar1 karotenoidleri

modifiye ederek dokularinda depolamaktadir [43].

1.3.1. Gidalarda Yaygin Olarak Bulunan Karotenoidler

Karotenoidler sar1 renkten koyu kirmiziya, viyoleye ve hatta siyaha kadar degisen
farkli renkte maddelerdir. Bir meyve ve sebzede bulunan farkli karotenoidlerin orani
ona 0zgii bir renk tonunun olugmasina neden olmaktadir. Meyve ve sebzelerde en
yaygin bulunan karotenoidler arasinda [-karoten, lutein, zeaksantin ve likopen yer
almaktadir.  a-kriptoksantin,  p-kriptoksantin, neoksantin, violaksantin  ve

anteraksantin ise diisiik miktarlarda bulunan karotenoidler arasindadir [31, 32].

1.3.1.1. B-karoten ve a-karoten

B-karoten, dogada en yaygin bulunan pigmentlerdendir. Uzerinde en fazla ¢aligilan
karotenoidlerden birisi olan B-karoten, viicutta kan ve dokularda bulunan temel
karotenoidler arasinda yer almaktadir. B-karotenin en fazla bdbrek iistii bezinde
bulundugu ve bunu sirasiyla testis, karaciger, yumurtalik, meme, bobrek, pankreas,
akciger, deri ve kolonun takip ettigi aktarilmaktadir. B-karotenin en 6nemli 6zelligi A
vitaminine metabolize olmasidir. 50 farkli karotenoidden [B-karotenin en yiiksek
provitamin A aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir [35]. Bunun nedeni, diger
karotenoidlerden farkli olarak zincir yapisinin her iki ucunda da B-iyonon halkasinin
bulunmasidir. p-karotenin temel kaynagi havuctur ve havugta bulunan toplam
karotenoid madde miktarinin %44-79’unu olusturmaktadir [27]. Havu¢ disinda B-
karoteni igeren baslica gidalar arasinda maydanoz, tatli patates, hindiba, kirmizi
biber, tath kabak, kivircik lahana, 1spanak, marul ve pazi gibi sebzeler sayilirken,
mango ve kayist gibi meyveler de [-karotenin diger kaynaklari arasinda yer
almaktadir. Provitamin A aktivitesi olan a-karoten ise en fazla havug¢, domates ve

kirmiz1 biberde bulunmaktadir [26, 31, 32]

1.3.1.2. Lutein ve Zeaksantin

Lutein ve stereoizomeri zeaksantin, ksantofil ailesinin iiyeleridir. Lutein, serumda en

yaygin bulunan karotenoidlerden birisi olup lens ve sar1 bolge gibi okiiler dokuda
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yogun olarak bulunmaktadir [44, 45]. Lutein ve zeaksantin, retinada makular
pigment olarak belirtilen sar1 pigment olusumundan sorumludurlar. Sar1 pigmentler
gozii 1siktan korumada etkin  rol oynamakta ve retinal zararlanmay1
engelleyebilmektedir [28]. Bu pigmentler, koyu yesil yaprakli sebzelerde
bulunmaktadir. Kivircik lahana, maydanoz, ispanak, marul, brokoli, tatli muisir,
fasulye, yesil biber, hindiba, kivi, avokado, erik, yaban mersini, ahududu, bogiirtlen,

siyah frenk {izimii lutein ve zeaksantinin kaynaklar1 arasinda sayilmaktadir [31].

1.3.1.3. Likopen

Likopen, halka yapis1 gostermeyen diiz zincir yapida bir hidrokarbon bilesiktir ve
domates iriinlerinin karakteristik koyu-kirmizi renginin nedeni olan bir dogal
pigmenttir. 1903 yilinda, Schunck, domateslerde yogun olarak bulunan bu pigmentin,
havuglarda bulunan karotenlerden farkli bir absorbsiyon spektrumuna sahip
oldugunu gostermis ve bu pigmente likopen adini vermistir. Likopenin kimyasal

yapist Sekil 1.4’te verilmistir [31, 32].

Sekil 1.4. Likopenin kimyasal yapis1 [32]

Likopen; simetrik bir diizleme sahip olup, alifatik, yani diiz zincirli, bir
hidrokarbondur. Diger karotenoidler gibi likopen; tetraterpen (C4oHes) Yapida olup, 8
tane izopren (CsHg) tinitesinin birlesmesinden meydana gelmektedir. Likopen,
yapisinda 11 tane konjuge ve 2 tane konjuge olmayan toplam 13 tane ¢ift bag

icermekte ve B-iyonon halkasi igermemektedir.

Likopen; uzun zincir seklindeki asiklik, asir1 hidrofobik yapis1 ve igerdigi konjuge
cift bag nedeniyle antioksidan aktivite gostermektedir. Likopenin antioksidan etkisi;

serbest radikalleri (R- ve ROO-) ve oksijenin aktif formlarin1 (O,—) baglamalar ile
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aciklanmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir calismada, lipid peroksidasyonu
sirasinda likopen, o-karoten ve B-karotenin antioksidan aktiviteleri incelenmis ve
likopenin en yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir [44]. Yapisinda 11
tane konjuge ¢ift bag iceren likopen, 9 tane konjuge ¢ift bag iceren p-karotene gore

aktif oksijen tiirlerini cok daha etkin tutabilmektedir.

Likopen, yalnizca bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen dogal bir
pigmenttir. Likopen ve diger karotenoidlerin fonksiyonlarindan biri, fotosentez
sirasinda 15181 absorbe etmek ve bu suretle, bitkileri fotoduyarlilik karsisinda
korumaktir. Insanlar ve hayvanlar likopeni sentezleyemez, gidalarla almalari

gereklidir.

Baz1 yesil meyve ve sebzelerde likopenin parlak renkleri yesil klorofilik pigmentler
tarafindan maskelenir. Bitkilerin olgunlagsmasi ile klorofil igerigi azalir, baskin
duruma gecen likopen ve diger karotenoidler ¢ogu meyve (portakal, limon greyfurt,
cilek, domates, paprika, kugburnu gibi) ve sebzelerin parlak renklere sahip olmasini
saglar. Domates ve domatesten elde edilen iiriinler, likopen icin temel kaynak
durumundadirlar. Diger likopen kaynaklari, karpuz, guava, kusburnu, papaya ve
pembe greyfurttur [26, 31, 32]. Cesitli gidalarin likopen igerikleri Tablo 1.2°de

verilmistir.

Kendine 6zgii tat ve aromasiyla diinyada ve iilkemizde en fazla tiiketilen gidalardan
olan domates ve domatesten elde edilen {irlinler diyette 6nemli bir yere sahiptir.
Anavatan1 Meksika ve Peru olan domates, Solanaceae familyasina dahil olup
Lycopersicum esculentum Mill. adi ile anilmaktadir ve 16. yiizyilin baslarinda
Avrupa’ya gectigi bilinmektedir. Tiirkler’in domates ile tanismasi 1. Diinya Savasi
yillarina dayanmaktadir. Tiirkiye’de yillik 10 milyon tonun iizerinde olan domates
tiretiminin biiyiik bir kismi1 taze olarak sofralik tiiketime sunulmakta, tiretimin %25-
30’u ise endiistriyel islemeye tabi tutulmaktadir [47]. Domates taze tiiketimi yaninda
0zel kullanim amaglariyla basta salca olmak iizere sos, ketcap, domates suyu,
domates piiresi, soyulmus domates, dilimlenmis domates, kiip seklinde dogranmis

domates, domates konservesi gibi ¢ok degisik sekillerde degerlendirilmektedir [31,
32].
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Tablo 1.2. Cesitli gidalarin likopen igerigi [46]

Gida Maddeleri Likopen I¢erigi (mg/100g)
Taze domates 0.72-20.00
Domates suyu 5.00-11.60
Domates sosu 6.20
Domates salcasi 5.40-150.00
Ketcap 9.90-13.44
Spagetti sosu 9.30-18.20
Pizza sosu 12.71
Barbekii sosu 9.30-18.20
Kavun 2.30-7.20
Pembe guava 5.23-5.50
Papaya 0.11-5.30
Havucg 0.65-0.78
Bal kabag 0.38-0.46
Tath patates 0.02-0.11
Seftali 0.01-0.05

Cesitli kaynaklara gore kuru madde bazinda domatesin bilesimi de Tablo 1.3’te
gosterilmektedir [26, 31, 32].

Tablo1.3. Domatesin bilesimi [26]

Bilesen (%) Kuru
madde

Glikoz 22
Fruktoz 25
Sakkaroz 1
Protein 8
Pektik maddeler 7
Seliiloz 6
Mineraller 8
Malik asit 9
Sitrik asit 4
Renk Maddeleri 0.4

Diger bilesenler 9.6
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Likopen, gida formiilasyonlarinda 6nemli bir dogal renk bilesenidir. Domates
salgasinin renk verici olarak genis kullanimi, likopenin ticari olarak 6nemli bir dogal
pigment olmasia neden olmaktadir. Ancak, likopen domatesin islenmesi Sirasinda
izomerizasyon ve oksidasyon ile degredasyona ugramaktadir ki bu iglem insan
saglig1 ve gida olarak duyusal kalite agisindan zorunludur. Likopen degredasyonu
sadece iirlinlerin duyusal 6zellikleri agisindan degil, ayrica tiiketici saglig1 acisindan

da 6nemli bir durumdur.

Likopen yagda ¢6ziiniir bir karotenoid olup, B-karotenin belirtisidir ve B-karotenden
en az iki kat daha fazla antioksidan kapasiteye sahiptir [48]. Ciftlenmemis oksijen
tutucu sabiti, B-karoteninkinden 2, a-tokoferolden 10 kat daha fazladir. Likopenin
besin 0gesi olarak degeri nedeni ile pek ¢ok yetistirici, liretim hatlarindaki tirtinlerin
likopen igerigini arttirmak istemekte ve iireticiler buna yonelik metotlar gelistirmeye

calismaktadir [49].

Likopen, olgunlasmis domateste en yogunlukta bulunan karotenoid olup, diger
toplam pigmentlerin %70-90’1 civarindadir. o-karoten, B-karoten, lutein ve p-
kriptoksantin gibi diger karotenoidler 6nemli olmayan miktarlardadir [50]. Bir

domatesteki tipik karotenoid madde dagilimi Sekil 1.5’deki gibidir.

norosporen lutein
fitoen 6% 1%
9%

d-karoten

2% likopen

y-karoten 73%

9%

B-karoten
2%

Sekil 1.5. Domatesteki karotenoid madde dagilimi [50]
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Taze domatesteki likopen miktari, g¢esit, olgunluk ve olgunlagsmanin gerceklestigi
ortamdaki g¢evresel faktorlere gore degisir. Domatesin tlimiindeki likopen miktar
9.27 mg/100 g olarak tespit edilmis iken, baz1 koyu kirmiz1 renge sahip ¢esitlerde bu
miktarin 15 mg/100 g’a ¢iktig1, ancak sar1 ¢esitlerde ise 0.5 mg/100 g’a indigi
goriilmustiir [39]. Arastiricilar domateslerdeki likopen konsantrasyonunun, yazin
daha yiiksek (Haziran-Agustos donemi) ve kisin daha diisiik (Ekim-Mart donemi)
oldugunu belirtmislerdir. Yine, serada yazin veya kisin yetistirilen domatesin ve yesil
olarak hasat edilip depolamada olgunlastirilan domatesin de, dis ortamda yetistirilen

domatese gore daha az likopen icerdigini belirlemislerdir [26, 39].

McCollum 1995 yilinda domateste likopen ve diger karotenoidlerin dagilimi {izerine
calismalar yapmis ve dis perikarpin likopen ve toplam karotenoidleri en fazla iceren
bolge oldugunu tespit etmistir [S1]. Domates kabugu 12 mg likopen/100 g kabuk
(yas bazda) icerirken, tiim ve olgun domateste 3.4 mg/100g seviyesinde likopen
tespit edilmistir. Bagka bir calismada ise domates kabugunda likopen miktar1 53.9
mg/100g iken, domates pulpunda 11 mg/100g oldugu tespit edilmistir. Domates yan
tirtinleri, domates islemedeki artisa paralel olarak her gecen yil artig gostermektedir.
Avrupa’da 10 milyon ton domates islenmekte dolayisiyla da yaklagik 100 bin ton
atik olugmaktadir [52]. Domatesin atik kismi; posa, meyvenin kurumus ve ezilmis
kabuk ve ¢ekirdek kisimlarindan olusur. Domates isleme sirasinda olusan kabukga
zengin atik kisminda likopen miktarmin yiiksek olusu sagladigi ekonomik deger
acisindan domates igleme atiklarinin da degerlendirilebilir oldugunu gdstermektedir

[26].

1.3.1.3.1. Likopenin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bir polien hidrokarbon olan likopen, 11°1 konjuge 13 ¢ift baga sahip, asiklik, acik
zincir yapida dogrusal doymamis bir karotenoiddir. Likopen, 11 konjuge ¢ift bag
bulundurdugu i¢in antioksidan olarak gorev yapabilmektedir [50]. Bu nedenle
gidalardaki likopenin stabilitesi daha bilyilk Onem kazanmaktadir. In-vitro
antioksidan incelemelerinde likopenin B-karotene gore 2 kattan fazla, a-tokoferole
gore de 10 kattan fazla reaktivite gosterdigi ayrica, likopenin, hidrojen peroksit ve
nitrojen dioksit gibi reaktif oksijenlerle de etkilesime girdigi tespit edilmistir [50].

Likopenin birtakim 6zellikleri Tablo 1.4’te verilmistir.
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Tablo 1.4. Likopenin ¢esitli 6zellikleri [50]

Likopenin ozelligi Aciklama
Molekiil formiilii CaoHso

Molekiil agirhgi 536.85 da.

Erime noktasi 172-175°C

Kristal formu Uzun, kirmizi, igne yaprakli

Toz formu Koyu kirmizi-kahverengi

Coziiniirlik Kloroform, hegzan, benzen, aseton, petrol eteri
Duyarhhk Isik, oksijen, yiiksek sicaklik, asitle muamele

Likopen, parlak kirmzi rengini, konjuge polien yapisina bor¢ludur. Dogada likopen
hep trans formunda bulunur. Is1, 151k ve belirli kimyasal reaksiyonlarin etkisiyle trans
form, mono veya poli-cis formuna izomerize olur. Likopen, B-iyonin halka yapisinin
yoklugu nedeni ile provitamin-A aktivitesine sahip degildir. Is1, 151k, oksijen ve
asitler degredasyona ugramasina neden olur iken bazi metal iyonlarida, Cu?" Fe*

gibi, likopen oksidasyonunu katalizlerler [32, 50].

Likopen ve diger karotenoidlerin antioksidan aktiviteleri, singlet-oksijen tutucu
ozellikleri ve peroksi radikalleri engelleme kabiliyetleri ile dikkat c¢ekmektedir.
Likopenin degisik geometrik izomerlerde, trans, mono-cis, poli-cis formlar1 gibi,
bulundugu bilinmektedir. Bunlardan trans izomer form taze domateste en baskin
olani ve yine termodinamik ac¢idan en stabil olanidir. Ancak domatesin islenmesi ve

depolanmasi siiresince likopen trans-cis isomerizmine ugrar [32, 50].

Likopen, gida 1isleme yontemlerinden etkilenmektedir. Bazi  prosesler
biyoyararliligini arttirirken, bazi proseslerde ise kayiplar olmaktadir. Sicakliga, 1518a
ve oksijene maruz kalma siireleri likopen kayiplari konusunda olduk¢a onemli
parametreleri olusturmaktadir [53]. Gidalarin likopen igeriklerini ve antioksidan
kapasitelerini inceleyen bir arastirmada; domates ve domates iiriinleri, ayrica karpuz

ve sebze sular1 analiz edilmis, en yliksek likopen igerigine domates konservesinin, en
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yiiksek antioksidan kapasitesine de domates ¢orbasinin sahip oldugu saptanmigtir
[22].

Oksijen gegirgenliginin, 15181n ve bazi metallerin bulunmasinin kurutma sirasinda ve
sonrasinda likopenin izomerizasyonuna ve oksidasyonuna neden oldugu tespit
edilmistir. Depolama kosullarinin; iirliniin nemine, depolama siiresine ve depolama
sicakligina, hava ve 151k kosullarina gore optimize edilmesinin kayiplar1 onlemek

acisindan yararli olabilecegi belirtilmistir [54].

Giovanelli et al. domateslerin isleme teknolojisine bagli olarak maruz kaldiklari
oksidasyon ve sicaklik hasarinin domateslerin antioksidan o6zelliklerine etkilerini
belirlemeye yonelik yaptiklari calismada, domates pulpu, piiresi, salcast ve
kurutulmus domatesleri materyal olarak kullanarak antioksidan iceriklerini (askorbik
asit, likopen, polifenol) antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Arastiricilar en
fazla askorbik asidin (C vitamini) domates pulpunda bulundugunu, domates
salcasinin ¢ok az askorbik asit igerdigini, kurutulmus domateslerde ise neredeyse
tamaminin (%92) yok oldugunu belirtmislerdir [55]. Likopen igeriginin kurutulmus
domateslerde digerlerine gore ¢cok oldugunu rapor etmislerdir. 80°C gibi yliksek bir
sicaklikta kurutulan domateslerde likopen kaybinin %2-3 gibi 6nemsiz sayilabilecek
oranda gerceklestigini belirtmislerdir. Ayrica, antioksidan aktivitesinin kurutulmus
domateslerde salca ve diger domates {irlinlerine oranla daha yiiksek oldugunu ifade

etmislerdir [55].

Lavelli et al. yarim domateslerin 80°C’de kurutulmasiyla %2 oraninda likopen
azalmas1 Dbelirlemislerdir. Ayni arastirmacilar domates pulpunun 70°C’de
kurutulmasiyla da toplam likopen miktarinda %0.7 oraninda azalma tespit etmislerdir
[56]. Shi et al, domates ve tiriinlerinde farkli kurutma metotlarinin (ozmotik kurutma,
vakum kurutma, hava akimi ile kurutma ve her ii¢iiniin kombinasyonu) triindeki
likopen kaybini belirlemek ve prosesin optimizasyonunu gerceklestirmek amaciyla
calismiglardir. Calisma sonucunda, uygulanan tiim kurutma yoOntemlerinin hem
likopen hem de besinsel deger ve aroma kaybina neden olduklari, ancak likopen
kaybina en az vakum kurutma uygulamasinin, en fazla ise geleneksel hava akiminda

kurutmanin sebep oldugunu belirlemislerdir [39].



28

Zanoni et al. dilimler halinde 110°C’de 4 saat kurutulan domateslerde %10 likopen
kayb1 oldugunu tespit etmisler, 80°C’de 7 saat 1kurutulan domateslerde ise likopen

kaybina rastlamamuislardir [57].

Likopenin parcalanmasinda izomerizasyon ve otooksidasyon reaksiyonlarinin
birlikte etkili oldugunu belirlenmistir. Bir ¢alismada, -20 °C’de 30 giin depolama
sonunda, likopen miktarinda %10 kayip gozlenmis ve depolama sicakligi azaldik¢a

likopenin daha stabil oldugu goriilmiistiir [58].

Likopen kaybi fiizerine, 1518in ve 1smlamanin da onemli etkisi bulunmaktadir.
Nitekim likopen standardinin 6 giin siire ile 25 °C’de 2000-3000 lux 15181na maruz
birakilmast durumunda %94 diizeyinde likopen kayb1 meydana gelmistir [59].

1.3.1.3.2. Likopenin Saghk Uzerine Etkileri

Likopenin biyolojik etkilerinden Oncelikle antioksidan ozellikleri sorumludur.
Kanser ve kalp damar hastaliklar1 gibi oksidatif stresle iligkili kronik hastaliklardan
korunmada likopenin etkili olabilecegi diisiiniilmekte ve son yillarda bu konuyla
ilgili arastirmalar yapilmaktadir. Calismalar da kronik hastaliklarda likopenin

koruyucu roliinii gésteren bulgulart dogrulamaktadir [60].

Bircok arastirma gostermistir ki, likopen viicut tarafindan absorbe edilen bir
antioksidandir ve zarar gérmiis hiicreleri onarmaya yardimeir olur, prostat kanseri,
sindirim sistemi, gogiis kanseri, akciger kanseri ve yasliliktan dolay: olusan kalp
dejenerasyonunu ve koroner kalp hastaliklarii aktif olarak engelleyebilir. Ayni
zamanda kolesterol diisiiriicli 6zellige de sahiptir. Kandaki likopen miktar arttikca,

okside edilmis bilesikler azalir [61].

Likopenin kilolu insanlart kalp krizinden koruyabilen tek karotenoid oldugu ileri
stirilmiistiir ve zararh oksijen radikallerini 6nlemede beta karotenden iki kat vitamin
E’den ise 100 kat daha etkili oldugu belirtilmistir. Insan viicudunda sentezlenemedigi
icin disaridan alinmasi1 gerekmekte ve etkisi doza bagli olarak artmaktadir, ayrica
giinliik diyette en az 40 mg likopen alinmasi Onerilmistir [61, 62]. Likopen, tiim
karotenoidler arasinda en etkili singlet oksijen sondiiriicli ve antiradikal olup, insan

viicudunda 6nemli bir savunma mekanizmasi sergilemektedir [61, 63].
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Fornelli et al likopenin gogiis tiimorii hiicre serisi ¢ogalmasi tistiindeki etkisini farkli
zaman araliklarinda (24-72 saat) ve dozlarda (0.125 — 100 uM) test etmislerdir. Elde
edilen veriler likopenin gogilis timorii hiicre serisi gelisimi tistiindeki inhibisyon

etkisini dogrulamistir [64].

Epidemiyolojik c¢alismalar, likopen diyetinin erkek ratlarda azoksimetan ile
indiiklenmis kolon tiimdrlerini baslangic ve gelisme asamalarinda durdurdugu
sonucunu dogrulamistir. Sonuglar likopen alimi1 ve kolon kanseri ortaya ¢ikis orani

arasinda ters bir orant1 oldugunu gostermektedir [65].

Tang et al. tarafindan Insan prostat kanseri hiicrelerinin biiyiime oranima likopenin
etkileri farelerde incelenmis ve 100-300 mg/kg likopen uygulanan farelerde tiimor

biiylimesinin kontrol grubuna gore %55.6 ve 75.8 oraninda azaldigi gosterilmistir

[66].

E vitamini, selenyum ve likopen kombinasyonu iceren diyetle beslenmenin bu
maddeleri ayr1 ayr1 almaya gore prostat kanseri ve karaciger metastazini belirgin

derecede diisiirdiigii gézlenmistir [67].

1.3.1.3.3. Likopenin Elde Edildigi Yontemler ile flgili Calismalar

Likopen genel olarak; kirmizi domatesten ¢oziicli ekstraksiyonuyla ve sonrasinda
¢Ozlicliniin uzaklastirilmasi yontemiyle elde edilmektedir [31]. Ekstraksiyon islemi
geleneksel ve yeni metotlar olmak {izere iki grupta incelenebilir. Sokselet
ekstraksiyonu ve maserasyon islemi geleneksel yontemler arasinda olup islem siiresi
uzundur ve biyilk miktarlarda ¢evreyi Kkirletici ¢o6ziiciiler gerektirmektedir.
Stiperkritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu kat1 faz ekstraksiyonu ise

son yillarda gelistirilen hizli, etkin ve modern yontemler arasindadir [31, 32].

Yakin zamanda, daha hizli, verimli ve yeni teknikler gelistirilerek ekstraksiyon
islemi modernize edilmis ve bu yontemlerle desteklenmistir. Bunlardan bazilari,
mikrodalga uygulamasi, ultrason uygulamasi ve yiiksek basin¢ uygulamalaridir. Bu
tekniklerde yiiksek basing ya da yiliksek sicakliklarda calisma imkaninin olmasi
ekstraksiyon siiresini biiylik oranda azaltmaktadir. Yeni yontemler ekstraksiyon

islemini %98-99 verimli hale getirebilmistir. Likopen ekstraksiyonunda klasik
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solvent ekstraksiyonun yani sira %60’ {izerinde verim sagladigi belirlenen siiper

kritik ekstraksiyon yontemi de kullanilmaktadir [68].

Sheetal ve Ananthanarayan tarafindan yapilan calismada selillaz ve pektinaz
enzimleri kullanilarak domates dokusundan likopen elde edilmistir. Orneklere seliilaz
enzimi uygulanmis sonra 55 °C’de 15 dakika, pektinaz enzimi uygulanmis ve
sonrasinda 60 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Sonra siiziilmiis, siliziintii ve
kalintrya aseton ve eter ile solvent ekstraksiyonu uygulanmistir. Ekstraksiyon islemi
tekrarlanmis ve santrifjlenmistir. Yapilan calismada domates atiklarindan likopen

eldesinde pektinaz ve seliilaz enzimlerinin kullaniminin verimi artirdigi goriilmiistiir

[69].

Yapilan bir diger tez ¢alismasinda da diger ¢ogu calismalarda oldugu gibi likopen,
solvent ekstraksiyonu ile pembe greyfurt suyu ile domates pulpundan elde edilmis ve
80 °C, 95 °C ve 110 °C sicakliklardaki 1s1l stabilitesi belirlenmistir. Likopen yagda
¢Oziinen bir bilesen oldugu icin ¢esitli organik ¢oziiciiler; hegzan, aseton, etanol,
benzen, kloroform ve petrol eteri kullanilmistir. Calismada seliilaz ve pektinaz
enzimleri kullanilarak domates dokusundan likopen ve B-karoten elde edilmistir. Her
iki triinde de, likopen ve B-karotenin 1sil degredasyonunun birinci derece Kkinetik
modele uydugu saptanmistir. Kinetik veriler, uygulanan sicaklik arttik¢a, her iki

bilesenin degredasyon hizinin arttigini gostermistir [70].

Ma et al. tarafindan yapilan ¢aligmada su ve yag bazli gidalarda sicaklik ve 1s1k
uygulamalarinin likopen stabilitesi iizerinde etkileri incelenmistir. Yapilan ¢aligmada
ekstraksiyon islemi i¢in 6 ml’lik aseton, etanol ve hegzan (1:1:1) karisimi ¢dzgen
olarak kullanilmistir [71]. Konuru ve Kuti ise, genotip ve yetisme ortaminin
domatesteki likopen {izerine etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, domates
orneklerindeki likopen 10 mL hegzan, metanol, aseton (2:1:1) ve BHT 25 g/l
cozeltisi ile ekstrakte edilmistir [72].

Dayanikli karotenoidler elde etmek icin siiper kritik sivi ekstraksiyonun kullanimi
diisiiniilmistiir. Karbondioksit en ¢ok kullanilan siiper kritik sividir, toksik olmayan,
patlayici etkisi bulunmayan, saf bir solventtir. Uygun kritik sicakligi sayesinde

sicakliga duyarli bilesenlerin ekstraksiyonunda da kullanilabilir. Vagi yaptigi
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calismada, %90.1 likopen ile en yliksek verimde karotenoid eldesi 460 bar, 80 °C de
stiper kritik CO, ekstraksiyonu ile gergeklestirmis, likopen verimi sicaklik ve basing
artistyla artmistir. Derin dondurulmus iiriinden yapilan ekstraksiyonla elde edilen
likopen veriminin oda sicakliginda depolanmig fiiriinden yapilan ekstraksiyondan

daha fazla oldugu bulunmustur [73].

Chiu et al. yaptiklar1 bir ¢alismada domates pulpu atiklarindan siiperkritik CO»
ekstraksiyonu ile likopen ekstrakte etmigler ve likopeni ekstraktini %4.5 jelatin, %10
poliglutamik asit ve %4.8 likopen ekstrakti olacak sekilde emiilsiyon sistemiyle
mikroenkapsiile etmislerdir. Calismada kaplama materyalinin termal stabilitesini ve

domates pulpu atiginin iyi bir likopen kaynagi oldugunu ortaya koymuslardir [74].

Domatesin epidermal bolgesi (kabuk ve dis perikarp doku) domateste bulunan
likopenin yaklasik %80-90’nin1 icermektedir. Bu oran, 6zellikle islem sirasinda atik
olarak uzaklagtirilan bir kisimda bulunmasi nedeni ile dikkat c¢ekici ve iizerinde
calisilmasi gereken bir konudur. Domatesin iglenmesi sirasinda kalan ¢ekirdek ve

kabuklar likopen eldesi i¢in 1yi kaynaklardir [26].

Yapilan bir ¢alismada da yine siiper kritik karbon dioksit kullanilarak domates
posasindan da likopence zenginlestirilmis fraksiyonun {iretimi iizerine galisiimistir.
Bu calismada, siiper kritik akiskan teknolojisi ile kurutulmus domates posasi
oziitiinden aygicek yagi ve etanol kullanilarak likopen elde edilmistir [75]. Siiper
kritik akiskan ayrisimdan sonra fraksiyonasyon bélgesinin 30, 60 ve 120.
dakikalarinda dort fraksiyon olarak likopen toplanmistir. Likopen konsantrasyonu
farkli basinglarda; 10 ve 30 MPa ve farkli CO, akis oranlarinda elde edilen farkli
fraksiyonlarda incelenmistir ve likopenin kantitatif belirlenmesi HPLC ile
gerceklestirilmistir. Farkli  ekstraksiyon parametrelerinin  yan1 sira, onlarin
etkilesimlerinin etkileri, li¢ faktéore ve iki dilizey ile tam faktoriyel tasarim
kullanilarak belirlenmis ve optimum kosullar yanit ylizey yontemi ile hesaplanmistir.
Sonugta dort fraksiyondan elde edilen Orneklerde likopen igerigi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmistir [75].

Yapilan bir diger ¢alismada domatesten likopen izolasyonu i¢in yeni bir ekstraksiyon

yontemi Onerilmistir. Geleneksel solvent ekstraksiyonunu takip eden anti-solvent
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coktliirme yontemiyle likopeni geri kazanarak izole ettiklerini bildirmislerdir. 100 gr
toz halde liyofilize domates 6rneginden karotenoidler hegzan, etil asetat ve etanol
kullanilarak ekstrakte edilmis ve daha sonra likopen disindaki diger tiim
karotenoidler anti-solvent (metanol) kullanilarak uzaklastirilmistir. Coktiiriilmiis ve

izole edilmis likopen %77 oraninda geri kazanilmistir [76].

Weia et al. tarafindan yiiksek hizda karsi akim kromatografisiyle domates
salcasindan likopen saflastirilmistir. Preparatif karsi akim kromatografisinde n-
hegzan-diklorometan ve asetonitrilden olusan susuz solvent sistemi kullanilmistir.
Saflastirilan likopen HPLC’de analiz edilmis ve %98.5 saflikta elde edilmistir [77].
Xu ve Pan, kirmiz1 greyfurttan likopen ekstraksiyon verimi iizerine ultrason
uygulamasinin etkilerini arastirmislardir. Ekstraksiyon verimi lizerine ekstraksiyon
stiresi, sicaklik, ¢oziicli/6rnek orani, uygulanan ultrason yogunlugu ve ekstraksiyon
dongiisiiniin  etkisi oldugunu belirtmislerdir. Ultrason destekli ekstraksiyon
geleneksel solvent ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda verimin belirgin oranda
arttigr gorilmiistiir. Sicakliginda ekstraksiyon verimi lizerine etki eden dnemli bir
parametre oldugu goriilmiis ve optimum sicaklik 30 °C olarak belirtilmistir. Siirekli
ultrason uygulamasiyla ekstraksiyon verimi artarken belirli bir noktadan sonra
ultrason uygulamasmin verimi azalttigi goriilmiistiir. Ayrica uygun araliklarla
uygulanan darbeli ultrasonun siirekli uygulanan ultrasondan daha etkili oldugu
bildirilmis ve bu analizler sirasindaki likopen degredasyonu HPLC kullanilarak

belirlenmistir [78].

[ran’da yapilan bir calismada arastiricilar katilma kompleksi ekstraksiyonu
yontemiyle likopen saflastirmislardir. Katilma kompleksinin, organik kimyasallarin
ekstraksiyonu ve saflastirilmasi i¢in etkili bir yontem oldugunu sdylemislerdir. Bu
prosediirde iki ana bilesen vardir; likopen ve kapsayici ajan. Yontemin temeli
organik solventlerle alinan karotenoidlerden ursodeoksikolik asit ile likopenin
¢oktliriilmesi esasina dayanmaktadir. Calismada sonuglar HPLC, UV-Vis
spektofotometre ve NMR ile agiklanmig ve Onerilen ayirma yonteminin likopen
saflagtirmada kullanilabilir oldugunu gésterilmistir [79].

Aghel et al. tarafindan sal¢adan likopen ekstrakte edilip saflastirilmigtir. Arastiricilar

once salcayr metanol ile dehidre edip, sonra likopeni metanol-karbontetraklorid
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karisimi ile ekstrakte etmislerdir. Elde edilen likopen ekstrakti, iki kez
kristallendirme ile kaynayan metanol ilavesi ile elde edilmistir. Daha sonraki
saflagtirmada ise rekristalizasyon ve kolon kromatografisi islemi uygulanmistir. Elde
ettikleri likopen yapilarim1 ise UV, IR, NMR ve kiitle spektroskopisi kullanarak
tanimlamiglardir. Ayristirilan saf likopen miktar1 100 gr domates salgast basina 2.3
mg olarak bulunmustur. Fakat uygulanan kristalizasyon islemi ancak bagka bir

ayristirma yonteminin kombinasyonu ile saf likopen kristalleri verebilmistir [80].

Portekiz ve Brezilya’da insanlar {izerinde yapilan multidisipliner bir c¢alismada
likopen solvent ekstraksiyonu devaminda ters faz sivi kromatografisi ile elde edilmis,
LC-MS ile tanimlanmistir. Toksisite testleri yapilmis ve vezikiiler nano tasiyicilarla
deriden diflizlenmek iizere transferzom ve etozom adi verilen ilag tasiyict sistemlere
yiikklenmistir. Tagiyict sistemlerin deriden difiizlenme hizi ve viicutta alikonma
testleri yapilmistir. Deriden diflizlenen likopenin kulak 6demi {izerine etkisi
arastirllmistir. Ozet olarak kullanilabilecek bir¢ok antioksidan madde igerisinden
likopenin deriden difiize olabilen ¢ok giiclii bir antioksidan madde oldugu
goriilmustiir. Oldukga diisiik maliyette ve ucuz bir hammaddeden likopen elde
edilmis ve viicutta deforme olabilen nano yag kesecikleri igerisine hapsedilip deriden
difiizyonu saglanmistir ve kulak sisme modelinde 6dem olusumunu inhibe ettigi

kanitlanmastir [81].

Daniele Naviglio adli bilim insan1 kendi adin1 tasiyan ve patentli bir ekstraktor icat
etmis ve bu ekstraktorle saf likopen elde ettigini belirtmistir. “Extractor Naviglio”
kullanilarak yiiksek basing altinda domates atiklarindan likopen fazinin ayrilmasi i¢in
musluk suyu kullanilmistir. Bdylece siirecin maliyeti biiyiik 6l¢iide azaltilmistir.
Ekstraktorde diger apolar bilesikler matriks i¢inde devam ederken likopen yliksek
basing etkisiyle molekiiler agregatlar halinde suya transfer edilmistir. Suda ¢6ziiniir
olmayan likopen, yari-kristal kat1 formda geri kazanilmistir. Daha sonraki asamada
ise kiiciik bir miktar organik c¢oziicii kullanilarak kati faz ekstraksiyonu ile
saflastirilmis ve %98 kromatografik saflikta likopen elde edilmistir [18].

Bir grup Cinli arastirmaci tarafindan ticari makro gozenekli adsorban regineler
kullanilarak domates dokusundan likopen saflagtirilmistir. Arastirmacilar farkli

gozenek yapisinda, polaritede ve farkli boyutlarda 24 adet ticari adsorban
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kullanmislar ve bunlarin likopen ayirmadaki performanslarin1 degerlendirmislerdir.
Domates tozu 2 saat boyunca 45 °C'de su banyosu icinde 10 L etil asetat ile iki kez
ekstrakte edilmis ve sonrasinda donel buharlastirici icerisinde diisiik basing altinda
etil asetat uzaklastirilmistir. Hazir kolonlar dinamik adsorpsiyon/desorpsiyon
deneyleri ile optimize edilmistir. Sonuglar LX-68 kodlu apolar S-DVB reg¢inenin
diger reginelere gore daha yiiksek ayirma verimliligi oldugunu géstermistir. Likopen
%66.9 bir geri kazanim ile saflastirilmistir. Arastiricilara gére, adsorban recinelerin
kullanilmas1 biiyiik 6l¢ekli iiretim icin iizerinde calisilmasi ve gelistirilmesi gereken

onemli bir yontemdir [4].

Yapilan bir derleme c¢alismasinda ise ge¢cmisten 2010 yilina kadar karotenoidlerin
ekstraksiyonuna yonelik 29 adet uluslararasi patent bulundugu belirtilmistir. Fiziksel,
kimyasal, biyokimyasal ve enzimatik olarak ayrilan ve biitiin ekstraksiyon
yontemlerinin degerlendirildigi patentler arasinda giin gectikce dikkat ceken ve
tizerindeki c¢aligmalarin artarak devam ettigi yontemin ise siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu oldugu belirtilmistir. Adsorban recineler kullanilarak karotenoid
ekstraksiyonuna yonelik ise 2001 yilinda CA2404834 numarali yalnizca 1 adet
patent bulunmaktadir [82].

Adsorban regineler ile bilesenlerin izolasyonu ve saflagtirilmasina yonelik literatiirde
bulunan az sayidaki ¢aligmalar da genellikle 2010 yil1 ve sonrasini kapsamaktadir.
Bu da gostermektedir ki yontem iizerinde caligilmasi ve gelistirilmesi gereken

oldukca yeni uygulanabilir ve son yillarda dikkat ¢eken bir konudur.

1.4. Enkapsiilasyon Teknolojisi ve Ozellikleri

Enkapsiilasyon kati, sivi ve gaz malzemelerin kaplanarak kapsiiller i¢inde tutulmasi
ile ¢ok kii¢iik bir maddeyi veya tiim bileseni koruyarak, belli bir zaman periyodunda
kontrollii olarak belirli bir hizda serbest kalmasina olanak saglayan teknolojidir.
Mikrokapsiil icerisinde yer alarak kaplanan madde veya karisim, “cekirdek”, “i¢ faz”
veya “dolgu” olarak ifade edilitken dis kisimda yer alan duvar ise ‘“kabuk”,
“kaplama”, “duvar materyali” veya “membran” olarak isimlendirilmektedir [83].

Partikiil boyutu 1 pm'nin altinda olanlar "nano partikiil", 3 um-800 pm arasinda
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olanlar "mikro partikdil" ve 1000 um'den biiyiik olanlar ise "makro partikiil" olarak
siiflandirilir [84, 85].

Enkapstilasyon; gida, tip, eczacilik, kimya, ziraat, yem, veterinerlik ve biyoteknoloji
gibi farkli alanlarda uygulamalar1 olan ve hizla gelisen bir teknolojidir [86].
Mikroenkapsiilasyon teknolojisinin gida endiistrisinde kullanilmas1 da oldukg¢a
eskiye dayanmaktadir. Ozellikle son yillarda fonksiyonel gidalarin éneminin giderek
artmasi1 sonucunda mikroenkapsiilasyon islemi gida sektorii i¢in daha ¢ok anlam
kazanmigtir [87]. Mikroenkapsiilasyon teknigi, gida sektoriinde genellikle, sivi
damlaciklarin, kati partikiillerin veya gaz bilesenlerin gida safliginda kaplama
materyalleri ile kaplanmasi icin kullanilmaktadir [88]. Gida {iriinleri icerisinde
cogunlukla kat1 ve sivi yaglar, aroma bilesenleri, vitaminler, mineraller, renk

bilesenleri ve enzimler mikroenkapsiillenmislerdir.

Mikroenkapsiilasyon teknolojisinin gida endiistrisinde kullanim amaclar1 kaplanacak
maddenin dis etkenlere karsi korunmasi (1s1, nem, hava ve 1sik gibi); buharlasarak
kaybolmasinin onlenmesi, fiziksel 6zelliklerinin daha iyi korunmasi; maddenin
kaplanmasiyla tasinmasinin kolaylagtirilmasi; dogru yerde ve dogru zamanda
caligmasinin saglanmasi; kaplanacak maddenin tat ve kokusunun maskelenmesi;
baska bilesenlerle reaksiyona girmesinin Onlenmesi; kiiclik miktarlarda kullanimi
istendiginde seyreltilebilmesi ve seyreltmenin homojen bir halde saglanmasi seklinde

siralanabilir [89].

Enkapsiilasyon teknolojilerinin temel prensipleri ikiye ayrilir: Aktif ingrediyen bir
polimer ¢ozeltisi i¢inde karistirilir ve ince damlaciklar halinde dagilir, damlalar
jelasyon, kurutma, sogutma, koaservasyon gibi tekniklerle katilastirilir. Kati toz
parcaciklar ise akiskan yatakta karistirilir, kaplama ¢ozeltisi piiskiirtiilerek uygulanir,

ya da kurutma veya sogutma ile katilastirilir [90].

Enkapsiilasyonda aktif bilesenin kaplanmasinda ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Bu
teknikler ti¢ baslik altinda incelenebilir:
1- Fiziksel prosesler: piiskiirtmeli kurutma, ekstriizyon, akiskan yatakli kaplama ve

puskiirtmeli sogutma,
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2- Fizikokimyasal prosesler: basit veya karmasik koaservasyon ve lipozom igine
hapsetme,

3- Kimyasal prosesler: Arayliz polimerizasyonu ve molekiiler inkliizyon [90].

Enkapsiilasyon ile depolama veya proses sirasinda meydana gelen fonksiyonellik
kaybi, aktif bilesen ve kabuk arasindaki uyusmazlik, kotii aroma, koku olusumu, yapi
bozulmasi, enzim aktivitesi kayb1 azaltilabilir veya engellenebilirken, nem kontrolii,
oksidasyona karst koruma, ¢oklu aktif ingrediyenlerin ardigik dagitimi saglanir ve

biyoyararlilik arttirilir [90].

1.4.1. Enkapsiile Edilen Bilesenler (Aktif Maddeler)

Enkapsiilasyon teknolojisinde belirlenen ama¢ dogrultusunda pek ¢ok aktif madde
enkapsiile edilerek korunabilir. Enkapsiilasyon uygulamalarinda en ¢ok kullanilan

aktif bilesenler soyledir [91]:

e Vitaminler ve mineraller

e Enzimler ve proteinler

e Organik asitler

e Probiyotikler ve prebiyotikler

e Esansiyel yaglar

e Tatlandiricilar, koruyucular, renklendiriciler, aromalar
e Yag asitleri (0-3, konjuge linoleik asit)

e Karotenoidler (B-karoten, likopen)

e Antioksidanlar (tokoferol, flavonoidler, polifenoller)

Enkapsiile edilecek bilesene en uygun enkapsiilasyon metodunun se¢imi bilesen
yapisina Ve kullanim amacina uygun olarak 6n denemeler yapilarak belirlenmelidir.
Arzu edilen oOzellikler tiiketici talepleri, besleyicilik degeri veya gida isleme ve
depolama stabilitesinde gelisme icin yeni fikirlere dayanmalidir. Diger dikkat
edilmesi gereken konu ise enkapsiilasyon uygulamasinin istenilen 6zelligi
saglayabilecek uygun yontem olup olmadiginin belirlenmesidir. Aktif materyalin
uygun bir gida matriksi yapisiyla tasmabilirligi sonucu fonksiyonel 6zelliklerinin

korunmasinda enkapsiilasyon uygulamasi iyi bir yontemdir [91].
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Arzu edilen ozelliklerin kazanilmasinda enkapsiilasyon uygulamasi segildiginde

oncelikle yontem tasarimi yapilmalidir. Buna gore;

*Aktif materyalin fizikokimyasal 6zellikleri,

*Uygulanan gida maddesinin {iretimi ve islenmesi sirasinda hangi islem kosullarinin
kullanilacagi,

*Enkapsiile edilecek materyal kullanimdan 6nce ne kadar saklanacagi,

*Tiiketici kullanim1 6ncesinde enkapsiile materyal iceren gida {irlinlerinin depolama
sartlarinin ne olacag,

*Hangi parcacik boyutu ve yogunlugunda gida {iriinlerinin igerisinde bulunacagi,
*Toplam proses maliyetinin hesaplanmasi,

*Kaplama materyali se¢imi,

*Kaplama yonteminin se¢imi,

*Yasal diizenlemelere uygunluk,

dikkate alinarak kapsiile iiriin elde edilmesi agisindan tasarim tamamlanmis olmalidir

[91, 92].

1.4.2. Enkapsiilasyonda Kullanmilan Kaplama Materyalleri

Tastyict sistemin kompozisyonu son iiriiniin fonksiyonel 6zelliklerini belirleyen ana
faktordiir. Ideal bir kaplama materyalinin sahip olmasi gereken ozellikler soyle

siralanabilir [93].

e Yiiksek konsantrasyonda reolojik oOzellikleri iyi olmali ve kapsiilleme islemi
esnasinda kolay islenebilmelidir.

e Istenilen miktardaki fonksiyonel ajam etkili bir sekilde enkapsiile edebilmeli ve
onu hapsedebilmelidir.

e (ekirdek materyalinin aktif halde kalabilmesi i¢in kimyasal bozulmalardan
korumalidir.

e (ekirdek materyalinin salimini kontrol edebilmelidir.

e Onu cevreleyen gida veya igcecek matriksi ile uyumlu olmali, iiriiniin
goriinlisiinde, reolojisinde, tadinda ve raf Omriinde olumsuz bir etkiye neden

olmamalidir.
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e Uretim, depolama, tasima ve isleme boyunca meydana gelebilecek g¢evresel
etkilere kars1 direngli olabilmelidir.
e Gidalara uygun istenilen ¢ézgende ¢oziinebilmelidir ve maliyeti diisiik olmalidir.

e Enkapsiile materyalin biyoyararliligina ters bir etki géstermemelidir [93].

Belirtilen bu 6zellikleri tek bir kaplama materyalinin saglamasi oldukg¢a zordur. Bu
nedenle farkli kaplama materyallerinin bir arada kullanilmasi onerilir. Bunun yam
sira fiziksel ve mekaniksel 6zellikleri daha iyi olan modifiye kaplama materyalleri de
(6rnek; modifiye seliiloz) mevcuttur [89]. Mikroenkapsiilasyon isleminde genellikle
nisasta, maltodekstrin, sakkaroz, maltoz gibi karbonhidratlar; jelatin, peynir alt1 suyu
proteinleri, kazein ve kazeinatlar gibi proteinler ve gam arabik, karragenan gibi
gamlar kaplama materyali olarak tercih edilmektedir. Bu kaplayici ajanlar Tablo

1.5’te gruplar halinde agiklanmigtir [94].

Tablo 1.5. Gida bilesenlerinin enkapsiilasyonunda kullanilan kaplama

materyalleri [94]

Karbonhidratlar Nisasta, maltodekstrinler, misir surubu, dekstran,
sukroz, siklodekstinler
Seliilozlar Karboksi metilseliiloz, metilseliiloz, etilseliiloz,

asetilseliiloz, seliiloz asetat-fitalat

Gamlar Keciboynuzu gami, karragenan, aljinat

Proteinler Gluten, kazein, jelatin, albiimin, hemoglobin,
peptidler

Yaglar/lipidler Balmumu, parafilm, ar1 mumu, tristearik asit,

digliserit, monogliserit, kat1 ve s1v1 yaglar

1.4.2.1. Karbonhidratlar

Karbonhidratlar genellikle piiskiirtmeli kurutma yontemi ile gergeklestirilen
mikroenkapsiilasyon isleminde kaplama materyali veya tasiyict olarak
kullanilmaktadir. Karbonhidratlar kiiresel ve piiriizsiiz mikrokapsiil olusumuna sebep
olmanin yaninda kaplama materyali ile ¢ekirdek materyalinin arasindaki yapisma

kuvvetini arttirir [95]. Mikroenkapsiilasyon isleminde genellikle nisasta, malto-
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dekstrin ve musir surubu tozu gibi karbonhidratlar tercih edilmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda bile diisiik viskoziteye sahip olmalar1 ve ¢oziiniirliiklerinin i1yi
olmas1 dolayisi ile bu materyaller iyi kaplama materyalleridir. Ayrica ucuz olmalari
ve gidalarda yaygin bir sekilde kullanilmalarindan 6tiirii de kaplama materyali olarak
tercih edilirler. Fakat emiilsifiye edici 6zelliklerinin olmamasi veya diisiik olmasi
sebebi ile mikroenkapsiilasyon isleminde tek baslarmma kullanilmalarindan ziyade

proteinlerle birlikte kullanimlar1 daha yaygindir [95].

Nisasta, disik maliyeti, kullanim kolayligi, biyobozunur ve biyouyumlu bir
malzeme olusu ve genis uygulama alani ile pek c¢ok biyoaktif maddenin tasinmasi
icin kullanilan ¢ok sayida glikoz molekiiliiniin glikozidik baglarla bir araya
gelmesiyle olusan bir polisakkarittir. Amiloz ve amilopektinden olusur. Amiloz a-(1-
4) baglariyla bagli D-glikopiranozdan olusan lineer bir molekiil olup pankreatik
amilaz enzimine direngli fakat kolondaki enzimler ile pargalanabilmektedir [97].
Amilopektin ise 1-4 glikozidik bag ve 1-6 glikozidik baglarla baglanan dalli glikoz
molekilidiir. Dogal nisasta biyoaktif bilesenlerin ¢ok hizli salimina yol agtigindan
dolayr kontrollii salim1 i¢in uygun bir tasiyict olmasa da modifiye nisasta bu amag
icin  kullanilabilmektedir [83]. Nisasta eterifikasyon, esterifikasyon veya
asidifikasyon gibi islemlerle modifiye edilerek direngli hale getirilebilmektedir [97].
Direngli nisasta pankreatik enzimler ile ince bagirsakta parcalanamayan dolayisiyla
sindirilemeyen nisastadir. Direncli nisasta kolona ulasarak burada fermente olur [98].
Probiyotiklerin kolona ulagmasimi hedefleyen tasiyict sistemlerde kullanildig:
belirtilmistir [97]. Ayrica uygun modifikasyon ile kolon kanserinin 6nlenmesinde,
kolesterolii diisiirmede ve kalp-damar hastaliklarin1 azaltmada etkili olabilmektedir
[83]. Nisasta tlirevleri biyoaktif bilesenlerin kontrollii salimi1 amaciyla kullaniliyorsa,
ist sindirim yolunda sindirilmeyen (asit ve enzim degredasyonuna direngli) fakat

kolonda fermente olacak sekilde tasarlanmalidir [83].

Pullulan, kuvvetli film olusturarak oksijen gecirgenligini azaltmaktadir. Oksidasyona
kars1 duyarli olan bilesiklerin mikroenkapsiilasyonunda kaplama materyali olarak
kullanilabilir. Pullulan birka¢ ¢alismada kaplama materyali olarak kullanilmistir.
Enkapsiile edilmis safran karotenoidlerin bozunma kinetiginin incelendigi bir

calismada, pullulan kaplama materyallerinden biri olarak tercih edilmistir [99].
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Ayrica, tek damla kurutma (single-droplet drying) metoduyla su/yag/su tipi
mikroenkapsiillerin hazirlanmas1 ve hidrofilik materyallerin depolama sirasinda
enkapsiilasyon verimindeki degisimin incelenmesi konulu bir ¢alismada pullulan
kaplama materyallerinden biri olarak tercih edilmistir. Bu g¢alismada, pullulanin

sagladig1 mikroenkapsiilasyon veriminin ~%95 oldugu belirtilmistir [100].

Sakkaroz, Maltoz, Glukoz, Laktoz, wugucu bilesiklerin kaplanmasinda
kullanilmaktadir. Olusturduklar1 yiizey membranlarinin gegirgenlikleri, diisiik nem
iceriklerinde ¢ok azdir. Yani difiizyona karsi oldukc¢a direnglidirler. Laktozun
kaplama materyali olarak tercih edildigi calismalar mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada,
etil butirat ve etil kaprilat ugucu bilesiklerinin, peynir alti suyu proteini esash
kaplama materyali ve laktoz karisimi kullanilarak piiskiirtmeli kurutma yontemi ile
mikroenkapsiilasyonu incelenmistir [101]. Bu ¢alismada; ucucu bilesiklerin (etil
butirat ve etil kaprilat) korunmasinin, laktoz ve peynir alt1 suyu proteininin bir arada
kullanildig1 mikroenkapsiilasyon isleminde, peynir alt1 suyu proteininin tek basina
kullanildigr duruma gore daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Sumak aromasinin
puskiirtmeli kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyonunda sakkaroz, glukoz ve
nisasta kaplama materyali olarak tercih edilmistir. Fakat, bu kaplama materyallerinin
karamelizasyon oOzelliklerinden dolayi, elde edilen iiriinin kurutucu yiizeyine
yapistigl, ayni zamanda pilskiirtme basliginda da tikanmaya sebep oldugu
belirtilmistir  [102].  Zeytinyagmin  dondurarak  kurutma  yontemi ile
mikroenkapsiilasyonunda farkli homojenizasyon hizlarmin etkisi incelenmis, bu
caligmada; karbonhidratlar (maltoz, laktoz ve sakkaroz) ve jelatin kaplama materyali
olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada, mikroenkapsiilasyon veriminin en yiiksek
oldugu, bir baska deyisle, kaplanmamis zeytinyagi oraninin en diisiik oldugu
mikroenkapsiilasyon iglemi, agirlikca %20 laktoz ve %80 jelatinin kaplama materyali

olarak kullanildigi islem olmustur [103].

Maltodekstrin, misir nisastasinin asidik veya enzimatik yontemle, kismi hidrolizi
sonucunda elde edilen ve dekstroz esdeger agirlig1 (dextrose equivalent: DE) 20 veya
20“den kiigiik olan bir maddedir [104]. Yiiksek sicaklikta (100 °C) ve pH 4.0-5.0
kosullarinda nisasta a-amilaz ile {nitelerine parcalanir ve islemin sonucunda

maltodekstrin ve misir surubu elde edilir. Diisiikk DE degerine sahip maltodekstrinler
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bazi gidalarda (dondurma gibi) yag ikamesi olarak kullanilmaktadir. Maltodekstrinler
yiizey aktif bilesikler olup ¢ozeltileri diisiik viskoziteye sahiptir. Fakat emiilsifiye
edici ajan olarak kullanilmasi Onerilmemektedir. Maltodekstrinler kati ve sivi
yaglarin, vitaminlerin, minerallerin ve renk maddelerinin mikroenkapsiilasyonu
isleminde Maillard reaksiyonunun hizin1 diisiirmektedir. Mikroenkapsiilasyon
isleminde maltodekstrinler emiilsifiye edici Ozelliklerinin az olmasi sebebiyle
genellikle yardimci kaplama materyali olarak kullanilmaktadir [105, 106].
Maltodekstrinler mikroenkapsiile edilmis yaglarda iyi bir oksidatif stabilite

saglamaktadirlar.

1.4.2.2. Gamlar

Gam ve kivam artiricilar her ne kadar tatsiz olsalar da gidalarin tatlara ve lezzetine
dogrudan etki etmektedir. Genellikle hidrokolloidler viskozitelerinden ve difiizyonu

engellemelerinden 6tiird tatliligin azalmasina sebep olurlar.

Aljinat, enkapsiilasyon uygulamalarinda en ¢ok kullanilan kaplama materyallerinden
biri olup Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum ve Macrocystis pyrifera
gibi kahverengi yosunlardan elde edilir. Ticari aljinatlar cogunlukla Mg?* , Sr**, Ba®*
ve Na* katyonlarinin tuzlari seklinde bulunmaktadir [107]. Sodyum aljinat, a-L-
guluronik asit ve B-D-mannuronik asit iceren lineer dogal bir polisakkarit olan ve
suda ¢oziinebilen aljinik asit tuzudur [108]. Sodyum aljinatin sulu ortamda Ca, Zn,
Sr?* ve Ba®" gibi iki iyonlu katyonlarin varliginda jel ve jel kiirecikleri olusturdugu
bilinmektedir [83, 107, 109]. Sekil 1.6°da aljinat molekiiliniin kimyasal yapisi

gosterilmistir.

Sekil 1.6. Aljinatin yapis1 [97]
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Aljinatin fiziksel Ozellikleri kompozisyonuna, molekiiler agirligma ve zincir
uzunluguna baglh olarak degismektedir. Aljinat gida sanayinde jel olusturma
kapasitesinin yaninda kivam verici, emiilgatér ve stabilizatér olarak da
kullanilmaktadir. Ayrica FDA tarafindan GRAS (generally regarded as safe)
grubunda gosterilmistir. Guluronik asit ve mannuronik asit oran1 (G/M) tiirden tiire
degiskenlik gostermekte olup farkli mekanik stabilite saglamaktadir [97]. G bloklar
burusuk sekilde M-bloklar1 ise genis serit gibi bir sekle sahiptir. iki G blok bdlgesi
yan yana siralandiginda kalsiyum iyonlarinin baglanabilecegi boyutlarda ve yapida

kristal sekilde bir delik meydana gelmektedir [107].

Kalsiyum aljinat tanecikleri biyoaktif ilaglarin, proteinlerin, enzimlerin v.s. kontrolli
salimlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Aljinattaki gluronik asidin sodyum
iyonlar1 ile kalsiyum gibi ¢ift iyonlu bir katyonun yer degistirmesi sonucu g¢apraz
baglanma ile “yumurta kutusu” yapisindaki kalsiyum aljinat kiirecikleri elde
edilmektedir. Bu aljinat matriksi diisiik pH’da stabil olup gastrik kosullara kismen
dayanikliyken ince bagirsak gibi yiiksek pH’l1 bir ortamda sisip dagilmaktadir [110].
Probiyotik yogurdun enkapsiile edilmis demir ile zenginlestirme ¢aligmasinda,
secilen demir (Fe?) siilfat, sodyum aljinat ile emdiilsifikasyon teknigi ile;
Lactobacillus acidophilus bakterisi ise sodyum aljinat: nisasta (2:0.05) ekstriizyon
yontemi ile enkapsiile edilmistir. Demir ilaveleri, kapsiillenmis-kapsiillenmemis
probiyotik bakteri igeren yogurtlar olmak {izere 2 tip iirline uygulanmistir. Enkapsiile
edilmemis ve edilmis probiyotik bakteri igeren yogurtlara demir ilavesinin etkisi
incelendiginde, depolama boyunca probiyotik bakteri sayisina etkisi olmadig
goriilmiustiir. Kapsiile edilmemis demir iceren Orneklerin tiyobarbiitirik asit (TBA)

sayisinin digerine gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [111].

Gam arabik olarak da isimlendirilen akasya gaminin, emiilsifiye edici 6zelliginin
miikemmel olmasi sebebiyle kullanim alani ¢ok yaygindir. Gam arabik D-glukronik
asit, L-ramnoz, D-galaktoz ve L-arabinoz ile yaklasik olarak %2 protein iceren bir
polimerdir. Gam arabigin emiilsifiye edici 6zelligi yapisinda bulunan proteinlerle
iliskilidir. Yiiksek ¢oziiniirliigi, diisiik viskozitesi, emiilsifiye edici olmasi ve ugucu
bilesenlerin tutulumunu iyi bir sekilde saglamasindan dolayr mikroenkapsiilasyon

isleminde kaplama materyali olarak kullanimi yaygindir [112]. Kakule oleoresininin
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enkapsiilasyonunun gerceklestirildigi bir ¢calismada gam arabigin maltodekstrine ve
modifiye nisastaya gore daha iyi bir kaplama materyali oldugu belirtilmistir [113].
Baska bir calismada ise kimyon oleoresininin piiskiirtmeli kurutma yontemi ile
enkapsiilasyonu isleminde gam arabigin iyi bir kaplama materyali 6zelligi sergiledigi
ortaya konmustur [114]. Yaglarin enkapsiilasyonunda gam arabigin kullanimi ¢ok
yaygindir. Bunun sebebi, gam arabigin genis bir pH araliginda farkli bir¢ok yag ile
stabil bir emiilsiyon olusturabilmesidir. Kullanilan gam arabigin %50°si yerine
glikozun  kullanildigi  soya  yagmin  mikroenkapsiilasyonu  isleminde,
mikroenkapsiilasyon verimi %74’den %92’ye c¢ikmistir [115]. Fakat baska bir
caligmada ise 5 farkli monoterpenin (sitral, linalol, limonen ve [-pinen)
enkapsiilasyonunda kaplama materyali olarak tercih edilen gam arabik etkin bir
ozellik gosterememistir [116]. Gam arabik ile olusan membranin yar1 gegirgen olusu
oksidasyona kars1 direnci ancak belirli bir 6l¢lide sinirlamaktadir. Dolayisiyla oksijen
gecisi s0z konusu olmakta ve ¢ekirdek materyalin raf dmrii dogrudan olumsuz yonde
etkilenmektedir. Ayrica, fiyatinin yliksek olmasi sebebiyle de gam arabigin gida
endistrisinde kullamimi smirlanmaktadir. Bu sebeple, bu materyale alternatif
olabilecek olan kaplama materyalleri i¢in ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Bunlardan
bir tanesi olan Mesquite gam‘in ¢ok iyi bir enkapsiilasyon ajan1 oldugu bildirilmistir.
Bir caligmada %60 Gam arabik ve %40 Mesquite gam karisiminin portakal kabugu
yaginin %93.5’ini enkapsiile ettigi ortaya konmustur. Daha yakin donemde,
gergeklestirilen bir ¢alismada %40 Mesquite gam ve %60 maltodekstrin karisiminin
kakule yaginin %84,6‘sin1 enkapsiile edebilecegi gosterilmistir Kakule bazli yag
mikrokapsiillerinin, Mesquite gam kullanilarak piiskiirtmeli kurutucuda basariyla
tiretilmesi, bu materyalin 6nemli bir alternatif kaplama maddesi oldugunu ortaya

koymustur [117].

Kitosan, dogal lineer katyonik bir polisakkarit olup kabuklu deniz canlilarinin
kabugundan, boceklerin kiitikiillerinden ve belirli fungilerin hiicre duvarinda bolca
bulunan kitinin deasetilasyonu ile elde edilmektedir [118]. Kitosan, aljinatla birlikte
biyouyumluluk, diisiik toksisite/toksik olmamasi ve biyobozunurluk gibi 6zellikleri
dolayistyla gida uygulamalarinda ve ilag¢ tasiyici sistemlerde kullanilan en iyi
kaplama malzemelerinden biridir [119, 120].  N-asetil-D-glikozamin ve D-

glikozamin oranlar1 kitosanin 06zelliklerinin, biyobozunurlugunun ve biyolojik
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roliinliniin belirlenmesinde kullanilir [107]. Kitosan katyonik yapist sayesinde
kolesterol diisiiriici ve zayiflatict formiilasyonlarda yag baglayici olarak da
kullanilmaktadir [107]. Kitosan asidik pH’larda ¢oziinebilirken yiliksek pH’larda
stabildir. pH’a duyarli olarak sisme/biiyiime mekanizmasi kitosanin diisik pH
kosullarinda amin gruplarinin protonasyonunu i¢ermektedir. Bu protonasyon zincir
itme, proton diflizyonu ve karsit ylikiin su ile birlikte jelin i¢ine niifuz etmesi ve

ikincil yapinin bozulmasina neden olmaktadir [107].

k-karagenanlar, o-(1,3) ve B-(1,4) glikozidik baglariyla bagh tekrarli D-galaktoz ve
3,6-anhidrogalaktoz (3,6 AG) birimlerinden olusan hem siilfatlanmis hemde
stilfatlanmamis o-(1,3) ve B-(1,4) polisakkaritlerdir. Jellesme ozelliginden dolay1
sicakliga, iyonik giice ve biyopolimer konsantrasyonuna bagli olarak koil formdan
heliks forma gegebilir. Ayrica kazein miselleri ile kompleks olusturmasi gibi bazi siit
proteinleri ile interaksiyon yapma ozelligi tasimaktadir [121]. Probiyotik hiicrelerin
enkapsiile edilmesi i¢in 40-50 °C’de hiicreler polimer ¢ozeltisine eklenir ve karigim

oda sicakligina sogutularak jelasyon saglanir [98].

Pektin, bitki orijinli lineer polimerler olup a-(1-4)-bagh D-galakturonik asit ve 1,2-
bagli L-ramnoz birimlerinden olusmaktadir. Karboksil gruplarinin yiizdesi pektinin
esterifikasyon derecesini belirtir. Diislik metoksilli pektinin esterifikasyon derecesi
%350’den az olup kalsiyum ile jel olusturabilmektedir. Mide ve ince bagirsakta
bozulmadigindan hedef tasinim sistemlerinde kullanimi uygundur. Suda ¢oziintirliigii
yiiksek oldugu i¢in modifiye olmadan uygulanmasi kisitlidir. Bu nedenle ¢ogunlukla
katyonlarla veya kitosan gibi polimerlerle kombine edilerek daha yavas degrade

olmast saglanir [97].

1.4.2.3. Proteinler

Proteinler sahip olduklari fonksiyonel 6zelliklerinden dolayr mikroenkapsiilasyon
islemi icin iyi kaplama materyalleridir. Proteinler ozellikle lezzet bilesenlerinin
baglanmasinda oldukca iyidirler. Genellikle mikroenkapsiilasyon isleminde kaplama
materyali olarak jelatin, peynir altt suyu proteinleri, kazein ve kazeinatlar protein

olarak tercih edilmektedir.
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Jelatin, iyi emiilsiyon olusturma o6zelligi ve film olusturma etkisi gdstermesi, suda
¢Oziinebilirliginin yiiksek ve yenilebilir olmasi sebebiyle piiskiirtmeli kurutma
yontemi ile mikroenkapsiilasyon icin iyi bir kaplama materyalidir. Jelatin
mikropartikiillerinin yukarida belirtilen 6zellikleri ve morfolojileri seker alkolii olan
mannitolun eklenmesiyle daha da gelistirilebilir [95]. Limonenin dondurarak
kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyonunda [103], piiskiirtmeli kurutma yontemi
ile fosfolipid mikroenkapsiilasyonunda [122], likopenin mikroenkapsiilasyonunda
[123] ve balik yagimin mikroenkapsiilasyonunda [124] jelatin kaplama materyali

olarak tercih edilmistir.

Peynir alti suyu proteinleri, siit serumu igerisinde, pek ¢ok fraksiyondan olusan ve
stit proteinlerinin yaklagik %20’lik boliimiinii olusturan serum proteinleridir. Yagsiz
stitten kazein herhangi bir yolla uzaklastirildiginda, geriye kalan kisma siit serumu
denir ve igerisinde %0.7 oraninda protein bulunur. Peynir iiretimi esnasinda peynir
suyunda kaldiklar1 i¢in peynir alt1 suyu proteinleri adi verilir [125]. Peynir alt1 suyu
proteinleri miikemmel bir emiilsifiye edici ajandir [126]. Peynir alt1 suyu
proteinlerinin enkapsiilasyon isleminde kaplama materyali olarak kullanilmasi
1990’11 yillara dayanmaktadir. Peynir alt1 suyu proteinleri bir ¢alismada siit yaginin
enkapsiilasyonunda kaplama materyali olarak tercih edilmis olup yaklasik olarak
%90’lik enkapsiilasyon verimi saglamistir. Ayni arastirmacilara gore, kaplama
materyali olarak kullanilan peynir alti suyu proteinlerinin %350’si yerine laktoz
kullanim1 sonucunda mikroenkapsiilasyon veriminin artacag: bildirilmistir. Portakal
yaginin mikroenkapsiilasyonunda kaplama materyali olarak tercih edilen peynir alti
suyu proteinlerinin oksidasyona karst miikemmel bir bariyer olusturdugu tespit
edilmistir. Peynir alti suyu proteinlerinin enkapsiile etme 6zelliklerinin arastirildigi
bir ¢aligmada, soya yaginin enkapsiilasyonunda sodyum kazeinata gore daha diisiik
bir oranda enkapsiilasyon sagladigi ortaya koyulmustur. Peynir alti suyu
proteinlerinin kaplama materyali olarak en biiyiik dezavantaji 1s1sal bozunmaya karsi

cok duyarli olmalaridir [127].

Bazi Lactobacillus plantarum tiirlerinin (L. plantarum 299v, L. plantarum 800 ve L.
plantarum CIP A159) mikroenkapsiilasyonu ile ilgili yapilan bir ¢alismada, kaplama

etkinligini gelistirmek amaciyla kaplama materyali olarak aljinat ile birlikte peynir
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alt1 suyu proteinleri kullanilmistir. Yapay mide ve bagirsak sivist ortaminda yapilan
inaktivasyon denemelerinde, dondurularak kurutulan kiireciklerdeki ¢apraz baglarin
acilarak bakterilerin aljinat matriksinden salimi incelenmistir. Kaplanmis
Lactobacillus plantarum 299v (10,04 log kob/g), L. plantarum 800 (10.03 log kob/g)
ve L. plantarum CIP A159 (10.12 log kob/g) yapay mide sivisi igerisinde 37 °C’de
60 dakika inkiibasyona birakilmis ve bakterilerin en iyi canli kalma oraninin
peyniralt1 suyu proteinleri ve aljinat kullanilan kiireciklerde oldugu tespit edilmistir.
Benzer sekilde mikrokapsiilleri yapay bagirsak sivisinda 37 °C’de 180 dakika
inkiibasyona birakilmis ve sadece bir bakteri kiireciginde (Lp299v) 2,74 log kob/g
canli bakteri kaldig1 bulunmustur. Bu ¢alisma sonucunda arastiricilar peynir alti suyu
proteinlerinin bakteri igceren aljinat kiireciklerinin kaplanmasi i¢in uygun, ucuz ve

verimli bir kaplama materyali oldugunu gdstermislerdir [128].

Kazein ve kazeinatlar, dogada sadece siitte bulunan siit proteinlerinin en 6nemli
fraksiyonu olup yaklasik %80’ini olusturur. Sodyum kazeinatin enkapsiilasyon
isleminde kaplama materyali olarak kullanildig1 bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Kazein ve
kazeinatlar, 1stya kars1 peynir alt1 suyu proteinlerine gore daha duyarhdirlar. Fakat
yiiksek yiizey aktif 6zellige sahip olmalarindan otiirii pliskiirtmeli kurutma yontemi
de dahil olmak iizere bir¢ok uygulamada emiilsifiye edici ajan olarak kullanildig:
belirtilmektedir [128]. Soya yagimnin mikroenkapsiilasyonunda sodyum kazeinatin,
peynir alt1 suyu proteinlerinden daha iyi bir kaplama materyali oldugu, saglamis

oldugu yiiksek mikroenkapsiilasyon verimi ile gdsterilmistir [129].
1.4.3 Enkapsiilasyon Metotlar:

1.4.3.1. Piiskiirtmeli Kurutma

Piiskiirtmeli kurutma enkapsiilasyon teknolojisinde kullanilan en eski ve en yaygin
metottur. Bu yontemin ekonomik, kullaniglt ve siirekli olmasi, islem sonucunda iyi
kalitede partikiiller elde edilmesi nedeniyle gida endiistrisinde siklikla
kullanilmaktadir. Yontemde nisasta, maltodekstrin ve gamlar tasiyict malzeme olarak
kullanilir [130]. Aljinat, guar gum ve kitosan gibi polisakkaritler sodyum kazeinat,
peynir alti suyu protein, soya protein gibi proteinler de piskiirtmeli kurutma

yonteminde kaplama materyali olarak kullanilabilir ancak suda ¢oziiniirliiklerinin
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diisiik olmast ve pahali olmalari bu yontem icin dezavantajdir [131]. Kaplanacak
materyal tasiyici sistem ile homojenize edildikten sonra piiskiirtmeli kurutucuya
verilir ve atomize doner basligi sicak hava ile temas eden su buharlasirken, kapsiiller
kurutulur. Sekil 1.7°de piskiirtmeli kurutucu sistemi gosterilmistir. Elde edilen
kapsiillerin boyutu 10 -100 mikrometre araligindadir. Bu yontemin dezavantajlari ise
kullanilan suda ¢6ziinebilir kaplama malzemesi ¢esitliliginin kisitli olmasi, ayrica
1siya duyarlit biyoaktif maddelerin yiiksek sicaklikta kolaylikla bozulmasina sebep
olmasidir [130].

Piiskiirtmeli kurutma kaplanacak aktif maddeyi igeren ¢ozelti veya dispersiyonun
atomizasyon prosesi ile sicak-soguk hava akis1 ile temas eden damlaciklarin
kurutulmas: temeline dayanir. Elde edilen pargaciklar genellikle kiiresel olup
topolojisi kullanilan polimere baglidir. Molekiiliin tutulmasi ve salim profilleri

polimerin uzunlugu ve tipi modifiye edilerek optimize edilebilir [132].

irn) —»

Sekil 1.7. Piiskiirtmeli kurutma sistemi [91].

Her ne kadar piiskiirtmeli kurutma yonteminin 1s1ya duyarli biyoaktif maddeler igin
(yaglar v.s.) uygun olmadigim1 belirten caligmalar olsa da kurutucudaki temas
stiresinin kisa olmasi bu etkiyi minimuma indirmektedir [133]. Atomize edilen
damlaciklarin boyutu sivinin yiizey gerilimine ve viskozitesine, enjektordeki basing
diismesine ve piiskiirtmenin hizina baglidir. Tasiyici olarak kullanilan malzeme, aktif
materyali koruyabilmeli, suda ¢ozlniirliigii yiiksek olmali, molekiiler agirlik, camsi
gecis, kristalinite, difiizyon giicli, iyl film olusturma kapasitesi, iyl emiilsiyon

olusturma 6zelligi, diisiik maliyetli olmalidir [91].
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1.4.3.2. Koaservasyon

Koaservasyon metodu bir veya daha fazla hidrokolloidin baglangi¢ ¢6zeltisinden faz
ayrimi ve yeni olusan koaservat fazin aktif ingrediyen etrafinda aynmi reaksiyon
ortaminda siispanse veya emdiilsifiye olmasidir. Bu yontemde basit¢ce sadece bir
kolloid (jelatin gibi) madde kullanilabilecegi gibi daha kompleks proseslerde jelatin
ve gam arabik kombinasyonu da kullanilabilir [130]. Gam arabik yerine
karboksimetil seliilloz, pektin, karagenan, aljinat veya polifosfat gibi negatif yiiklii
molekiiller, jelatin yerine ise siit proteinleri kullanilabilir [91]. Koaservasyon pahali
bir enkapsiilasyon yontemi olsa da polifenoller gibi dayaniksiz fakat yiiksek degerli
biyoaktif maddelerin enkapsiilasyonunda kullanilabilmektedir [130]. Koaservasyon
genellikle aroma yaglarinin enkapsiilasyonunda kullanilirken, balik yagi, vitaminler,
koruyucular ve enzimler i¢in de kullanigli bir metottur. Bu ydntemin diger
enkapsiilasyon = metotlarina gore avantajli  yOnlerinin  olmasinin  yaninda
ticarilestirilmesinin pahalt olmasi, karmasik bir proses olmasi ve ikincil kabuk
materyali olarak pek c¢ok iilkenin yasal diizenlemesinde kullanimi kisithh olan

gluteraldehit kullanim1 gerektirmesi gibi bazi problemler vardir [131].

Basit koaservasyonda sadece tek tip polimer kullanilirken kompleks koaservasyonda
iki veya zit yikli birden fazla polimer kullanilir. Koaservasyon; polimerlerin
¢Oziiniirliiglini etkileyen 1s1, tuz ilavesi veya zit yiiklii polimerler kullanimi gibi
cevresel faktorler araciligiyla baslatilmaktadir [132]. Kompleks koaservasyon ¢esitli
oranda jelatin ve gam arabik igeren yag/su emiilsiyonu ve her bir polimerin %2-4’i
karisir durumdaki kapta 35 °C’de pH’1n 7’den 4’e ayarlanmasi ile su fazinda ¢oziintir
duruma gelmesi ile elde edilir. Boylece birbiriyle karigmayan ii¢ fazli (yagh faz,
polimerce zengin faz ve polimerce fakir faz) bir sistem elde edilir. Kompleks
koaservasyon pH ayarlanmasina alternatif olarak yagin jelatin ¢dzeltisinde
emiilsifiye edilmesi ve karisima gam arabik eklenmesinin ardindan suyla seyreltme
seklinde diliisyon yontemiyle de yapilabilmektedir. Sicakligin diisiiriilmesiyle jelatin
katilagarak kabuk olusturur. Polimer konsantrasyonu, pH, sistemin tiirbiilansi,
emiilsiyon biyiikligli, iyonik gili¢ ve sicaklik koaservasyon hazirlik prosesini
etkileyen faktorlerdir [91]. Bu yontemin enkapsiilasyon etkinligi %60 ve kaplanan
kapstillerin boyutu 30-100 nm araligindadir [134].
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1.4.3.3. Emiilsiyon Olusturma

Emiilsiyon kinetik olarak stabil ve birbiriyle karismayan iki fazin (yag ve su),
sivilardan birinin digeri i¢inde c¢ok kiiciik damlaciklar halinde dagitilmasi ile elde

edilir.

Yiiksek hizli karistirict ve homojenizatér emiilsiyon olusturmada kullanilan
cihazlardir. Suda ¢6ziiniir ingrediyenler su/yag emiilsiyonlar1 veya su/yag/su gibi ¢ift
emiilsiyonlar ile enkapsiile edilebilir. Yag/su emiilsiyonlar1 sulu fazin hacmini ve
bdylece sudaki tat molekiillerinin konsantrasyonunu degistirerek tadi etkilemektedir.
Likopen, beta karoten, steroller ve yagda ¢dziinen vitaminler yag/su emiilsiyonlari
olusturularak veya piiskiirtmeli kurutma, dondurarak kurutma yoOntemleri ile
kurutularak toz formda gidalara katilabilmektedir. Ayrica emiilsiyon olusturma
ekstriizyon ve koaservasyon gibi diger enkapsiilasyon yontemlerinin bir pargasi

olarak da karsimiza ¢ikmaktadir [91].

Elde edilen damlaciklarin c¢ap1 genellikle 0.1-100um araligindadir. Yag
damlaciklarinin sulu fazda dagitildigi sistemler suda yag (yag/su) emiilsiyon, su
damlaciklarinin yag fazinda dagitildig: sistemler ise yagda su (su/yag) emiilsiyonu
olarak adlandirilmaktadir. Bunlarin yani sira ¢ok katmanli emiilsiyonlarda elde
etmek mimkiindiir. Ayrica emiilsiyonlarin stabilitesini arttirmak i¢in bazi

emiilgatorler de kullanilabilir [130].

Baslangic damlacik konsantrasyonu ve biiyiiklilk dagilimi damlaciklar1 stabilize
etmede kullanilan emiilgatére baglidir. Emiilgator se¢imi, yiik, kalinlik, reoloji ve
cevresel tepkiler (pH, iyonik giic, sicaklik, enzim aktivitesi v.s.) arayiiz 6zelliklerini
kontrol etmek agisindan 6nemlidir. Klasik emiilsiyonlarin damlacik ¢ap1 100 nm-100
pum araligindayken, nanoemdiilsiyonlar 10 nm-100 nm aralifinda degismektedir.
Nanoemiilsiyonlar klasik olanlara gore daha stabil ve goriiniis olarak transparan-
berrak ve aktif maddeyi salim hizlar1 daha yiiksekken ylizey alanlar1 daha genis
oldugu i¢in kimyasal reaksiyonlara girme hiz1 yiiksektir. Bu nedenle

nanoemiilsiyonlarin biyoyararliliklarinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir [93].
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1.4.3.4. Dondurarak Kurutma

Dondurarak kurutma aymi zamanda liyofilizasyon olarak da bilinen 1siya duyarh
bilesenlerin ve aromalarin dehidrasyonunda kullanilan bir metottur. Numune -90 ile -
40 °C’ye dondurulur ve diisiik basing ile diisiik sicaklik altinda siiblimlesme yoluyla
kurutulur. Bu yontemde aktif bilesen ve tasiyict malzeme suda ¢oziiniir ve porlu
yapida dondurarak kurutulmus iirlinler elde edilir. Dondurarak kurutmanin
dezavantajlar1 yliksek enerji kullanimi ve uzun islem siiresi gerektirmesi, goreceli
olarak pahali bir yontem olmasi ve agik delikli yapida kapsiiller elde edilmesi
sebebiyle iyi bariyer ozellikleri tasimamasidir [91]. Ancak suda ¢oziinen bilesenler,
dogal aromalar ve ilaglarin enkapsiilasyonu igin basit bir teknik olmasi ve isiya

duyarli biyoaktif maddeler i¢in avantajli olmasi nedeniyle tercih edilmektedir [130].

1.4.3.5. Damlatma (iyonik jelasyon) Metodu

Damlatma veya iyonik jelasyon metodu pratik ve ekonomik bir yontem olup cok
miktarda {riin  Uretimine elverisli olmadigi i¢in daha ¢ok laboratuvar
uygulamalarinda tercih edilmektedir. Bu metotta, polimer ¢ozeltisi ile aktif madde
homojenize edilerek siringa vasitasiyla kiiresel jel partikiilleri elde etmek amaciyla

dagitic1 faza (CaCl; gibi) damlatilir.

Damlatma metodu kalsiyum - aljinat taneciklerinin elde edilmesinde kullanilan metot
olup, c¢apraz baglanma CaCl, molekiiliindeki kalsiyum ile sodium aljinat
molekiiliindeki sodyumun yer degistirmesi prensibine dayanir. Sekil 1.8°de kalsiyum

ve sodyum iyonlar1 arasindaki ¢apraz baglanma mekanizmasi gosterilmistir.

Biyopolimer ¢ozeltisinin baska bir ¢ozeltiye damlatilmasiyla jelasyon olusumu
gozlenir. Aljinatin yani sira pektin ¢ozeltisinin kalsiyum ¢o6zeltisine damlatiimasi
(iyonik jelasyon), kitosan ¢ozeltisinin tripolifosfat ¢ozeltisine damlatilmasi (iyonik
jelasyon), peynir alt1 suyu proteininin sicak siviya damlatilmasi (sicak jelasyon) veya
jelatin ¢ozeltisinin soguk siviya damlatilmasi (soguk jelasyon) ile de mikrotanecikler
elde edilebilmektedir [136]. Damlatma sistemine ait gorsel Sekil 1.9’da

gosterilmektedir.
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Sekil 1.9. Damlatma sistemi [137].

Bu yontem laboratuvar olgekte tiretiminin ¢ok kolay olmasi, hidrofilik veya
hidrofobik, 1siya duyarl, akiskan veya viskoz, kati veya sivi hemen hemen tiim
ingrediyenlerin bu metotla enkapsiile edilebilmesi gibi olumlu 6zelliklerinden dolay1
siklikla tercih edilmektedir. Bu avantajlarinin yaninda kiiciik miktarda kapsiil elde
edilmesi ne kadar kolay olsa da prosesin biiylitiilmesi zor ve maliyetlidir. Ayrica elde
edilen kapsiiller ¢cok gozenekli oldugundan aljinat matriksinden suyun veya bagka bir
stvinin giris ¢ikist yoluyla diflizyonuna ¢ok miisaittir [131]. Negatif yiiklii aljinat ile
z1it yukli kitosan yar1 gegirgen bir membran olusturarak kapsiil yiizeyinin daha

diizgiin ve suda ¢oziiniir molekiilleri daha az gegiren bir yap1 olusturmaktadir [138].

Son yillarda gelistirilen siringa-ekstriizyon sistemi (hava jeti, elektriksel, potansiyel
ve titresimli iiniteler ile aljinat akisini saglayan) gibi bazi teknolojiler sayesinde
yiiksek miktarda aljinat tanecikleri tretilerek enkapsiile gida ingrediyeni igeren
aljinat taneciklerin ticarilestirilmesinin miimkiin olabilecegi belirtilmistir. Sekil 1.10

kullanilan ¢esitli damlatma formlarini gostermektedir [138].

Basit damlatma teknikleri ile boyutlar1 kontrol edilemeyen kiiresel olmayan ve
polidispers kiireler olusmaktadir. Fakat sekil 1.10°daki damlatma teknikleri

uygulanarak monodispers ve kiiresel mikrokiireler elde edilebilmektedir.
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Bu dezavantajina ragmen basit damlatma teknolojisi kolay uygulanmasi agisindan

genellikle tercih edilmektedir.

Sekil 1.10. Jellesmede damlatma formlarinin sematik gosterimi [138]

a) damlacik ekstriizyon b) elektrostatik damlatma c) laminar jet dagitma d) jet kesme e) jet nebulizer

f)disk nebulizer

Kalsiyum-aljinat taneciklerinin iiretilmesinde tercih edilen aljinat konsantrasyonu
%0.6-3 araligindayken kalsiyum kloriir ¢ozeltisi 0.05-1.5 M olarak kullanilmaktadir.
Uretilen kapsiillerin biiyiikliigii ve sekli siringa gapina, titresim sistemine, aljinat
¢ozeltisinin viskozitesine ve kalsiyum kloriir ¢zeltisi ile siringa arasindaki mesafeye
baghidir. Damlatma ucu mesafesi ile partikiil sekli arasindaki iliski Sekil 1.11°de
gosterilmektedir. Sekil 1.12 ise literatiirde tanimlanan kapsiil sekillerini sematize

etmektedir [138].

Sekil 1.11. Damlatma ucunda olusan kapsiil sekilleri ve mesafe iliskisi [138]
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Sistemde bulunan kalsiyum miktarina bagl olarak zincirler (baglar) arasindaki iliski
kalic1 veya gecici olabilir. Kalsiyum miktar1 diisiik oldugunda baglanma gegici
olurken yiiksek viskozitede tiksotropik (akiskanligi hiza bagh artan) ¢ozeltiler elde
edilmektedir. Daha yiiksek kalsiyum seviyelerinde aglarin kalic1 olmasi nedeniyle
cokelme veya jelasyon olusumu gozlenmektedir. Kimyasal yapi, molekiiler
buytikliik, jel olusturma kinetigi ve katyon gozeneklilik, sisme davranisi, stabilite,
biyobozunurluk, jel olusturma kapasitesi ve biyouyumluluk gibi fonksiyonel

Ozellikler lizerinde 6nemli derecede etkilidir [107].

é &6 © o p

gozyast armut vumurta bozuk
sekli sekli sekli sekilli

Sekil 1.12. Literatiirde kapsiil sekillerini tanimlayan terimler [138]

Aljinatin iyonik jelasyonda tek bagina kullanimi ile gézenekli, acik kafes yapisinda
tanecikler elde edildiginden, diisiik molekiil agirlikli ve suda ¢oziinebilen ilaglarin
enkapsiilasyonunda diisiik tutulma kapasitesine sebep olmaktadir [108]. Bu
taneciklerin kitosan gibi baska polimerlerle kaplanmasi raf Omrii boyunca
stabilitelerinin ve biyolojik sivilarda yar1 Omiirlerinin 1iyilestirilmesinde rol
oynamistir. Katyonik kitosan molekiiliindeki amin gruplart ile anyonik aljinat
molekiiliindeki karboksil gruplari arasindaki etkilesim ile iyonik jelasyon araciligiyla
aljinat-kitosan kompleksleri olusturulabilmektedir [139]. Bu kompleks kapsiil
icindeki aktif maddeyi koruyup salimini kisitlayarak aljinat veya kitosanin tek basina
kullanildig1 sistemlere kiyasla ¢ok daha etkili olmaktadir. Aljinat-kitosan kapli
tanecikler ilaglarin, oligoniikleotidlerin, proteinlerin ve hiicrelerin

enkapsiilasyonunda kullanilmistir [139].

1.4.3.6. Kokristalizasyon

Kokristalizasyon, sakkaroz matrisi ile ¢ekirdek materyalin birlesmesi sonucu ortaya

¢ikan yeni bir kaplama yoOntemidir. Sakkaroz surubu siiper doygun hale gelecek
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sekilde konsantre edilir ve sicaklik kristalizasyonu oOnleyecek sekilde ayarlanir.
Onceden belirlenen miktar kadar ¢ekirdek materyal kuvvetli bir sekilde karistirilan
konsantre surup igerisine ilave edilir. Karigtirma igleminin yardimiyla sakkaroz ve
¢ekirdek materyal i¢ ige gegerek kapsiilleme islemi meydana gelir. Beristain et al.
portakal kabugu yagmi kokristalizasyon yontemi ile enkapsiile etmislerdir. Bu
caligmada, kokristalizasyon yontemi ile elde edilen {irtinlerdeki ugucu yaglarin
tutulumunun piskiirtmeli kurutma ve ekstriizyon yontemi ile elde edilenlerden daha

fazla olduguna dikkat ¢ekilmistir [140].

1.4.3.7. Lipozom Tutuklama

Lipozom veya vezikill olarak isimlendirilen biyomolekiiler lipid tabakalar
fosfolipidlerin sulu ortamlarda dagilmalar1 sonucu olusmaktadir. Lipozomlar dogal
bir membran gibi iyonlara kars1 sec¢ici gecirgen 6zelliktedirler [141]. Cok kesecikli,
tek kesecikli ve makro kesecikli olmak {izere yapisal olarak ii¢ tip lipozom
bulunmaktadir. Lipozom tutuklama yontemi ile mikroenkapsiilasyon iglemi gida
endiistrisinden ziyade daha yaygin olarak eczacilik ve kozmetik endiistrisinde
kullanilmaktadir. Fakat teknolojinin gelismesiyle birlikte gida endiistrisinde
kullanimi uygun hale gelmistir. Lipozomlar, peynirin olgunlastirma hizini artirmak
amaci ile kullanilan enzim sistemlerinin enkapsiilasyonunda basariyla kullanilmistir.
Bir ¢alismada C vitamini raf Omriinii artirmak amaci ile enkapsiilasyon islemi
gerceklestirilmistir. Saf askorbik asidin yar1 émrii 4 °C depolamada 18 giin iken bu
sire lipozom kapsiilasyonu ile 100 giine cikarilmistir [142]. Lipozomlar siit
tiriinlerinin besin degerini artirmak amaciyla da kullanilmaktadir. Krema ve peynire
enkapsiile D vitamini ilavesinde, lipozom isleminin vitamini bozulmadan korudugu
bildirilmistir [143]. Demir siilfat lipozomlar1 siite ilave edildiklerinde depolama

siiresince acilagma, metalik tat olusumunu geciktirdigi bildirilmistir [144].

Bir calismada, B-laktoglobulinin pozitif yiikli oldugu izoelektrik pH’in altinda
ortama negatif yiikli pektin ilave ederek c¢oziiniir ve stabil negatif yiikli
nanokompleksler elde edilmis ve DHA’nin  (dokosaheksaenoik  asit)
kapsiillenmesinde bu komplekslerden faydalanilmigtir. DHA molekiiliinii kapsiile

eden B-laktoglobulin-pektin elektrostatik nanokomplekslerinin oldukga iyi kollodial
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stabilite gosterdigi ve partikiil boyutlarinin yaklasik 100 nm oldugu saptanmistir
[145].

Yapilan bir ¢alismada, mikroemiilsiyon bilesiminin, polimer konsantrasyonun ve
kompleks koaservasyon kosullarinin nanokapsiillerin 6zellikleri tizerine etkisini
incelenmistir. Su ig¢inde yag mikroemiilsiyonunu kullanarak gam arabik ve jelatin
kompleks koaservasyonu ile suda ¢oziiniirliigii olmayan B-cypermethrin pestisiti
iceren ve boyutlar1 100 nm’nin altinda olan nanokapsiiller elde edilmistir. Bu

calismada enkapsiilasyon verimliligi yaklasik olarak %60 olarak saptanmistir [146].

Bagka bir c¢alismada, sodyum karboksimetil guar gam ve jelatin kompleks
koaservasyonu ile pH 2.5-4.0 araliginda karanfil yag: ve siilfametaksazolu enkapsiile
edilmistir [147].

Saravanan ve Rao yaptiklart ¢aligmada, sudaki ¢6ziiniirliikleri farkli olan ilaglarin
enkapsiilasyonunda pektin-jelatin ve aljinat-jelatin koaservasyon sistemlerinin
verimliligini karsilagtirmislardir. Iki sistem enkapsiilasyon verimi, boyut dagilimu,
sekil, son iriiniin aglomerasyonu ve in Vvitro ilag salimimi bakimindan
karsilastirilmistir. Bu calismada sudaki ¢oOziintirlikleri farkli olan 3 ilag
kullanilmistir; metronidazol hidroklorid suda ¢oziinen ve asidik pH’da ¢ozlintirligii
1yi olan, diklofenak sodyum bazik ortamda ¢oziinen asidik pH’da ¢6ziiniir olmayan,
indometazin ise suda ¢ozliniir olmayan bir ilagtir. Pektin-jelatin ve aljinat-jelatin
kompleks koaservasyonu pH’ya bagli olarak 3.5-4 civarinda gergeklesmistir. Gastrik
ortamda pektin-jelatin ve aljinat-pektin mikrokapsiillerinden ilag saliniminin oldukga
diisiik oldugu belirlenmistir. ila¢ salmmi bagirsak pH’inda baslamis ve 16 saat
stirmiistiir. Bu calisma, koaservasyon ile elde edilen mikrokapsiillerin bagirsak

hedefli ilaglarin eldesinde kullanilabilecegini gostermistir [148].

Kara havucta antosiyanin ekstraktinin  piskiirtmeli kurutma yontemi ile
mikroenkapsiilasyonu iizerine yapilan bir ¢alismada; taze havug 6rnekleri rendeleme,
antosiyanin ekstraksiyonu, ekstraktin vakum altinda kurutulmasi, saf su igerisinde
¢Ozdiirtilme, %6 kurumaddeye ayarlanma, maltodekstrin eklenme, ve %20 kuru
maddeye ayarlanma asamalarindan sonra piiskiirtmeli kurutma yontemi ile

mikrokapsiile toz tiriin elde edilmistir. Kapsiile toz tiriinlerin stabilitesi ve renk (L, a,
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b) degerleri artmistir. Kapsiile toz {iriin, yogurda ve regele katilarak renk olusumu

basariyla gergeklestirilmistir [86].

Balik yaginin enkapsiilasyonunda yiizey aktif biyopolimerle beraber maltodekstrini
3:1 oraninda  kaplama  materyali  olarak  kullanilmistir.  Calismada
mikrofluidizasyonun yiizeyde en az miktarda kapsiile olmamis yag igeren enkapsiile
balik yagi eldesinde etkili bir emiilsifikasyon teknigi oldugu saptanmistir. Bunun
nedeni mikrofluidizasyonun nano boyutta emiilsiyonlar olusturabilmesi olarak
aciklanmistir. Mikrofluidizasyonu ultrason teknigi izlemis, emiilsiyon olusumunda
en verimsiz teknik ise Silverson rotor-stator emiilsifikasyonu olarak belirlenmistir
[149].

1.4.5. Likopenin Enkapsiilasyonu ile Tlgili Calismalar

Yapilan literatiir incelemelerinde likopenin enkapsiilasyonu ile ilgili olduk¢a sinirl

sayida caligsmaya rastlanmistir. Bunlarla ilgili 6zet bilgi asagida verilmistir.

Bir ¢alismada domates pulpu atiklarindan siiperkritik CO, ekstraksiyonu ile likopen
ekstrakte edilmis ve likopen ekstraktini %4.5 jelatin, %10 poliglutamik asit ve %4.8
likopen ekstrakti olacak sekilde emiilsiyon sistemiyle mikroenkapsiile edilmistir.
Elde edilen kapsiiller dondurularak kurutulmustur. DSC ile kaplama materyalinin 1s1l
stabilitesi belirlenmistir. 38.7um ortalama partikiil boyutunda kapsiillerin 120 °C’ye
kadar stabil oldugu belirlenmistir. %76 likopen igeren mikrokapsiil dondurarak
kurutma sirasinda %23 agirlik kaybma ugramistir. Toz haldeki mikrokapsiillerin
depolanmasi sirasinda sicaklik ve siirenin artistyla likopen kaybinda da artis
yasanmistir. pH 5.5 ve 7°de likopen salimi ¢ok hizli iken pH 2 ve 3.5’de likopen
salim1 olmamigtir. Calismada kaplama materyalinin termal stabilitesinin iyi oldugunu

ve domates pulpu atiginin iyi bir likopen kaynagi oldugunu ortaya koymuslardir [74].

Likopenin enkapsiilasyonuna yonelik bir diger ¢alismada maksimum enkapsiilasyon
verimi i¢in optimum calisma kosullar1 belirlenmistir. Kurutma prosesi igin pilot
Olgekli bir sprey kurutucu kullanmglardir. Tasarimda yapilan 6zgiin degisiklik;
puskiirtmeli  kurutucunun hava girisine adsorpsiyon hava kurutucusunun

baglanmasidir. Farkli dekstroz esdegerindeki maltodekstrin, besleme sicakligi, giris
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hava sicakligl, hava akis hiz1 ve basingli hava akis hiz1 ile duvar malzemesi orani
kapstilleme verimi agisindan incelenen parametrelerdir. Elde edilen mikrokapstiller;
nem igerigi, kiitle yogunlugu, rehidrasyon yetenegi ve depolama stabilitesi testlerine
tabi tutulmustur. Besleme sicakligr 52 °C, giris hava sicakligr 147 °C ve g¢ekirdek
duvar kalinlig1 oraninin 1:3:3 oldugu kosullarda maksimum enkapsiilasyon verimi

%93 olarak bulunmustur. Uygulanan yontemin enkapsiilasyon verimini artirdigini

belirtmislerdir [150].

Silva et al. tarafindan, likopeni enkapsiile etmek, kapsiilleri karakterize etmek ve
serbest likopenle enkapsiile likopeni karsilagtirmak tizere bir ¢aligma yapilmistir.
Yag ile dispersiyon haldeki likopen jelatin ve pektin kullanilarak kompleks
koaservasyon yontemiyle kapsiillenmistir. Ornekler %25-50 ve 100 oranlarinda
cekirdek igerecek sekilde hazirlanmis ve pH 3, 3.5, 4 ve 4.5’te analiz edilmistir.
Nem, su aktivitesi, ¢Oziiniirliik, higroskopisite ve kapsiilleme etkinligi belirlenmistir.
Stabilite testleri ise 10 ve 25 °C’de c¢alisilarak belirlenmistir. Mikrokapsiil i¢indeki
likopen miktarinin, su aktivitesi, higroskopik 6zelikleri ve mikrokapsiilasyon verimi
lizerine etkisi bulunmamustir. Stabilite testlerinde ise, likopen lineer olarak haftada
%14 kayba ugramistir. Basarili bir enkapsiilasyon ve yiiksek enkapsiilasyon verimi
elde edilmesine ragmen ¢aligmada kullanilan duvar malzemesi depolama sirasinda

likopen degredasyonunu istenilen diizeyde onleyememistir [151].

Mikroenkapsiilasyonun likopenin stabilitesini korumak i¢in iyi bir yontem oldugu
diisiiniilerek modifiye nisastanin kaplama materyali olarak kullanildigi sprey
kurutma yontemi ile likopen enkapsiile edilmistir. Elde edilen enkapsiiller keke
katilarak kapsiillerin islevselligi degerlendirilmistir. %30 kat1 soliisyonun %5-10 ve
15’1 likopen olacak sekilde mikrokapsiiller hazirlanmigtir. Mikrokapsiillerin
enkapsiilasyon verimi morfolojisi ve keklerdeki stabilitesi test edilmistir.
Enkapsiilasyon verimi %21 ve 29 arasinda bulunmustur. Stabilite testleri ve renk
degerleri gostermistir ki, enkapsiilasyon serbest formdaki likopene gore stabilitesini
korumustur [152].

Blanch et al. domatesten elde edilen likopenin stabilitesini korumak igin a, f ve y
siklodekstrinler kullanmiglardir. Geleneksel ve siiperkritik akiskan ekstraksiyonu

olmak lizere 2 farkli enkapsiilasyon islemi kullanmiglardir. Optimizasyon prosesinde
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siklodekstrin/likopen orant yanisira siklodekstrinlerin mol oranlari géz Oniine
alinmistir.  Enkapsiilasyon raman spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir.
Kullanilan tiim likopen siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile %90-95 saflikta elde
edilmigtir. Siklodekstrin likopen orani 1/0.0026 mol olan oran %93 ile en iyi verim
elde edilen oran olarak secilmistir. iki yontem karsilastirildiginda geleneksel
yontemde daha iyi kapsiilleme verimi elde edilmistir. Ancak siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu tek bir adimda likopen ekstraksiyonu, fraksiyonlama ve kapsiilleme
imkam sagladigi i¢in islem siiresi kisalmis ve 6rnek kullanimi en aza indirilmistir

[153].

Shu et al., %52-75 ve 90 saflikta ticari likopen standardi kullanarak likopeni jelatin
siikroz karigimi ile piskiirtmeli kurutucu kullanarak enkapsiile etmislerdir.
Calismada giris sicakligi ve besleme sicakliginin kapsiilleme verimi iizerine etkisini
incelemislerdir. 3/7 jelatin-siikroz oraninda, 55 °C besleme sicakliginin, 190 °C giris
sicakligr ve 40 MPa homojenlestirme basincinin kapsiilleme verimi bakimindan en

iyi sonucu verdigini belirtmislerdir [154].



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin birinci kismi, farkli polaritede ve gozenek
yapisinda, es boyutlu yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) kolon dolgu
materyallerinin sentezini, karakterizasyonunu, kromatografik performanslarinin test
edilmesini i¢cermektedir. Sonraki asama, en iyi performans gosteren kolon dolgu
malzemesinin likopen izolasyon ve saflagtirllmasinda kullanimini icermektedir.
Tezin son kisminda ise saflastirilan likopen enkapsiile edilmis, enkapsiillerin

ozellikleri incelenmis ve secilen model bir gidadaki uygulanabilirligi ¢alisilmistir.

Calismanin bu bdliimiinde farkli recetelere sahip polimerik adsorbanlarin sentez
parametreleri, karakterizasyonunda kullanilan metodlar ve yontemler, kromatografik
performans testleri, domatesten likopen saflastirilmasi asamalari, saf likopenin
enkapsiilasyonu ve prosesi etkileyen parametreler son olarak da enkapsiillerin model

gidadaki uygulanabilirligi ve davranisi ayrintili olarak agiklanmaktadir.
2.1. Gereg

2.1.1. Likopen Kaynagi

Likopen saflagtirmak i¢in kullanilan domates 6rnekleri mevsiminde (Temmuz 2013)
Kayseri piyasasindan temin edilmistir ve Tablo 2.1°de gosterilmistir. Alinan 6rnekler
yikanip temizlendikten sonra -22°C’de derin dondurucuda analiz edilinceye kadar
muhafaza edilmistir. Kolon performans testlerinde ise likopen kaynagi olarak ticari

domates salgas1 kullanilmistir.
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Tablo 2.1. Likopen kaynagi olarak kullanilan hammaddeler

Likopen Kaynagi Marka
Domates Yerel Piyasa
Domates salgasi Tat Domates Salcas (katkisiz)

2.1.2. Kolon Dolgu Materyali

Kolon dolgu malzemelerinin sentez asamasinda kullanilan ¢esitli kimyasallar Tablo
2.2’de verilmistir. Cikis lateksinin sentezinde monomer olarak stiren, baslatic1 olarak
etil alkolden kristalize edilen 2-2’-azobisizobiitironitril kullanilmigtir.  Sterik
stabilizor olarak ise polivinilpirolidon se¢ilmis ve dagitma ortami bilesenleri olarak

mutlak etil alkol ve 2-metoksietanol kullanilmistir.

Tablo 2.2. Polimerik adsorban sentezinde kullanilan kimyasallar

Kullamilan Kimyasal Marka

Mutlak Etil Alkol (C,;HsOH) Merck, A. G.,Almanya
2-Metoksietanol (Met-OH) Aldrich Chemical Co., Amerika
2-2’-azobisizobiitironitril BDH Chemicals, ingiltere
Polivinilprolidon (PVP K-30) Sigma Amerika

Stiren (S) Merck, A. G., Almanya

Toluen (Tol) J.T. Baker, Amerika

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma Almanya
Tetrahidrofurfuril Akrilat (THFA) Merck, Almanya
Divinilbenzen (DVB) Merck, A. G., Almanya
Polivinilalkol (PVA) Aldrich Amerika

Benzoil Peroksit (BPO) Aldrich Chemical Co., Amerika
Tetrahidrofuran (THF) Merck, A. G., Almanya

Capraz baglayici monomer olarak kullanilan divinilbenzenin esas kullanim amaci
polimer yapisinda bulunan diiz zincirleri birbirine baglamaktir. Ayrica divinilbenzen
polimer yapiya mekanik dayaniklilik saglamaktadir. Divinilbenzen hidrofobik bir

monomerdir ve suda ¢6ziinmez. Bu nedenle su esasli dagitma fazlarinda siispansiyon
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polimerizasonu i¢in uygun bir monomerdir. Katki monomeri olarak da yapiya

fonksiyonellik kazandirmak amaciyla tetrahidrofurfuril akrilat kullanilmistir.

Monodispers gozenekli partikiillerin iiretiminde organik ajan yani diliient olarak
kullanilan toluen, elde edilen ¢apraz bagli polimer igerisinde poréz yapi olusturmak
ve suda ¢oziiniirliigii olan katki monomerlerinin polimer yapiya daha fazla oranda
katilmasini saglamaktadir. Diliient polimerizasyon reaksiyonuna girmez ve
polimerlesme isleminden sonra yapilan yikama-temizleme islemleriyle yapidan
uzaklagtirilir [12]. Polimerizasyon igsleminde polimerlesmenin baglamasi i¢in termal
olarak radikal olusturan ¢esitli organik peroksitler ve azo bilesikleri kullanilmaktadir.
BPO, termal bozunma sonucu serbest radikal olusturan baslatici olarak calisma
kapsaminda kullanilmistir ve kullanilmadan 6nce kurutulmustur. Polimerizasyonda
anyonik emiilsiyon yapict madde olarak sodyum dodesil siilfat ve stabilizor olarak da
PVA kullanilmistir. Sentezlenen adsorbanlarin kullanilmadan o6nce bir dizi
temizlenme ve ekstraksiyon isleminden ge¢mesi gerekmektedir. Temizleme ve
ekstraksiyon islemlerinde saf su, etanol ve tetrahidrofuran kullanilmistir. Biitiin
deneylerde distile-deiyonize su kullanilmigtir ve kimyasallarin tamami HPLC
safligindadir [12].

2.1.3. Mobil fazlar, Cozgenler ve Enzimler

Tablo 2.3 kromatografik ¢alismalarda kullanilan kimyasallar1 ve temin edildikleri

firmalar1 gostermektedir.

Tablo 2.3. Kromatografik ¢alismalar sirasinda kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Marka

Asetonitril (AcN) Riedel de Haen, Almanya
Mutlak Etanol (Et-OH) Merck, A. G., Almanya
Metanol (Me-OH) Merck, A.G., Almanya
Siilfirik asit (H,SO,) Merck, A.G., Almanya
Kloroform Merck, A.G., Almanya
Pectinex® MASH Novozyme A/S, Danimarka

Pectinex® ULTRA SPL Novozyme A/S, Danimarka
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Analitik sivi kromatografisi performans testlerinde, preparatif sivi kromatografisi
calismalarinda ve seker analizinde mobil faz olarak asetonitril mutlak etanol ve
metanol kullanilmistir. Organik asit analizinde ise mobil faz olarak H,SO, ¢ozeltisi
kullanilmistir. Domatesten karotenoidlerin ekstraksiyonunda ise ¢ozgen olarak
kloroform kullanilmigtir. Enzimler ise domatesin parcalanmasi sirasinda verimi

artirmak amaciyla kullanilmistir.

2.1.4. Standartlar

Yapilan kromatografik c¢alismalarda bilesenlerin tanilanmasi i¢in likopen ve [-
karoten standardi kullanilmigtir. Seker ve organik asit analizinde ise glukoz, fruktoz,
sitrik, malik, askorbik oksalik ve asetik asit standart bilesikleri kullanilmuistir.
Kontrollii salim testlerinde tampon ¢o6zeltilerin hazirlanmasinda sitrik asit ve
disodyum hidrojen fosfat kullanilmistir. Model gida antioksidan aktivite tayininde ise
DPPH kullanilmistir ve biitiin standart kimyasallar Tablo 2.4’te listelenmistir.

Tablo 2.4. Calismalarda kullanilan standart kimyasallar

Standartlar

Marka

Likopen

B-karoten

Glukoz

Fruktoz

Malik asit

Sitrik asit

Askorbik asit

Oksalik asit

Asetik asit

Disodyum hidrojen fosfat
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

Sigma St. Louis, MO, Amerika
Fluka, Almanya

Sigma St. Louis, MO, Amerika
Sigma St. Louis, MO, Amerika
Sigma St. Louis, MO, Amerika
Merck, A.G., Almanya

Merck, A.G., Almanya

Merck, A.G., Almanya

Merck, A.G., Almanya

Merck, A.G., Almanya

Sigma St. Louis, MO, Amerika
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2.1.5. Enkapsiilasyon

Calismanin enkapsiilasyon asamasinda kullanilan kimyasallar Tablo 2.5’te liste
halinde verilmistir. Saflastirilan likopenin enkapsiilasyonu i¢in sodyum aljinat ve
kalsiyum kloriir kullanilmigtir. Likopen ise zeytinyagi ig¢inde ¢oziiliip emiilsiye
edilmistir. Sodyum aljinat, aljinik asidin tuzu olup direkt tiiketime uygun dogal
polisakkarittir. Kalsiyum tuzlar1 ile aljinat ¢ozeltisi likopen yiiklii kapsiiller elde

etmek i¢in kullanilmustir.

Tablo 2.5. Saflastirilan likopenin enkapsiilasyonunda kullanilan materyaller

Materyal Marka

Likopen Saflagtirilan Likopen
Sodyum aljinat Safc, Almanya
Kalsiyum Kkloriir CaCly, Fluka, Almanya
Zeytinyag: Komili Riviera

2.1.6. Alet-Ekipman ve Cihazlar

Sunulan tez ¢alismasinin deneysel asamasinda kullanilan makine ve techizat Tablo
2.6’da verilmis olup; cihazlar kullanim amaglari ve asamalar1 asagida ayrintili olarak
agiklanmaktadir.

Shimadzu HPLC: Tez c¢alismasinda, sentezlenen polimerik kolon dolgu
materyallerinin kromatografik performanslarinin test edilmesinde, preparatif sivi
kromatografisiyle likopen saflastirilmasinda, domatesteki organik asit profilinin
belirlenmesinde ve mikroenkapsiillerin kontrollii salim testlerindeki likopen
analizlerinde kullanilmistir.

Agilent HPLC: Domates serum suyunda yapilan seker analizinde kullanilmustir.
FTIR: Polimerik adsorbanlarin  kimyasal yapisinin  karsilastirmali  olarak
incelenmesinde kullanilmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM): Monodispers polimerik kolon dolgu
maddelerinin ve mikroenkapsiile likopenlerin yilizey 6zelliklerinin incelenmesinde ve

boy dagilimlarinin belirlenmesinde kullanilmistir.
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Tablo 2.6. Tez ¢alismasinda kullanilan alet ve ekipmanlar

Cihaz

Marka

Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi

Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi

Fourier Transform Infrared Spektroskopisi

Taramal Elektron Mikroskobu
Preparatif LC Kolon
Spektrofotometre

Siringa Pompa

Sirkiilasyonlu Su Banyosu
Ultrasonik Su Banyosu
Manyetik Karistirici

Santrifiij Cihaz1

Donel Evaporator

Liyofilizator

Dijital Kamerah Optik Mikroskop
Etiiv

Calkalamali Su Banyosu

Renk Ol¢iim Cihazi

Hassas Terazi

Homojenizator (ultra-turaks)
pH metre

Firin

Shimadzu Prominence, Japonya
Agilent 1100, Amerika

Perkin Elmer Spectrum 400 USA
SEM, LEO 440, Amerika

Restek, Amerika

Agilent, Amerika

Goldman, Syringe Pump Ar01, Tiirkiye
Haake, DC 10, Almanya

Bandelin Sonorex, RK100H, Almanya
Stuart, CC 162, Ingiltere

Hettich-320, Almanya

Buchi, Almanya

Labconco, Amerika

Leica EC3, Almanya

Memmert, Almanya

Memmert, WNB14, Almanya
Konica-Minolta, CR400, Japonya
AND, GR210, Japonya

IKA, T25, Almanya

WTW, Inolab, Almanya

Kenwood, NW796, Cin
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Preparatif LC kolon: Domatesten likopen saflagtirilmasinda kullanilmustir.
Spektrofotometre: Biitiin 6rneklerin antiradikal aktivitelerinin belirlenmesinde UV-
Visible spektrofotometre kullanilmistir.

Siringa Pompa: Sirmga pompa enkapsiilasyon islemi sirasinda likopen-aljinat
¢oOzeltisinin damlatma sisteminden belirlenen sabit akis hizinda gegirilmesinde
kullanilmustir.

Sirkiilasyonlu su banyosu: Sirkiilasyonlu su banyosu polimerizasyon ortaminin sabit
sicaklikta tutulmasi i¢in kullanilmistir. Kullanilan termal baglatici i¢in uygun
kullanim sicakligi 60-80 °C oldugu i¢in polimerizasyon ortaminin kontrollii bir
sekilde 1sitilmas1 gerekmektedir.

Ultrasonik su banyosu: Ultrasonik su banyosu, polimer sentezi sirasinda diliient ve
monomer-baslatici karisiminin homojenizasyonunda kullanilmistir.

Manyetik karistirici: Polimerizasyon isleminde monomer fazinin siirekli faz iginde
dagitilmasi gerekmektedir. Manyetik karistirici reaksiyon ortaminin karistirilmasi ve
reaktor i¢ sicakliginin tek diize artmasi icin gereklidir. Ayrica polimerizasyon
ortaminin uygun bir hizda karistirilmasi damlaciklar halinde dagilan monomer
fazinin  polimerlesme  esnasinda  bloklasmasin1t  da  engellemektedir.
Mikroenkapsiilasyon iglemi sirasinda da kalsiyum kloriir damlatma ¢ozeltisinin
karistirilmasinda kullanilmistir.

Santrifiij Cihazi: Sogutmali santrifiij genel olarak polimer malzemelerin temizleme
asamasinda kullanilmistir. Ayrica domatesin ¢esitli fazlarmin ve elde edilen
ekstraktlarin bulaniklik 6gelerinden arindirilmasinda da kullanilmistir.

Donel evoparator: Domatesin cesitli fazlarindan ekstrakt elde edilmesi sirasinda
¢Oziiciiniin ortamdan uzaklastirilmasi esnasinda kullanilmistir.

Dondurarak kurutucu (Liyofilizatér): Enkapsiile likopen iceren emiilsiyonlarin
vakum altinda dondurularak kurutulmasinda kullanilmistir.

Calkalamali su banyosu: Kontrollii salim testlerinde inkiibasyon sicakliginin
saglanmasinda calkalamali su banyosu kullanilmistir.

Dijital kamerali optik mikroskop: Mikroenkapsiile likopenin renkli mikroskop
gorintiilerinin alinmasinda ve boy dagilimlarinin hesaplanmasinda kullanilmistir.
Yiiksek hizli  homojenizator: Likopen-zeytinyagr karisiminin - mikroenkapsiile

edilmesinde etkin bir karistirma islemi i¢in ultra-turrax homojenizator kullanilmistir.
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Renk ol¢iim cihazi: Mikroenkapsiillerin model uygulama alani olarak secilen kek
orneklerinin renk 6l¢timlerinde kullaniimustir.

pH metre: Kontrollii salim testlerinde pH 2.0 ve pH 7.0 tampon ¢d6zeltilerin pH
ayarlamasinda kullanilmistir.

Etiv: Liyofilize enkapsiillerde yapilan ¢ekirdek sizintis1 analizinde ve ¢esitli
asamalardaki kuru madde analizinde kullanilmistir.

Fiwrin: Enkapsiile likopen katkili keklerin pisirilmesi i¢in kullanilmistir.

Hassas Terazi: Tium tartim islemlerinde hassas terazi kullanilmistir. Domatesin
fazlarina ayrilmasinda ve verim hesaplarinda, standart ¢6zeltilerin hazirlanmasinda,
monomer karigimlarinin hazirlanmasinda, enkapsiilasyon verimlerinin ve kontrollii

salim testlerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

2.2. Yontem

Sunulan tez g¢alismasi 6 asama olarak planlanmistir. Sekil 2.1 tez ¢alismasinin

basamaklarin1 akim semasi halinde sematize etmektedir.

1. Asama: Polimer esasli monodispers gozenekli adsorban malzemelerin
sentezlenmesi ve sentez parametrelerinin kromatografik ayirma yetenegi iizerine
etkilerinin incelenmesi tezin ilk asamasini olusturmaktadir. Polimerik adsorbanlarin
sentez parametreleri, adsorbanin fiziksel ve kimyasal 6zeliklerini etkilemektedir. Bu
asamada farkli iretim sartlarinda adsorban malzemeler tiretilmistir ve dolgulu HPLC

kolon sistemlerinde likopen ve - karotenin analit oldugu durumlarda test edilmistir.

2. Asama: Cok basamakli mikrosiispansiyon yontemi ile sentezlenen monodispers
polimerik adsorbanlarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin tanimlanmasi tezin ikinci
asamasinda yapilmistir. Yiizey goriintiilerinin incelenmesi ve boy dagilimlarinin
hesaplanmas1 amaciyla taramali elektron mikroskobu mikrograflari, partikiillerin
kimyasal yapilarin1 belirlemek amaciyla da FTIR spektrumlari incelenmis ve

adsorbanlar karakterize edilmistir.

3. Asama: Belirlenen adsorban malzemelerle preparatif LC kolon sistemlerinin
hazirlanarak domatesten likopen saflastirilmasi, tanimlanmasi ve saflik derecesinin

belirlenmesi tezin devam eden asamasidir.



68

4. Asama: Calismanin bu kisminda saflastirilan likopenin c¢evresel etmenlerden
korunmasi1 ve kontrollii salinnmin saglanmasi i¢in farkli iiretim parametrelerinde
sodyum aljinat kapli mikrokapsiiller iiretilmistir. %0.5, 1, 1.5 ve 2 oranlarinda
sodyum aljinat konsantrasyonlar1 denenmis ve her bir konsantrasyonda 6 farkli akis

hizinda sodyum aljinat ¢6zeltisinin ekstriizyonu ¢alisilmistir.

5. Asama: Elde edilen mikrokapsiillerin karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir.
Karakterizasyon isleminde optik mikroskop goriintiilerinin ve SEM goriintiilerinin
incelenmesi ile enkapsiillerin sekilleri ve boy dagilimlar iizerine etki eden
parametreler belirlenmistir. Enkapsiilasyon verimi hesaplanmis ve in vitro kosullarda

yapay mide ve bagirsak ortaminda enkapsiillerin salim ¢aligmalar1 yapilmaistir.

6. Uretilen ve Kkarakterize edilen Kkapsiillerin segilen bir model iiriinde
uygulanabilirligi ve stabilizasyonunun gosterilmesi tez ¢alismasinin altinci ve son
asamasini olusturmustur. Enkapsiile likopen, kek miksine katilmis ve keklerde renk
ile antiradikal aktivite tayini yapilmigtir. Kapsiillerin 1s1l direngleri ve enkapsiile

likopenin radikal siipiiriicii giicii tartisilmistir.

Asagida verilen Sekil 2.1°de, genel olarak tez kapsaminda gergeklestirilen
calismalarin boliimleri ve bu boliimleri olusturan proseslerin akim gemalari

gosterilmektedir.



69

Sekil 2.1. Tez plan1 ve uygulama akim semasi



70

2.2. Basamakh Polimerizasyon Yontemi ile Monodispers ve Gozenekli THFA -

DVB Bazh Partikiillerin Uretimi

Partikiil sentezinin ilk basamaginda polistiren ¢ikis lateksi, dispersiyon
polimerizasyonu yontemiyle iiretilmistir. Daha sonra bu partikiiller, es boyutlu ve
gozenekli yapi1 elde etmek amaciyla sisirme islemine tabi tutulmustur. Sisme
isleminde, polistiren partikiiller, diisitk molekiil agirligina sahip bir organik ajan,
ylizey gerilimini azaltan bir polar ajan ve monomer, ¢apraz baglayici ve baslaticiy1
iceren monomer fazi ile sisirilmistir. Sisme basamagindan sonra monomer fazinin
partikiil icerisinde polimerizasyonu gergeklestirilmistir. Kolon dolgu malzemesi
sentez plani yapilirken, yapilan literatiir incelemesinde THFA kopolimeriyle ilgili
sinirh sayida calismaya rastlanmistir. THFA ve DVB kullanilarak sentezlenen bir
kolon dolgu malzemesine ise rastlanmamistir. Bu incelemeler dogrultusunda
Calisma kapsaminda katki monomeri olarak tetrahidrofurfuril akrilat, c¢apraz
baglayic1 olarak da divinilbenzen sec¢ilmistir. Polimerizasyon sonrasi partikiillerin
ekstraksiyonu ile monodispers yapida gozenekli poli(THFA-co-DVB) partikiiller
elde edilmistir [12, 14. 22].

2.2.1.Cikis Lateksinin Uretimi

2.2.1.1. Polimerizasyon Yontemi

Monodispers gozenekli partikiillerin tiretiminin ilk basamaginda monodispers formda
cikis lateksi sentezlenmistir. Sentez kosullar1 Tablo 2.7°de verilmis ve stiren
monomerinin dispersiyon polimerizasyonu yontemi kullanilarak polimerlestirilmesi
sonucunda 2,32 um boyutunda monodispers ¢ikis lateksi elde edilmistir. Sentezlerde
kullanilan ¢ikis lateksinin sentez kosullar1 Cizelge 1’de verilmektedir. Yontemde
oncelikle dispersiyon polimerizasyonu dagitma ortamu hazirlanmistir. Bu amacla
tipik bir sentezde, 2.1 g PVP K-30, 69 mL Et-OH, 48mL Met-OH ve 3 mL su igeren

dagitma ortaminda ¢oziilmiistiir.

Bu islem sirasinda ortam 500 mL hacme sahip agz1 sizdirmaz sekilde kapatilan bir
cam reaktorde bulunmaktadir. Elde edilen dagitma ortamina 20 mL stiren monomeri
ve 0.44 g AIBN eklenmis ve sonu¢ ortam AIBN’nin tam ¢dziinmesini saglayabilmek

amaciyla yaklagik 5 dakika siireyle ultrason uygulanmistir.
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Agz1 kapatilmig durumdaki cam reaktor ¢alkalamali bir su banyosuna yerlestirilmis
ve 100 cpm ¢alkalama hiz1 ile polimerizasyon sicakligi olan 70 °C’ye 1sitilmistir [12,

14, 22].

Tablo 2.7. Monodispers formda polistiren ¢ikis lateksi
sentezi i¢in  dispersiyon  polimerizasyonu

kosullar1
Kullanilan Kimyasallar Miktarlar
Etanol (mL) 69
2-metoksietanol (mL) 48
PVP K-30 (g) 2.1
Stiren (mL) 20
AIBN (9) 0.44
Su (ml) 3
Polimerizasyon Kosullar:
Sicaklik (°C) 70
Polimerizasyon Siiresi (saat) 24

Polimerizasyon iglemi 24 saat ile belirtilen sicaklik ve ¢alkalama hizinda yapilmastir.
Polimerizasyon sonrasinda reaktor icerigi oda sicakligina soguduktan sonra 5000
rpm’de yaklasik 5 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrast sivi kisim atilmig ve 50
mL’lik santrifuj tiiplerinde ¢oken partikiillerin iizerine distile deiyonize su eklenerek,
partikiiller bir baget yardimiyla sulu ortamda dispers edilmistir. Elde edilen yeni
dispersiyonla santrifiijleme-dekantasyon islemi 3 kez tekrarlanmis ve son santrifiij
basamaginda ¢oken partikiiller yaklasitk 100 mL su igerisinde, cam baget ile
karistirma ve takiben 1-2 dk sonikasyon ile dispers edilmistir. Bu islem ile ortalama
partikiil boyutu yaklasik 2.32 um olan monodispers polistiren ¢ikis lateks partikiilleri
elde edilmistir [12, 22].

2.2.1.2. Cikis Lateksinin Karakterizasyonu

Cikis lateksinin ortalama boy dagiliminin hesaplanmasi amaciyla Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM, LEO 440) ile elde edilen mikrograflar kullanilmistir. Sulu

ortamda bulunan polistiren partikiiller, etiivde 70°C’de 24 saat kurutulmus ve alman
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belirli hacimdeki dispersiyonun kat1 partikiil igerigi gravimetrik olarak belirlenmistir
[12, 13].
2.2.2. Monodispers Gozenekli Partikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Poli(THFA-DVB) monodispers ve gozenekli partikiillerin sentezi i¢in “Cok
basamakli mikrosiispansiyon polimerizasyonu” yontemi kullanilmis ve Sekil 2.2.°de

gosterilen bu yontem ayrintilari ile agiklanmustir.

-

DILUENT MONOMER FAZI POLIMERIZASYON#Z¢ 5%
( ) [ — [ — _ .'..
CIKIS I. SISIRME I1. SISIRME
LATEKSI MONODISPERS

MAKROGOZENEKLI PARTIKUL

. J

Sekil 2.2. Monodispers-gozenekli formda partikiillerin sentezi i¢in kullanilan iki

basamakli sigirme islemi

2.2.2.1 Cikis Lateksinin Diliient ve Monomer Fazi ile Sisirilmesi

Monodispers formdaki ¢ikis partikiillerinin gozenekli olabilmesi yapisina gézenek
olusturucu ajanlarin eklenmesi ile miimkiin olmaktadir. Bu amagla polistiren ¢ikis
partikiillerinin i¢ine diisiik molekiil agirligina sahip organik bir ajan olan toluen
eklenmistir. Toluen, polistiren partikiillerin i¢ine girerek zincirlerin gevsemesine
kismen de olsa ¢oziinmelerine yani partikiillerin sismesine neden olmaktadir. Ancak
polistiren partikiillerin organik ajanla sisirilmesi sirasinda monodispersitenin
korunmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle sisirme islemi sirasinda toluen, sodyum
dodesil silfat (SDS) varliginda sulu emiilsiyon ortaminda ¢ikis lateksi ile
etkilestirilmistir. Burada SDS misel yapisi olusturarak, toluenin emiilsiyon ortami
icerisinde homojen olarak dagilmasini saglamaktadir. Boylece partikiillerin ayni
oranda sismeleri yani monodispersitenin korunmasi saglanmaktadir. Tipik bir
basamakli polimerizasyon yontemi asagida orneklenmektedir. Sulu emiilsiyon i¢in,
stirekli faz 0.3 g SDS’nin 120 mL distile su igerisinde ¢oziinmesiyle elde edilmistir.

Ayni sulu emiilsiyon ortamina, diisiik molekiil agirligina sahip organik bir ajan
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olarak degisen miktarlarda toluen eklenmistir. Bu karisim, 30 dakika boyunca
ultrasonikasyona tabi tutularak dispers edilmistir. Elde edilen sonu¢ emiilsiyonuna
degisen oranlarda polistiren ¢ikis partikiili eklenmis ve karigimin bulundugu
sizdirmaz reaktor bir manyetik karigtirictya alinmistir. Karistirma islemi oda
sicakliginda 500 rpm’de 24 saat yapilmis ve diliient karisiminin ¢ikis partikiillerine
transferi saglanmustir. 24 saat siiren karistirma isleminin ardindan reaktordeki bu
karisima, 30 dakika boyunca SDS ve 50 mL su i¢inde ultrasonikasyona tabi tutulan,
capraz baglayict baglatici ve monomer fazi eklenmistir. Eklenen monomer fazi
degisen miktarlarda THFA, 2 mL DVB ve 0.1 g BPO’dan olusmaktadir. Monomer
faz1 eklendikten sonra 24 saat ikinci sigirme islemine tabi tutulmustur. Karigim
kesintisiz olarak manyetik karistiricida 24 saat daha karistirilmistir ve bu asamada da
monomer fazin ¢ikis partikiillerine transferi saglanmistir. Sisirme islemi 2 basamakli
olarak sonlandirilmis ve polimerizasyon islemine gegilmistir. ikinci sisirme islemini
takiben ortama 1 mL su igerisinde ¢oziilmiis 0.5 g PVA eklenmistir. Burada polivinil
alkol sterik stabilizor olarak kullanilmakta ve polimerizasyon sirasinda partikiil-su
ara ylizeyine yerleserek, sonu¢ partikiill yiizeyinde koruyucu bir tabaka
olusturmaktadir.  Islemler Tuncel ve arkadaslari tarafindan kullanilan yonteme
birtakim modifikasyonlar uygulanarak gergeklestirilmistir. Sekil 2.3 yapilan
sentezlere ait tipik bir iki basamakli mikrosiispansiyon polimerizasyonu iglemini ve

kullanilan kimyasal malzemeleri akim semasi seklinde gostermektedir. [12-14, 22].
2.2.2.2. Monomer Fazinin Cikis Partikiilleri Icerisinde Polimerizasyonu

Elde edilen dispersiyon, sizdirmaz 6zellikteki cam reaktore aktarilmistir. Agzi sikica
kapatilan pyrex cam reaktor, manyetik karistiricili sirkiilatorlii su banyosuna
alinmistir. Bu reaktdrde polimerizasyon islemi 80°C’de 5 saat yiiriitiilmiistiir. Bu
siirenin sonunda calkalamali su banyosundan alinan partikiiller oda sicakligina
sogutulmustur [12-14, 22]. Oda sicakligina sogutulduktan sonra yikama ve
temizleme islemlerine kadar agz1 kapali cam reaktdrlerde oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.
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2.2.2.3. Monodispers Gozenekli Partikiillerin Yikanmasi ve Ekstraksiyonu

Polimerizasyon sonucunda ana iiriin olarak elde edilen monodispers gozenekli
partikiillerin dagitma ortamindan ve polimerizasyon yan friinlerinden ayrilmasi
gerekmektedir. Partikiillerin ortamda bulunan ve siirekli fazda olusan daha kiigiik
partikiil boyutuna sahip yan flriinlerden ayrilmasi amaciyla bir seri santrifiijleme
dekantasyon islemi uygulanmistir. Santrifiijleme islemi 6nce distile su ardindan da
etanol ile yapilmistir. Polimerizasyon sonrasinda reaktorlerden alinan dispersiyon, 50
mL hacmindeki santrifiij tiiplerine konulmus 4000 rpm’de 1 dk boyunca
santrifiijlenmistir. Santrifij sonucunda monodispers makro gozenekli partikiiller
¢okmiis ve supernatantin  dekantasyonu ile ortamdan uzaklagtirilmistir.
Santrifiijleme-dekantasyon islemine optik mikroskop ile yapilan gézlemlerle kiigiik
partikiil fraksiyonlar1 ortamdan tamamen uzaklasana kadar devam edilmistir. Daha
sonra elde edilen es boyutlu gézenekli partikiiller etanol ortaminda dispers edilmis ve
4000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir.
Etanol ile kismen temizlenen polimerler daha sonra partikiiller i¢cinde kalan organik
ajanin ve lineer polistirenin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in tetrahidrofuran (THF) ile
ekstrakte edilmistir. Partikiiller, yaklagik 50 mL THF igerisinde manyetik karistiricili
su banyosunda 60 °C’de 30 dk ekstrakte edilmis ve ardindan santrifiijlenerek THF
ortamdan ayrilmistir. Bu ekstraksiyon islemi 3 kez tekrarlanmistir. Boylece polimer
yapisindan bulunma ihtimali olan diliient, monomer ve oligomerler temizlenmistir.
Ekstraksiyon bitiminde partikiiller oda sicakligina sogutulmus ve alkol ortamina

alinmistir [12, 14, 22].

2.2.2.4. Kolon Dolgu Materyallerinin Sentez Deney Plani

Cok basamakli mikrosiispansiyon teknigi kullanilarak hazirlanan monodispers kolon
materyalleri sentez plani, kolonun ayirma performansi lizerine etki eden 6nemli

parametreleri inceleme imkan1 vermistir.

Sentez asamasinin ilk boliimiinde sabit ¢apraz baglayict (DVB) ve porojen oranina
kars1 artan oranlarda c¢ikis lateksi eklenerek kullanilacak c¢ikis lateksi miktar:
optimize edilmistir. Daha sonra sentezlenen yikanan ve ekstrakte edilen poli(THFA -

DVB) kolon dolgu maddeleri 4.6 mm i¢ ¢apa ve 15 cm uzunluga sahip ¢elik HPLC
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kolonlarina doldurularak; likopen ve B-karotenin analit olarak kullanildigi durumda,
farkli mobil faz asetonitril besleme derisimleri i¢in izokratik modda ayirma
davraniglar1 incelenmistir. Literatiir 15181inda iki farkli mobil faz konsantrasyonunda
caligilarak elde edilen s1ivi kromatogramlarindan alikonma stiresi, taban genisligi, pik
yiiksekligi, pik alan1 ve pik yar1 yliksegindeki taban genisligi belirlenip; teorik tabaka
katsayisi, alikonma faktorii pik ¢oziiniirliigii ve indirgenmis plaka yliksekligi
hesaplanmistir. Hesaplanan bu veriler degerlendirilerek artan ¢ikis lateksi miktarinin
kromatografik ayirma performansi lzerine etkisi incelenmistir. Kromatografik

performans testleri Boliim 2.4’te ayrintili olarak agiklanmustir.

Sentezin ikinci agsamasinda, en iyi ayirma performansina ve en yiiksek teorik tabaka
katsayisina sahip olan dolgu malzemesindeki ¢ikis lateksi orani dikkate alinarak
farkli monomer/capraz baglayici oranlarinda adsorban malzemeler sentezlenmistir.
Es zamanl yiiriitilen performans testleriyle en iyi monomer/capraz baglayici orani

da optimize edilmistir.

Dolgu malzemesi sentezinin {i¢iincii ve son kisminda ise en iyi monomer/¢apraz
baglayici orani secilerek farkli diliient/capraz baglayici oranlarinda adsorban
malzemeler sentezlenmistir ve performans testleriyle birlikte bu kisimdaki
parametreler de optimize edilmistir. Tiim sentez planindaki parametreler ve sonuglar
birlikte degerlendirilerek en iyi performans gosteren monodispers kolon dolgu
malzemesi secilmis ve preparatif LC kisminda kullanilmak iizere alkol ortaminda
oda sicakliginda saklanmistir. Calisma siiresince sentezlenen polimerlerin regeteleri

Tablo 2.8’de verilmektedir.
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Tablo 2.8. Yiiksek basingli sivi kromatografisi i¢in kolon dolgu malzemesi sentez

plani
Cikis

Su . TOL SDS THFA DVB BPO
No lateksi

(mL) (mL)  (9) (mt) (mL)  (9)

()

S-1 120 0.1 6 0.32 1 4 0.1
S-2 120 0.2 6 0.32 1 4 0.1
S-3 120 0.3 6 0.32 1 4 0.1
S-4 120 0.4 6 0.32 1 4 0.1
S-5 120 0.5 6 0.32 1 4 0.1
S-6 120 0.4 6 0.32 0 4 0.1
S-7 120 0.4 6 0.32 0,5 4 0.1
S-8 120 0.4 6 0.32 1 4 0.1
S-9 120 0.4 6 0.32 2 4 01
S-10 120 0.4 2 0.32 1 4 0.1
S-11 120 0.4 4 0.32 1 4 0.1
S-12 120 0.4 6 0.32 1 4 0.1
S-13 120 0.4 10 0.32 1 4 0.1
S-14 120 0.4 12 0.32 1 4 0.1

2.3. Sentezlenen Monodispers Gozenekli Partikiillerin Karakterizasyonu

Bu asamada sentezlenen monodispers gozenekli polimerik partikiillerin kimyasal ve

fiziksel

Ozelliklerinin tanimlanmasi

amaglanmis ve iiretim parametrelerinin

hazirlanan adsorban malzemelerin cesitli 6zelliklerini nasil etkiledigi belirlenmistir.

Bu amagcla hazirlanan malzemelerin FTIR ile yap1 analizleri yapilmig, taramali

elektron mikroskobu

ile boy dagilimlan

karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

ve ylizey Ozellikleri

incelenerek
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2.3.1. Fourier Transform Infrared Spektrometresi ile Karakterizasyon

IR spektroskopisi polimer malzemelerin kimyasal yapilarinin karakterizasyonunda
yaygin olarak kullanilmaktadir. IR spektroskopisi, temel olarak sentezlenen polimer
yapidaki fonksiyonel gruplarin tanimlanarak genel kimyasal yapisi hakkinda yorum
yapilabilmesini saglamaktadir [11, 155]. Tez kapsaminda yapilan g¢alismalarda
sentezlenen polimer esasli adsorban malzemelerin kimyasal yapilarinin
incelenmesinde IR spektroskopisinin 6zel bir uygulamasi olan “Fourier Transform
Infrared Spektrometresi” (FTIR, Perkin Elmer) kullanilmistir. IR spektroskopinin bir
alt dali olup elektromanyetik 1s1manin infrared bdlgesini kullanir. infrared bolgesi,
spektrumun 13000 — 33 cm™ dalga sayist kismimi kapsar. IR spektroskopisi,
absorpsiyon spektroskopisi ile beraber birka¢ farkli teknigi biinyesinde
barindirmaktadir. izomerler disinda higbir bilesigin IR spektrumu birbirinin esdegeri

degildir [155].

Infrared radyasyon molekiil ya da molekiil igerisindeki fonksiyonel gruplarin
degismesiyle farkli frekanslarda titresim veya donme uyarilmalarina sebep olur.
Titresim frekanslar1 farkli olan molekiil ya da fonksiyonel gruplar igerisinden
infrared 1sinlar gecirilirse, kendi frekanslarina uygun monokromatik 1sinlar
sogururlar. Bunun sonucunda da, infrared bdlgede ¢esitli dalga sayisindaki 1sinlarin
ornek icerisinden gegirilmesi sonucunda, farkli frekanslarda absorbsiyon pikleri
gosteren Ozel spektrumlar elde edilir. Molekiil gruplarinin infrared frekanslari ve
infrared enerjiyi en iyi absorbe ettikleri dalga sayilari tayin edilmis ve ¢izelgeler
halinde verilmistir. Bu ¢izelgelerden ve spektrumlardan yararlanilarak maddenin

molekiiler yapist aydinlatilabilmektedir [155-157].

Tezin bu asamasinda hi¢ katki monomeri igermeyen ve en fazla miktarda katki
monomeri i¢eren iki adsorban malzemenin FTIR spektrumlar1 karsilagtirmali olarak
incelenmis ve yorumlanmistir. Sadece DVB igeren S-6 kodlu ve 1/2 oraninda
THFA/DVB igeren S-9 kodlu polimerler incelenmistir. Sentez asamasinda kullanilan
katki monomerlerinin polimer yapisina girip girmedigi veya ne dl¢iide girdigi FTIR
analiziyle belirlenebilmektedir. Sentezlenmis olan partikiiller etiivde kurutulduktan
sonra KBr ile (agirlikca %10 olacak sekilde) karistirilarak disk haline getirilmis ve

FTIR spektrumlart oda sicakliginda almmistir. Her iki Ornegin spektrumlari
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karsilagtirmali olarak incelenerek yorumlanmistir. Sekil 2.4 tetrahidrofurfuril
akrilatin ve divinilbenzenin kimyasal yapisin1 gostermektedir. Yapilan literatiir
incelemesinde hangi dalga sayisi (cm'l) araliginda hangi fonksiyonel gruplarin pik

verdigi belirlenmistir ve tabloda gosterilmistir.

[ ) _o <
O
Tetrahidrofurfuril akrilat (CgH1203) Divinilbenzen (CioH1o)

Sekil 2.4 Tetrahidrofurfuril akrilat ve divinilbenzenin kimyasal yapisi

2.3.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Karakterizasyon

Monodispers ve gozenekli partikiillerin monodispersite 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla “Taramali Elektron Mikroskobu” (SEM, Scanning Electron Microscope,
LEO 440) ile elde edilen mikrograflar kullanilmistir. Bu amagla polimer drnekleri
cift tarafli bant kullanilarak 6rnek haznesine yerlestirilmislerdir. Ardindan iletken
olmayan polimer numuneler vakum altinda altin-paladyum ile sicratma kaplama
yontemiyle kaplanmistir ve her bir kolon dolgu malzemesi i¢in 2000, 7000 ve 40000
bliylitmede 3 goriinti alinmistir. Bu mikrograflar yardimiyla partikiil ¢aplar

Olciilmiis ve ortalama boy dagilimlar1 hesaplanmistir.

Ayn1 sekilde partikiil yiizeyindeki gozenek yapisinin goriintiilenmesinde de SEM
fotograflar1 kullanilmistir. Boy dagilimi hesaplanirken esitlik 2.1, 2.2 ve 2.3’ten
faydalanilmistir [12, 14, 156].

Dn = ¥ NiDi / INi (2.1)
| DT — 2
Sp = ||Z Ni(Di — Dn) /(2 Ni—1) 2.2)
N
CV = SD/Dn (2.3)

Burada; Dy; sayica ortalama partikiil ¢capi, SD; standart sapma, CV; degisim katsayist
(coefficient of variation, CV), N;; partikiil sayisi, D; ise partikiil ¢apini (um)

gostermektedir.
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2.4. Kromatografik Performans Testleri

2.4.1. Kromatografik Kolonlarin Hazirlanmasi

Monodispers gozenekli partikiil Ornekleri, alkol ortaminda ve oda sicakliginda
saklanmustir. Uretilen partikiiller kromatografik analiz icin 4.6 mm i¢ ¢apa ve 15 cm
uzunluga sahip ¢elik kolonlara doldurulmustur. Dolum islemi i¢in kolonun bir ucuna
celik firit yerlestirildikten sonra, acik olan diger ugtan bir pipet yardimiyla alkol
igerisindeki partikiil siispansiyonu kolona doldurulmustur. Dolum islemine kolonun
ist kisminda hi¢ bosluk kalmayincaya kadar devam edilmistir. Kolon daha sonra
HPLC cihazina baglanarak, kolondan basing altinda etanol gegirilmistir. 10 dakikalik
periyotlar halinde kolon sdkiilerek iist kisminda ¢cokme olup olmadigi kontrol edilmis
ve ¢Okme varsa partikiil ilavesine devam edilmistir. Kolonun %100 etanol ile
basilmasi islemine kolonun {ist kisminda yatak boyu azalmasi gdzlenmeyinceye dek
devam edilmistir. Daha sonra, kolondan sirasiyla 15’er dakikalik siirelerle mobil faz
gecirilmis, boylece partikiillerin kolonda tamamen yerlesmesi saglanmistir. Bu
islemler sonrasinda kolonun iist kisminda bosluk olusmasi halinde partikiil eklemesi

yapilarak ayni islemler yinelenmistir.

Son basamakta kolon HPLC cihazina ters yonden baglanarak akig yoni terse
cevrilmis, maksimum 100 atm basingta 20 dakika boyunca mobil faz gecisi
saglanmistir. Boylece her iki yonden de yliksek basinca maruz birakilan partikiillerin

stabil bir yatak olusturmasi saglanmistir [12, 14].

2.4.2. Kromatografik Sistem

Kromatografik performans deneylerinde kullanilan HPLC sistemi bir otosampler
enjeksiyon tnitesi, bir gradyent pompa, bir kolon firin1, degazer ve bir UV-Vis

detektor igermektedir ve sistem Sekil 2.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 2.5 Kromatografik sistem

2.4.3. Kromatografik Parametrelerin Tayini

Bu kisimda yapilan kromatografik performans testlerinde domates sal¢asindan
ekstrakte edilen likopen (Sigma) ve B-karoten (Fluka) standardi kullanilmistir. Ters
faz siv1 kromatografisinde izokratik kosullarda gerceklestirilen deneylerde mobil faz
olarak farkli derisimlerde asetonitril-etanol karigimlari kullanilmistir. Hazirlanan
standartlarin farkli yiizey polaritelerine sahip partikiillerle doldurulmus kolonlarda

likopen ve B-karotenin ayrilma performansi incelenmistir.

2.4.3.1. Stok Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Stok p-karoten Hazirlanmasi: Toz haldeki standart B-karoten 0.0066 g tartilmis ve 5
mL kloroform igerisinde ¢oziilerek analiz igin -22 °C’de stok ¢ozelti olarak
saklanmustir.

Stok Likopen Ekstrakti Hazirlanmasi: 1 g sal¢a 6rnegi 10 mL saf suda ¢oziilmiistiir
ve faz ayrimindan sonra 3 basamakta 10’ar mL kloroform eklenerek vortekslenip,
ultrasonik su banyosunda homojenize edilmistir. Daha sonra ¢ézgen donel
evaporatérde uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstrakt 5 mL kloroform igerisinde
almip, analiz i¢in -22 °C’de stok ¢dzelti olarak saklanmistir.

Kolon enjeksiyonu igin f-karoten ve likopen standardr hazirlanmasu:

p-karoten: Kloroform i¢indeki 20uL stok standart B-karoten ¢ozeltisi azot akiminda
kurutulup iizerine 1.5 mL mutlak Et-OH eklenmis, enjeksiyon Oncesi vortekslenip,
ultrasonik su banyosunda homojenize edilmistir.

Likopen: 20 pL stok ekstrakttan kloroform azot akimi ile uzaklastirilmistir. Uzerine
1.5 mL mutlak Et-OH eklenmistir. Ekstrakt vortekslenip, ultrasonik su banyosunda

homojenize edilip santrifiijlendikten sonra iist faz enjeksiyon i¢in kullanilmistir.
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2.4.3.2. Kromatografik Performans Olgiitleri

Bu gruptaki kromatografik deneyler de farkli regetelerde sentezlenen kolon dolgu
materyalleri ve asetonitril baslangi¢ derisimi degisken olarak kullanilmistir. S-1den
S-14’e kadar 14 adet kolon dolgu maddesi ve 2 farkli mobil faz bilesimi; %80 AcN-
%20 Et-OH ve %20 AcN-%80 Et-OH kullanilan degisken parametrelerdir.

Dolum ve yikama islemi tamamlanan analitik test kolonu, HPLC’de izokratik
calismanin baglatilacagi asetonitril ve etanol derisimlerine sahip mobil faz ile 1
mL/dk akis hiz1 kullanilarak kosullandirilmigtir. Bu isleme 450 nm’de ¢alistirilan UV
dedektorden alinan temel-gizgi (base-line) sinyali tamamiyla sabit kalincaya dek
devam edilmistir. Kosullandirmayi takiben 20 pL hacme sahip 6rnek sisteme enjekte
edilmistir. Standart 6rnek 450 nm’de calistirilan bir UV-Vis dedektér yardimiyla
gozlenmigtir. Her analizden sonra, kolon bir sonraki analizde kullanilacak mobil faz
ile uygun zaman icinde yikanip yeni analize hazir hale getirilmistir. Elde edilen
kromatogramlardan kolon performansini belirleyici parametreler hesaplanmistir ve
likopen ve B-karoten kromatogramlari st iiste ¢akistirilarak piklerin ayrilma derecesi

belirlenmistir.

Her analizde sisteme enjekte edilen 6rnekteki bilesen icin;

e alikonma siiresi,

e taban genisligi,

o pik yiiksekligi,

e pik alani,

e pik yar yiiksegindeki taban genisligi,

oOl¢iilerek bu veriler kolon performansini belirleyici parametreler olan teorik tabaka
sayist ve yiiksekliginin hesaplanmasinda kullanilmistir. Asagida bu biiyiikliiklerin

tanimi1 ve performans ol¢iitlerinin hesaplama yontemleri verilmektedir.

Alikonma Faktorii (k)
Alikonma faktorii kolon igerisinde yer alan partikiil ile mobil faz i¢indeki analit
arasindaki etkilesimin Ol¢iisiidiir. Alikonma faktorii  esitlik 2.4°teki ifadeler

yardimiyla tanimlanmigtir.
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k=(t,— 1)/t (2.4)

Yukaridaki esitlikte t;, herhangi bir bilesenin herhangi bir asetonitril (AcN)
derisiminde kaydedilen alikonma siiresi, to ise kolonla etkilesmeyen inert bir referans

materyal i¢in alikonma stiresidir.

Pik Coziiniirliigii (R)
Coziintirliik kromatografide iki pikin birbirinden ayrilma derecesini gostermektedir.
Elde edilen kromatogramlarda belirli bir bilesen i¢in pik ¢Oziiniirliigii, denklem 2.5’e

gore hesaplanmaistir.
R(n+1n) = 2(t, + 1 —t,)/ W,y +W,) (2.5)

Burada R(n+1/n), sec¢ilen pik (n+1) ile bir onceki pik (n) arasindaki ¢oziiniirligi
ifade etmektedir. t,+1 ve t, ise enjeksiyon noktasindan itibaren, sirasiyla pik n+1 ve
pik n i¢in alikonma siirelerini gostermektedir. W1 Ve W, ise sirastyla pik n+1 ve pik

n i¢in taban genisligini ifade etmektedir.

Teorik tabaka sayisi (N)

Kolonun hizli ¢aligmasimin 6nemli bir gostergesidir. Elde edilen kromatografik
piklerin keskinligi bir kolonun verimini gosteriyorsa, bu verimin nicel 6l¢iisii de
teorik tabaka sayisidir. Bu biiyiikliikler esitlik 2.6’daki ifadeler yardimi ile

bulunmustur.

N =554 x (r‘wlf,zjz (2.6)

Burada t; bilesigin alikonma siiresini, W; bilesik pikinin taban genisligini ve W;

pik yliksekliginin yarisindaki taban genisligini ifade etmektedir.

Teorik tabaka yiiksekligi (h)
Kolonun ne kadar hizli ve etkili ¢alistigini1 gosterir. N ile ters orantilidir. h degeri

esitlik 2.7 yardimiyla hesaplanmaktadir. Burada h; teorik tabaka yiiksekligi, L;
kolon boyudur [12-14].

h = (LIN) 2.7)
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2.5. Domatesten Likopen Saflastirilmasi

Tez caligmasinin preparatif LC kisminda; analitik kolon kullanilarak performanslari
belirlenen ve karakterize edilen kolon dolgu materyallerinden en iyi performans
gosteren kolon dolgu malzemesi secilerek domatesten likopenin saflastirilmasi

kisminda kullanilmastir.

2.5.1. Domatesten Posa ve Su Eldesi

Calismada kullanilan domatesler mevsiminde Kayseri piyasasindan temin edilmistir.
Yikanip temizlenen domatesler kullanilana kadar -22 °C’de dondurularak
depolanmistir. Pargalanmak istenen domatesler yar1 buzlu halde laboratuvar tipi kati
meyve Ogiitiicisinden gegirilerek parcalanmigtir. Parcalanan meyve dokusunun
lizerine maysenin pres verimini arttirmak i¢in Pectinex® MASH ve Pectinex®
ULTRA SP-L ticari enzim preparatlarindan ImL/kg olacak sekilde eklenmistir.
Enzim eklenen mayse 45 °C’de 3 saat siireyle kapali bir kap i¢inde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda sivilasan mayse paket preslerden gegirilmistir.
Posa ve su birbirinden ayrilmistir. Elde edilen domates suyu 4100 rpm hizinda 20
dakika 4 °C’de sogutmali santrifiij ile santrifiijlenmis ve bulaniklik 6geleri
coktiiriilerek uzaklastirilmistir. Domatesten likopen izolasyonu asamalart Sekil

2.6’da gosterilmektedir.
2.5.2. Domateste Yapilan Analizler

2.5.2.1. Kuru Madde Analizi

Calismanin ¢esitli asamalarinda tiim domateste, domates posasinda, posadan arta
kalan serum suyunda ve elde edilen ekstraktlarda kuru madde analizi yapilmistir. Bu
amagla sabit tartima getirilen ve daralart alinmis kurutma kaplarina 1-3 g ornek
tartilmis ve 105 °C’deki etiivde ornekler sabit tartima gelene kadar kurutulmustur.
Islem sonrasinda &rnekler desikatdre aliarak, oda sicakligina kadar sogutulmus ve
kiitleleri gravimetrik olarak belirlenmis, esitlik 2.8’deki formiil yardimiyla % kuru

madde miktarlar1 belirlenmistir [33].

%KM = [(G,/G,) X 100] (2.8)

%KM: Ornegin kuru madde yiizdesi, G1: Ornek ve G,: Kurutma sonras1 kuru rnek
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2.5.2.2. Organik Asit ve Seker Analizi

Domatesin posasi alindiktan sonra kalan domates suyunda yani serum fazinda;
organik asit ve seker analizi yiiksek basingli sivi kromatografisi kullanilarak

yapilmustir.

Domateste organik asit analizi i¢in; 1 mL domates serum suyu santrifiijlenmis,
filtrelenmis ve sartlandirilmig Oasis HLB kati faz ekstraksiyon kartusundan
gecirilmistir. Kartusun sartlandirma islemi; kartustan sirastyla 1 mL metanol ve 1 mL
saf su gecirilerek yapilmistir. 1 mL 6rnek kartusa yliklenmis ve kartus cikist viale
toplanarak HPLC’ ye enjeksiyon yapilmistir. Analiz i¢in kullanilan sivi
kromatografisi sistemi ve sartlar1t Tablo 2.9’da listelenmistir. Elde edilen
kromatogram standart bilesik kromatogramlarindan faydalanilarak yorumlanmis ve

domatesteki organik asit tiirleri ve miktarlart hesaplanmistir [158].

Tablo 2.9. Organik asit analizi s1vi kromatografisi sartlari

Organik Asit Analizi

Sistem Shimadzu LC10

Dedektor UV-Vis detektor (SPD-20A)

Kolon HICHROM ODS-C18 250x4.6 mm Spum
Kolon Sicakhg 20°C

Mobil Faz H2SO4 ¢ozeltisi (pH 2.2)

Mobil Faz Akis mzi 0.7 mL/dk
Dalga boyu 215 nm

Domateste seker analizi i¢in ise; 1 ml domates serum suyu almmustir. Uzerine 0.1
mL carez I ve carez II ¢ozeltisi eklenmistir. Ornek santrifiijlendikten sonra 0.45 um
membran filtreden gegirilmistir. Elde edilen filtrattan 20 pL enjeksiyon yapilmistir
ve kosullar Tablo 2.10°da verilmistir. Standart bilesik kromatogramlarindan
faydalanilarak Ornekte bulunan sekerler ve miktarlart hesaplanmistir [159]. Bu
boliimle ilgili sonuglar ve literatiir degerleriyle karsilagtirilmast Bolim 3.3.1.2°de

verilmistir.



Tablo 2.10. Seker analizi s1v1 kromatografisi sartlari

Seker Analizi

Sistem

Dedektor

Kolon

Kolon Sicakhig:
Mobil Faz

Mobil Faz Akis hiz

Enjeksiyon Hacmi

Agilent 1100

Refraktif Indeks Detektdr (RID)

Agilent Carbohydrate 4.6 x 150mm Sum
25°C

%80 Asetonitril-%20 Su

1.4 mL/dk

20 uL

2.5.3. Domates Posasindan ve Suyundan Karotenoidlerin Ekstrakte Edilmesi

87

Domates posasindan karotenoidlerin ekstraksiyonu igin, domates pulpundan ayrilan

domates posast 24 saat

uzaklagtinnlmigtir.  Sekil 2.7.a) domates posasinin liyofilizasyondan

goriintlisiine aittir.

Alsiz

Sekil 2.7. a) Liyofilize edilmis domates posasi drnegi, b) Karotenoidlerin

liyofilize edilmis ve igerisindeki su

ekstraksiyonu sonrasinda domates posast

tamamen

sonraki

Daha sonraki asamada liyofilize edilmis 30 g domates posasi ezilerek toz haline

getirilmistir. Literatiir 15181nda 6rnekten karotenoid pigmentlerinin ekstraksiyonu igin

¢Ozgen olarak kloroform kullanilmistir. Toz haldeki domates posasi lizerine 100 mL

kloroform eklenerek manyetik karistirici ile 30 dk karigtirilmistir. Daha sonra 6rnek

ultrasonik su banyosuna alimmistir. 10 dK siireyle daha ekstraksiyona devam edilmis

ve ornekler dncelikle kaba filtre kagidindan sonrada Whatman No 2’den siiziilmiistiir

[32, 36, 37].
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Kalan posa iizerine tekrar 100 mL ¢6zgen ilave edilmis ve bu islemler 3 kez
tekrarlanmigtir. Boylelikle domates posasindan karotenoidlerin izolasyonu ultrason
destekli olarak kademeli ekstraksiyonla gerceklestirilmigtir. Sekil 2.7.b) ise
karotenoidlerin  ekstraksiyonu sonrasindaki domates posasma aittir. Biitiin
asamalardaki filtratlar birlestirildikten sonra ¢6zgen donel evaporatdorde tamamen
uzaklagtirllmigtir. Daha sonra elde edilen ekstrakt liyofilize edilmis ve igerisindeki
¢Oziicli tamamen uzaklastirilmis ardindan kuru ekstrakt tartilmistir. En son elde
edilen karotenoid ekstraktt 5 mL kloroform igerisinde alinmig ve likopen kaynagi

olarak kullanilmistir. Ayni1 islemler domates suyu i¢inde tekrarlanmistir.

2.5.4. Preparatif Kolon Hazirlanmasi

Monodispers gozenekli partikiil ornekleri, alkol ortamda ve oda sicakliginda
saklanmustir. Uretilen partikiillerden en iyi performans gosteren es boyutlu S-4 kodlu
kolon dolgu materyali, preparatif LC analizi i¢in 2.12 cm i¢ ¢apa ve 10 cm uzunluga

sahip paslanmaz celik preparatif kolona (Restek) doldurulmustur.

Preparatif kolonun doldurulmasi islemi Bolim 2.4.1°de kromatografik performans
testlerinde doldurulan kolonlar ile ayni teknik kullanilarak doldurulmustur. Dolum
islemi i¢in kolonun bir ucuna celik firit yerlestirildikten sonra, agik olan diger uctan
bir pipet yardimiyla partikiiller kolona doldurulmustur. Dolum islemine kolonun {ist
kisminda hi¢ bosluk kalmayincaya kadar devam edilmistir. Kolon daha sonra HPLC
cihazina baglanarak, kolondan basing altinda etanol gegirilmistir. 10 dk’lik periyotlar
halinde kolon sokiilerek iist kisminda ¢okme olup olmadigi kontrol edilmis ve ¢okme
varsa partikiil ilavesine devam edilmistir. Kolonun %100 etanol ile basilmasi
islemine kolonun {ist kisminda yatak boyu azalmasi gozlenmeyinceye dek devam
edilmistir. Daha sonra, kolondan sirasiyla 15’er dk’lik siirelerle mobil faz gecirilmis,
boylece partikiillerin kolonda tamamen yerlesmesi saglanmistir. Bu islemler
sonrasinda kolonun iist kisminda bosluk olusmasi halinde partikiil eklemesi yapilarak
ayni islemler yinelenmistir. Boylece kolon kullanima hazir hale getirilmistir. Likopen
saflastirilmasi i¢in kullanima hazir, doldurulmus ve sartlanmis kolon Sekil 2.8’de

verilmistir.
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Sekil 2.8. Kullanima hazir halde doldurulmus preparatif kolon

2.5.5. Preparatif Sivi Kromatografisi ile Likopen Saflastirilmasi

Preparatif siv1 kromatografisi ile likopen saflagtirmak ic¢in, domatesten elde edilen
karotenoid ekstrakti kullanilmistir. 2 farkli mobil faz konsantrasyonu denenmis ve
likopenin diger bilesenlerden en iyi sekilde ayrilmasma calisilmistir. Bu islemler
sirasinda likopen ve B-karoten standart kromatogramlar1 kullanilarak ¢aligmalar test

edilmistir.

Once preparatif calismalarda %80 mutlak etanol-%20 asetonitril konsantrasyonu
denenmistir. Daha sonra %30 asetonitril-%70 metanol mobil faz konsantrasyonlari
denenmistir. Ancak ¢alismada kolondan oncelikle Me-OH gegirildikten sonra
kloroform ile eliisyonun daha etkin oldugu belirlenmistir. Calismalara ait
kromatogramlar ve domates ekstraktinin kolona enjeksiyon sartlar1 asagida

verilmistir.

Preparatif kolon enjeksiyonu ig¢in 0.053 g/mL kuru madde igerigindeki domates

posasindan elde edilen ekstrakt kullanilmistir. 25 mL kloroform igerisindeki domates
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ekstraktindan 1 mL alinmig ve igerisindeki ¢dzgen azot akimiyla uzaklagtirilmstir.
Daha sonra 6rnek 5 mL metanol igerisine alinmis ve preparatif kolona sahip sivi
kromatografisine 1.5 mL enjeksiyon yapilmistir. Ardindan kolondan 25 mL %100
metanol gegirilerek yikanmistir. Yikama isleminden sonra kloroform ile eliisyon
gerceklestirilmistir. Daha Onceki analitik kolon calismalari ve yapilan spektrum
taramas1 sonucunda likopenin alikonma siiresi goz Oniinde bulundurularak UV
dedektorde 450 nm’de likopen pikinin goriilmeye basladigi anda kolon ¢ikisindan
ornek toplanmistir. Kolon c¢ikisindan toplanan ornekten mobil faz once donel
evaporator ile daha sonrada liyofilize edilerek uzaklastirilmis ve bdylelikle
domatesten saflagtirilmig likopen elde edilmistir. Preparatif sivi kromatografisine ait

kosullar Tablo 2.11°de ayrintili olarak verilmektedir.

Daha sonraki asamada ise saflastirilan likopen, HPLC-UV’de analitik C18 kolon
kullanilarak test edilmistir. Analiz 1mL/dk akis hizinda, %30 AcN-%70 Me-OH
mobil faz konsantrasyonunda, 10 pL o6rnek hacminde ve 450 nm’de
gerceklestirilmistir. Elde edilen kromatogram ticari likopen standardi kromatogrami
ile karsilastirilmis; saflik derecesi ile domates posasi ve suyundaki likopen miktari

belirlenmistir.

Tablo 2.11. Preparatif sivi kromatografisi sartlari

Preparatif Sivi Kromatografisi Kosullar:

Sistem Shimadzu LC10

Dedektor UV-Vis detektor (SPD-20A)

Kolon Restek Preparatif Kolon (10 cm x 2.12 cm)
Pompa Gradient pompa (LC-20 AT)

Mobil Faz 25 dakika %100 Me-OH

Eliisyon 2 mL kloroform

Mobil Faz Akis mzi 2 ml/dk
Enjeksiyon Hacmi 1.5mL
Dalga Boyu 450 nm
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2.6. Saflastirllan Likopenin Enkapsiilasyonu

Calismanin bu asamasinda saflastirilan likopen sodyum aljinat kapli tanecikler
halinde “invers jellesme (damlatma) yontemi” kullanilarak enkapsiile edilmistir.
Kalsiyum tuzlar1 ile aljinat ¢ozeltisinden mikrokiireler elde etme ve ekstriizyon
uygulamasi yaygin olarak kullanilan yontem olup mikro ve makro boyutunda
partikiiller elde edilir. Emiilsifikasyon metodu, biyoaktif maddelerin daha kiigiik
partikiiller i¢inde enkapsiile edilme olanagi saglar. Emiilsifikasyon metodu, sulu
aljinat ¢ozeltisinin igne ile kalsiyum kloriir ¢6zeltisi igerisine damlatilmasi veya
ekstriide edilmesi ile yapilir. Kalsiyum iyonu varliginda aljinatta ¢capraz bag olusumu
artar, aljinatin pihtilasmasina ve kapsiil olusturmasina neden olur. Bu amagla, yapilan
literatiir incelemelerine dayanarak optimum enkapsiilasyon kosullarinin belirlenmesi
igin gesitli parametreler denenmistir. Enkapsiilasyon yonteminin en 6nemli faktorleri,
enkapsiile edilmek istenen bilesenin ne kadarinin kapsiil icine hapsedildigi,

kapsiillerin boyutlar1 ve iirlinlerdeki stabiliteleridir.

2.6.1. Aljinat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Belirlenen derisimlerde sodyum aljinat ¢ozeltileri hazirlamak i¢in gerekli miktardaki
toz sodyum aljinat distile suda 500 rpm’de 2 saat karigtirilarak ¢oziilmiistiir.
Ardindan aljinat tamamen c¢oziindiikten sonra igerisindeki gaz kabarciklariin
uzaklagtirllmas1 icin 1 saat su banyosunda diisik hizda karistirilmistir ve
kullanilmadan &6nce +4 °C’de 12 saat dinlendirilmistir. Kullanilan aljinat

konsantrasyonlar1 %0.5, 1, 1.5, 2 olarak belirlenmistir.

2.6.2. Kalsiyum Kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aljinat kapsiillerin hazirlanmasinda ¢apraz baglayici olarak %1 oraninda kalsiyum
kloriir ¢ozeltisi kullanilmistir. 1 g CaCl, 100 mL saf suda ¢oziilmiistiir ve deney
caligmalar1 boyunca kalsiyum kloriir miktar1 degistirilmemis, sabit konsantrasyonda

caligilmistir.

2.6.3. Jellesme Ortamimin Hazirlanmasi

Emiilsiyon ortaminin hazirlanmasinda bitkisel yag olarak ticari zeytinyagi

kullanilmistir. 0.5 mg likopen 1 mL zeytinyaginda ¢ozilmiistiir. Jellesme ig¢in,
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zeytinyag1 icerisinde ¢Ozililmiis likopen sodyum aljinat ¢ozeltisi igerisinde 1:20
oraninda dagitilarak emiilsiyon olusturulmustur. Yag emiilsiyonu olusturmak igin
¢Ozelti ultra turrax karistirict ile 12000 rpm’de 30 sn karistirilmistir. Stabil emiilsiyon

olustuktan sonra kapsiil tiretiminde kullanilmistir.

2.6.4. Aljinat Membranh ve Sivi Lipofilik Madde Cekirdekli Mikrokapsiil

Uretimi

Calismada yag emiilsiyonu damlaciklarini aljinat-kalsiyum jelle kaplamak i¢in invers
jellesme metodu kullanilmistir. Istenilen 6zelliklerde kapsiil olusturmak i¢in 50 Hz
sabit frekansta calisan titresim tinitesi kullanilmistir. Bu sistem tez calismasinin
enkapsiilasyon kismi i¢in 0zel olarak tasarlanmis olup Sekil 2.9’da gosterilmistir.
Deney oda kosullarinda uygulanmis ve likopen-aljinat emiilsiyonu programlanabilir
siringa pompa ile titresimli dagitilarak damlatilmistir. Damlatma ¢6zeltisi olan CaCl;
cozeltisi (%1) ise 500 rpm’de manyetik karistirict ile stirekli karigtirilmustir.
Damlaciklarin, kiiresel sekil alabilmesi i¢in, damlama ucu ile CaCl; yiizeyi arasinda

10 cm’lik mesafe birakilmistir.

titresimli
dagitma
iinitesi

sodyum aljinat
likopen emiilsiyonu

siringa pompa

CaClz cozeltisi
(jellesme havuzu)

manyetik 7
karistirici

Sekil 2.9. Damlatma yontemi deney diizenegi

Her bir numune i¢in damlatma hacmi 10 mL sodyum aljinat ¢ozeltisi-likopen

emiilsiyonu olarak belirlenmistir. Aktarma islemi tamamlandiktan ve jeller
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olustuktan sonra kiirelerin stabilizasyonu i¢in manyetik karistirma islemine 30 dk
siireyle devam edilmistir. Siire sonunda olusan kapsiiller bir siizgeg ile siiziilmiis ve

kurutuluncaya kadar CaCl; ¢ozeltisi i¢inde +4 °C’de depolanmustir.

Bu sekilde elde edilen aljinat mikrokapsiillerin karakterizasyonu amaciyla, aljinat jeli
konsantrasyonu ve siringa pompadan emiilsiyonun akis hizi degistirilerek islemler
tekrarlanmig ve bu parametrelerin aljinat mikrokapsiillerin boyutlari, sekilleri ve
stabiliteleri lizerine etkileri degerlendirilmistir. Uygulanan yontemde optimum aljinat
konsantrasyonu ve optimum akis hizi belirlendiginde uygulanan sabit frekanstaki
titresim ile partikiil boyutunun kiiciilmesi ve monodispers kapsiillerin elde edilmesi

planlanmustir.

Aljinat mikrokapsiillerinin karakterizasyonu amaciyla islem parametrelerinde yapilan
degisiklikler Tablo 2.12’de verilmistir. CaCl, konsantrasyonu %1 olacak sekilde
sabit tutulmustur. Toplamda farkli parametrelerde tretilmis “24 adet enkapsiile

likopen” elde edilmistir ve Tablo 2.12’de isimlendirilmistir.

Tablo 2.12. Likopen enkapsiilasyon parametreleri

Aljinat Akis Hiz
Konsantrasyonu 05 1 15 9 25 3
(9/100 mL) mL/dk mLdk mL/dk mL/dk mL/dk mL/dk
0.5 EL1 EL2 EL3 EL4 EL5 EL6
1 EL7 EL8 EL9 EL10 EL11 ELI12
15 EL13 EL14 EL15 EL16 EL17 EL18
2 EL19 EL20 EL21 EL22 EL23 EL24

2.6.5. Kapsiillerin Dondurularak Kurutulmasi

Dondurarak kurutma iglemi {irliniin dondurulmasi ve buz kristallerinin siiblimasyonla
tirtinden uzaklastirilmast temeline dayanmaktadir. Likopen ornekleri liyofilizator
yardimiyla 24 saat dondurularak kurutulmustur. Dondurarak kurutma ii¢ asamada
gerceklesmektedir; dondurma, temel kurutma asamasi ve ikinci kurutma asamasi.
Dondurma asamasinda; soklama veya derin dondurucuda gidadaki suyun buz

kristalleri haline doniistiirilmesi, temel kurutma asamasinda; buz kristallerinin
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siiblimasyonla iiriinden uzaklastirilmasi, ikinci kurutma asamasinda ise gidada

bulunan bagli suyun uzaklastirilmasi saglanir [160].

2.6.6. Enkapsiilasyon Verimi

Enkapsiillerin veriminin hesaplanmas: i¢in 0.5 g ornek tartilmis ve liyofilize
edilmistir. Liyofilize 6rneklerdeki likopen kloroform ile ekstrakte edilmis ve elde
edilen ekstraktta likopen miktar1 HPLC ile belirlenmistir. Enkapsiile edilmek {izere
receteye eklenen likopen miktar1 ile enkapsiilasyon sonunda kapsiillerden ekstrakte
edilen likopen miktar1 karsilastirilmis ve esitlik 2.9’dan faydalanilarak % olarak
verim hesaplanmstir [74, 160].

Enkapsiilasyon verimi (%) = enkapsiile likopen/toplam likopen= 100 (2.9)

2.6.7. Kapsiillerin Optik Analizi, Ortalama Cap ve Boyut Dagilimlarinin

Olciimii

Uretilen liyofilize ve 1slak kapsiillerin optik analizi, Leica EC3 model dijital kamerali
optik mikroskop kamerasiyla c¢ekilen goriintiilerin LAS EZ yazilim programinda
islenmesiyle yapilmistir. Etiketlenmis, filtrelenmis ve boyutlandirilmis goriintiiler
yardimiyla partikiillerin sekilleri, boyutlari, kiiresellikleri incelenmis, ortalama
caplari ve boy dagilim degisim katsayilar1 Bolim 2.3.2°de anlatildigl sekilde

hesaplanarak yorumlanmistir.

Ayni sekilde enkapsiile partikiil yiizey yapisinin goriintiilenmesinde de taramali
elektron mikroskobu goriintiileri kullanilmistir. Model olarak segilen likopen

yiiklenmis kiireler ve bos aljinat kiirelerin yapis1 incelenmistir.

2.6.8. Kapsiillerin Cekirdek Sizintis1 Ol¢iimii

Kapsiillerin ¢ekirdek sizintis1 6l¢imii i¢in 4 farkli konsantrasyonda (%0.5, 1, 1.5, 2)
sodyum aljinat kaplama materyali kullanilarak 1.5 mL/dk akis hizinda enkapsiiller
tiretilmistir. Elde edilen kapsiiller 24 saat siireyle dondurularak kurutulmustur.
Calismanin bu kisminda kapsiil ¢ekirdek sizintis1 6l¢iimii, Lopez et al. tarafindan
kullanilan yontemde modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Liyofilize kuru
kapsiillerden, esit miktarlar alinarak (0.05 g) sabit tartima getirilmis petri kaplarina

aktarilmistir. Petri kaplar1 6nce 1 saat 40 °C’de ardindan 1 saat 50 °C’de ve son 1
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saatte 60 °C’de etiivde tutulmustur. Siire sonunda kapsiiller etiivden ¢ikarilmis ve
baska bir kaba aktarilmistir. Petri kap iizerinde kalan yag, aseton ve etanol ile
yikanmig sonra petri kaplar kurutulmustur. Daha sonra kapsiiller petri kaplara geri
aktarithp tartim yapilmistir. Alinan Olglimlerdeki kapsiil agirhigindaki azalma

gravimetrik olarak kapsiil ¢ekirdek sizinti miktarini1 vermektedir [160, 161].

2.6.9. Kapsiillerin in vitro Ortamda Kontrollii Salim Testleri

Calismada iiretilen enkapsiillerin kontrollii salim testlerinin yapilmasi amaciyla
yapay mide ve yapay bagirsak ortami hazirlanmistir.

Yapay Mide Ortami, pH 2: Yapay mide ortaminin hazirlanmasi i¢in pH 2’de sitrat
tampon ¢ozeltisi kullanilmistir.

Yapay Bagirsak Ortami, pH 7: Yapay bagirsak ortaminin hazirlanmasi i¢cin pH 7°de
sitrat tampon ¢ozeltisi kullanilmustir.

Tampon ¢ozeltiler i¢in 0.1 M sitrik asit ¢ozeltisi ve 0.2 M di sodyum hidrojen fosfat
(NazHPO,) ¢ozeltisi hazirlanmistir.

pH 2 i¢in 99:1 oraninda sitrik asit/NayHPO,4 ¢ozeltisi karistirilmis ve pH degeri
derisik hidroklorik asit ve 4 N sodyum hidroksit ile 2’ye ayarlanmistir.

pH 7 igin 18:82 oraninda sitrik asit/ NayHPO,4 ¢ozeltisi karistirilmis ve pH degeri
derisik hidroklorik asit ve 4 N sodyum hidroksit ile 7°ye ayarlanmistir.

Enkapsiile likopen orneklerinin yapay mide ve bagirsak ortamindaki stabilitelerini
belirlemek ve salim testlerini yapmak {izere farkli sodyum aljinat oranlarinda (0.5, 1,
1.5, ve 2) ve 1.5 mL/dk akis hizinda iiretilen enkapsiiller kullanilmigtir. 0.5 g 1slak
halde enkapsiil 6rnekleri hassas terazi ile tartilmig ve 100 mL’lik sizdirmaz kapakli
cam reaktorlere alinmistir. Reaktorlere alinan 6rneklerin tizerine 25 mL pH 2 tampon
cozeltisi eklenmistir. Aynmi sekilde diger reaktorlerdeki enkapsiillerin iizerine de 25
mL pH 7 tampon ¢o6zelti eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler 37 °C’de ¢alkalamali su
banyosunda 120 rpm’de 30 dakika bekletilmistir. 30 dk sonunda su banyosundan
alinan yapay mide ve bagirsak ortamlar1 icerisindeki kapsiiller siiziilmiis ve saf su ile
yikanmistir. Daha sonra enkapsiiller likopen analizi i¢in kloroform ile ekstrakte
edilmis ve icerisindeki likopen miktar1 belirlenmistir. Baslangicta icerisindeki

likopen miktar1 bilinen orneklerden yapay mide ve bagirsak ortaminda icerdikleri
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likopenin ne kadarmin salindig1 % olarak hesaplanmis ve kapsiillerin bu ortamlardaki

stabiliteleri belirlenmistir [74, 160, 161].

2.7. Enkapsiile Edilmis Likopenin Model Gida Uygulamalari

Enkapsiile likopen iceren kek iiretimi Rocha et al. tarafindan kullanilan formiilasyon
modifiye edilerek gerceklestirilmistir [152]. Oncelikle yumurta ve seker mikserde
300 rpm’de 1 dakika karistirildiktan sonra siit ve yag ilave edilip yine 300 rpm’de 1
dakika daha karistirilmistir. Karisima son olarak un ve kabartma tozu eklenmis krem
haline gelene kadar karistirilmistir. Enkapstiller bu agamada ilave edilmistir ve kek
hamuru esit miktarda 10 adet yuvasi bulunan muffin kapsiillerine aktarilip 180 °C’de
25 dk firinlanarak pisirilmistir. Tablo 2.13 kek miksinde kullanilan malzemeleri ve

miktarlarini listelemektedir.

Enkapsiile likopen katkili kek tiretimi i¢in 4 farkli konsantrasyonda (%0.5, 1, 1.5, 2)
sodyum aljinat kaplama materyali kullanilarak 1.5 mL/dk akis hizinda diretilen
kapsiiller kullanilmigtir. Uretim 2 paralelli olarak calisiimistir. 50 g kek miksine 0.5
mg likopen igerecek sekilde enkapsiiller eklenmis ve pisirme kaliplarina
aktartlmistir. Firinlama igleminin ardindan kekler 1 saat oda sicakliginda bekletilerek

sogumalar1 saglanmigtir ve analizleri yapilmustir.

Tablo 2.13. Kek iiretiminde kullanilan bilesenler

Bilesenler Miktar
Un 240 g
Seker 240 g
Yumurta 2 adet
Yag 1509
Siit 240 mL

Kabartma tozu 109
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2.7.1. Model Uriin Analizleri

2.7.1.1 Renk Analizi

Renk 6l¢iim cihazi, standart kalibrasyon skalasi ile kalibre edildikten sonra 6rnekler
tizerinden okuma yapilmis ve L*, a* ve b* degerleri kaydedilmistir. Renk tayininde
kullanilan

Hunter sistemine gére; L* degeri rengin parlakligini, a* degeri kirmiziligi, b* degeri

ise; sarilig1 ifade etmektedir [152].

2.7.1.2. Antiradikal Kapasite Tayini

Kek oOrneklerinin serbest radikal siipiiriicii giicliniin belirlenmesi i¢in Oncelikle
ekstraksiyon islemi yapilmistir. 2 g 6rnek 10 mL %80 aseton/su karisiminda 1 saat
calkalanmaya birakilmistir. Siire sonunda 6rnekler 4100 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilip Whatman No 1’den siiziilmiistiir ve elde edilen ekstrakt antiradikal aktivitenin
belirlenmesinde kullanilmistir. DPPH radikal soliisyonu; 5 mg DPPH’in 200 mL
%80 metanolde ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir. 3.5 mL metanol DPPH soliisyonu
tizerine 500 pL kek ekstrakti eklenip vorteks ile karistirilmistir. Oda sicakliginda
karanlikta 1 saat bekletildikten sonra spektrofotometrede 517 nm’de olgiim
yapilmistir. Sonuglar esitlik 2.10 yardimiyla hesaplanmis; kontrol ve likopen katkili
kek orneklerinin antiradikal aktiviteleri % inhibisyon olarak karsilastirilmistir [162,
163].

04 Inhibisyon = (K — 0|K) x 100 (2.10)
K: Kontroliin 517 nm deki absorbans degeri

O: Ornegin 517 nm deki absorbans degeri

2.8. istatistiksel Analizler

Arastirma sonuglarinin  degerlendirilmesinde bagimsiz degiskenlerin, bagiml
degiskenler iizerindeki etkisinin Onemli olup olmadigini belirlemek amaciyla
ANOVA testi uygulanmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar ise Tukey c¢oklu
karsilagtirma testi kullanilarak belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde
anlamlilik diizeyi olarak 0.05 segilmistir ve SAS 8.0 istatistik programindan

faydalanilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Monodispers ve Gozenekli Tetrahidrofurfuril Akrilat-co-Divinilbenzen
(THFA-co-DVB) Bazh Polimerik Partikiillerin Uretimi

Tez kapsaminda ters faz sivi kromatografisine yonelik monodispers gozenekli
THFA-co-DVB bazli yeni sabit fazlar ¢cok basamakli mikrosiispansiyon teknigi
kullanilarak polimerlestirilmistir. Genel olarak bu yontemde 2.3 um boyutunda
dispersiyon polimerizasyonu ile sentezlenen monodispers polistiren partikiiller,
monodispers makrogdzenekli partikiillerin eldesi amaciyla ¢ikis materyali olarak

kullanilmuastir.

Birinci basamakta c¢ikis lateksi, toluen igeren organik faz ile sulu emiilsiyon
ortaminda sisirilmistir. Ikinci basamak sisirmede, yine sulu organik faz icinde
tetrahidrofurfuril akrilat ve divinilbenzen kullanilmistir. Ayrica benzil peroksit de bu
organik fazda c¢oziilerek, polimerizasyonda baglatict olarak kullanilmistir. Oda
sicakliginda ve ¢alkalamali sistemde gerceklestirilen organik faz ile sisirme islemini
polimerizasyon iglemi takip etmistir. Polimerizasyon islemi 80°C sicaklikta
gerceklestirilmistir. Monodispers polimerik partikiiller, tetrahidrofuran ile ekstrakte

edilerek gozenekli formda elde edilmistir.

Farkli iiretim parametreleri denenerek farkli yapilarda adsorbanlar sentezlenmistir.
Bu iiretim parametrelerinin boy dagilimi, yiizey 0Ozellikleri ve kromatografik
performanslari iizerine etkilerini incelemek iizere degisen miktarlarda ¢ikis lateksi
kullanilmis, farkli monomer/¢apraz baglayici ile farkli porojen/capraz baglayici

oranlarinda sentezler yapilmis ve sonuglar yorumlanmaistir.
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3.2. Polimerik Partikiillerin Karakterizasyonu

Calismanin bu asamasinda sentezlenen monodispers polimerik malzemelerin
tanimlanmasina yonelik calismalar gergeklestirilmistir. Ayrica elde edilen verilerden
liretim parametrelerinin  adsorbanlarin  ¢esitli  Ozelliklerini nasil  etkiledigi
belirlenmistir.

Yapilan testlerle, sentezlenen kolonlarin ayirma yetenegi teorik kademe sayisi, teorik
kademe yiiksekligi, pik c¢Oziiniirlikleri ve alikonma faktorlerinin tayini ile

belirlenmistir.

3.2.1. Polimer Orneklerinin Taramal Elektron Mikroskobu Gériintiileri

Caligma kapsaminda monodispers gézenekli partikiillerin {iretiminin ilk basamaginda
monodispers formda c¢ikis lateksi sentezlenmistir. Polistiren yapidaki ¢ikis lateksi ve
ti¢ farkli parametrede sentezlenen 14 adet polimerik adsorbanin taramali elektron
mikroskobu kullanilarak farkli biiyiitme oranlarinda (2000X, 7000X ve 40000X)
goriintlileri alinmistir. Boylece malzemelerin {iretim parametrelerinin partikiil sekli
ve gozenek yapisi lizerine etkisi incelenmistir ayrica ¢ikis lateksinin ve sentezlenen

adsorbanlarin ortalama partikiil caplar1 hesaplanmaistir.

3.2.1.1. Cikis Lateksinin Karakterizasyonu

Sulu ortamda bulunan polistiren partikiiller, etiivde 70°C’de 24 saat boyunca
kurutulmus ve alinan belirli hacimdeki dispersiyonun kat1 partikiil i¢erigi gravimetrik
olarak 0.164 g/mL kuru madde olarak hesaplanmis ve regetelere bu sonuca gore dahil
edilmistir. Cikis lateksinin ortalama boy ve boy dagiliminin hesaplanmasi amaciyla
taramal1 elektron mikroskobu ile elde edilen mikrograflar kullanilmistir ve ortalama
partikiil boyutu yaklagik 2.3240.064 pm olarak hesaplanmistir. Sekil 3.1°de
polistiren yapida ¢ikis lateksine ait SEM goriintiileri verilmektedir. Yorumlanan
gorlntiiler yiizey morfolojisi oldukg¢a diizgiin ve es boyutlu cikis lateksi elde

edildigini gostermektedir.
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Sekil 3.1. Polistiren ¢ikis lateksinin genel goriintiisii (biiyiitme oran1 20000X,
10000X)

3.2.1.2. Polimer Orneklerinin Boy Dagilim

Sentezlenen monodispers makro gdzenekli partikiillerin monodispersitesini 6l¢gmek
icin taramali elektron mikroskobu ile elde edilen mikrograflardan partikiil gaplari
Olciilerek faydalanilmstir. Bu fotograflar kullanilarak hesaplanan ortalama gap ve
boy dagilimi1 degisim katsayilar1 Tablo 3.1°de verilmistir. Tablodan ve sekillerden
(Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4) de goriildigii gibi degisken parametreler
sentezlenen partikiillerin monodispersitesini istatistiksel olarak etkilemislerdir
(p<0.05). Elde edilen sonuglara gére monodispersite iizerine en etkili parametre
cikis lateksi miktaridir. Sekil 3.2°ye bakilacak olursa, ¢ikis lateksi/monomer oraninin
0.1 ve 0.2 oldugu durumlarda ortamdaki monomer ve porojen miktarinin tamamziyla
etkilesecek kadar ¢ikig lateksi ortamda olmadigi i¢in monodispersite korunamamustir.
Cikis lateksi/monomer orani 0.3, 0.4 ve 0.5 oldugu durumda % degisim katsayist ¢ok
kiiclik monodispers partikiiller sentezlenmistir. Tablo 3.1°den ortalama partikiil ¢ap1
degerlerine bakildiginda, ¢ikis lateksi/monomer orani arttirildiginda partikiil ¢capinda
kiigiilme gozlenmistir. Bu da ayni miktarda monomerin daha fazla miktarda ¢ikis
lateksine niifus etmesinin dogal bir sonucudur. Tiim partikiil regetesine bakildiginda
ise genel olarak ortalama partikiil ¢apt 6 pm olan adsorbanlar sentezlenmistir.
Sonuglardan da goriildiigii tizere partikiil boy dagilimi olduk¢a dar bir araliktadir ve

istenen diizeyde monodispersiteye ulasiimistir.

Boy dagilimlan ile birlikte yiiriitilen kolon performansi testleri de gdz Oniinde

bulundurularak, ¢ikis lateksi/monomer orani 0.4 g olarak optimize edildikten sonra
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monomer/capraz baglayici oranma gecilmistir. Sekil 3.3’de monomer/¢apraz
baglayic1 oraninin degigsmesinin partikiil ¢aplar1 iizerine etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir (p>0.05). Bu kisimda da degisim katsayilarinin kii¢iik olusu
yine monodispersiteyi dogrulamaktadir. Porojen/¢apraz baglayici oraninin boy
dagilimina etkisi ise Sekil 3.4’teki grafikle gosterilmistir. Porojen/capraz baglayici
oranmnin en diisiik ve en blyiik tutuldugu durumlarda degisim katsayilar1 diger
oranlardan daha yiiksek bulunmustur. Porojen/capraz baglayici oranimnin 1.2 oldugu
kosulda % degisim katsayist 1.48 olarak bulunmus, monodispersite en iyi bu oranda
korunmus ve optimizasyon saglanmistir. Porojen/¢apraz baglayici oraninin da boy

dagilimi tizerine etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 3.1. Sentezlenen partikiillerin ortalama partikiil ¢ap1 ve

boy dagilimlar
Solimer Ortalama Boy Dagilimm

Kodu Partikiil Degisim Katsayis1 %
Cap1 (um) (CV)
S-1 6.61 35.31
S-2 6.65 34.25
S-3 6.55 1.97
S-4 6.02 1.18
S-5 5.80 4.32
S-6 6.14 6.03
S-7 5.99 6.27
S-8 6.42 6.77
S-9 6.01 6.24
S-10 5.2 16.76
S-11 5.66 3.37
S-12 5.84 1.48
S-13 6.1 1.99

S-14 5.86 21.10
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Artan Cikis Lateksi/monomer Oraninin
Monodispersite Uzerine Etkisi

30 +
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. a >
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Cikis lateksi/monomer orani

% Degisim Katsayisi

Sekil 3.2. Farkli c¢ikis lateksi/monomer oranlarinin
partikiillerin boy dagilimi iizerine etkisi

Artan Monomer/¢apraz Baglayici
_  Oranmmm Monodisperiste Uzerine EtKisi
% 10
3
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g 0
- 0 0,125 0,25 0,5
° Monomer/capraz baglayici orani
Sekil 3.3. Farkli monomer/¢apraz baglayici
oranlarinin partikiillerin boy dagilimi {izerine
etkisi

Artan Porojen/capraz Baglayici Oraninin
30 - Monodispersite Uzerine etKisi

]
o
1

P o =
0,4 0,8 1,2 2 2,4
Porojen/capraz baglayici orani

% Degisim Katsayisi
o 5

Sekil 3.4. Farkli porojen/capraz baglayici oranlarinin
partikiillerin boy dagilim1 {izerine etkisi
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3.2.1.3. Polimer Orneklerinin Taramah Elektron Mikroskobu Mikrograflari

3.2.1.3.1. Cikis Lateksi Miktarimin Partikiil Boyutlar1 ve Partikiill Yiizey
Ozellikleri Uzerine Etkisi

Sekil 3.5 ve 3.6’da sabit monomer/capraz baglayici ve sabit porojen/capraz baglayict
oranina karsin artan miktarlarda ¢ikis lateksi eklenerek sentezlenen adsorbanlarin
genel ve yiizey goriintiileri verilmektedir. Artan oranlarda ¢ikis lateksi/monomer
oraninin etkilerine bakilmak tizere S-1, S-2, S-3, S-4 ve S-5 kodlu kolon dolgu

malzemeleri karsilastirilmis ve 2 farkli biiylitmedeki SEM goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.5. Farkl ¢ikis lateksi/monomer oranlarinda sentezlenen adsorbanlarin
genel goriintiileri (biiyiime oran1 7000X)
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Sekil 3.5’teki 7000X biiyiitmedeki fotograflarda S-1 ve S-2 kodlu kolon dolgu
malzemelerinin polidispers 6zellikte boy dagilimi sergiledigi goriilmektedir. Her iki
malzeme recetesinde de cikis lateksi miktar1 en az oranda oldugu i¢in, ortamdaki
monomer ve porojen miktarmin tamamiyla etkilesecek kadar ¢ikis lateksi reaksiyon
ortaminda bulunmamaktadir ve bu yiizden monodispersite korunamamistir. Sekil 3.5
ve 3.6’daki SEM fotograflari, S-3, S-4 ve S-5 kodlu kolon dolgu malzemelerinin
yeterli ve artan miktarlarda cikis lateksi igerdiklerinden dolayi, morfolojisi ¢ok
diizgiin kiireler halinde monodispers olarak sentezlendigini gdstermektedir.

Sentezlenen adsorban kiirelerin higbirinde ¢atlama ve kirilmalar gozlenmemistir.

Sekil 3.6. Farkli ¢ikis lateksi/monomer oranlarinda sentezlenen adsorbanlarin
yiizey goriintiileri (biiylime oran1 40000X)
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Literatiir bilgisinde de belirtildigi {izere partikiil yapisindaki por yapisi iige
ayrilmaktadir. Bunlar sirasiyla makro, mezo ve mikro porozitedir. Makro porozite,
gbzenek cap1 500 A’dan biiyiik olan porozite tiiriidiir. Mezo por yapisi da 2-50 A
aralifindaki por yapisidir. Mikro porozite ise gdzenek ¢apt 2 A’dan kiigiik olan
porozite ¢esididir [156].

Partikiillerin yiizey gozenek yapisini gosteren drnek SEM fotograflart Sekil 3.6’da
yer almaktadir ve makro gozenekli partikiiller elde edildigi goriilmektedir. Artan
oranlardaki ¢ikis lateksi miktar1 partikiillerin boy dagilimina etki ettigi gibi, ylizey
gozenek yapisina da etki etmistir. Yiizey goriintiileri incelenecek olursa S-1’den S-
5’e dogru artan ¢ikis lateksi/monomer oramiyla yiizeydeki por yapisinin degistigi
gozlenmektedir. S-5 kodlu adsorban yiizeyinde, S-1 kodlu adsorbanin yiizeyinden
daha genis por ¢apina sahip gézenekler olusmustur. Cikis lateksi/ monomer orani
arttirlldiginda partikiil i¢i ortam viskozitesinin artmasi sonucu faz ayrilmasi sirasinda

biiyilik agregasyonlarin biiyiik gézenekler olusturmasiyla agiklanabilir.

3.2.1.3.2. Monomer/Capraz Baglayic1 Oranimin Partikiil Boyutlar1 ve Partikiil
Yiizey Ozellikleri Uzerine Etkisi

Polimer sentez regetesindeki artan miktarlardaki monomer/¢apraz baglayicit miktari
adsorbanlarin boy dagilimini istatistiksel olarak énemli 6l¢iide degistirmemistir. Bu
da bu gruptaki regetelerde kullanilan monomer ve baslatict miktarinin partikiillerin
ylizeyini tamamen kaplayacak sekilde reaksiyon ortaminda yeterli miktarda

bulundugunu goéstermektedir.

Sekil 3.7°de gorildiigli gibi bu grup sentezlerde de yiizey morfolojileri oldukga
diizgiin monodispers mikrokiireler sentezlenmistir. Sekil 3.8’deki 40000X
biiyiitmedeki SEM  fotografinda ise  partikiil  ylizeyi detayli  olarak
goriintiilenmektedir. Buradan da partikiil yiizeylerinin siingerimsi gozenekli yapiya

sahip oldugu acik olarak goriilmektedir.
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Sekil 3.7. Farkli monomer/capraz baglayici oranlarinda sentezlenen adsorbanlarin
genel goriintiileri (biiyiime oran1 7000X)

Sekil 3.8. Farkli monomer/gapraz baglayici oranlarinda sentezlenen adsorbanlarin
ylizey goriintiileri (bliyiime oran1 40000X)
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3.2.1.3.3. Porojen/Capraz Baglayict Oranmmin Partikiil Boyutlar1 ve Partikiil
Yiizey Ozellikleri Uzerine Etkisi

Sekil 3.9°da partikiil sentez regetesinde artan porojen/capraz baglayici oranlarinda
sentezlenen S-10, S-11, S-12, S-13 ve S-14 kodlu adsorbanlarin genel goriintiileri
verilmektedir. Boy dagilimi istatistiksel sonuglarina gore porojen/capraz baglayici
oran1 partikiillerin monodispersitesi ve morfolojik yapist tizerine etkili bir

parametredir.

Sekil 3.9. Farkli porojen/capraz baglayici oranlarinda sentezlenen adsorbanlarin
genel goriintiileri (biiyiime oran1 7000X)
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Porojen/gapraz baglayict oraninin 0.4 ve 2.4 oldugu S-10 ve S-14 kodlu
adsorbanlarda monodispersite i¢in % degisim katsayis1 diger oranlara gore daha fazla
bulunmustur. Buna karsin porojen/¢apraz baglayici oranlarmin ortalama degerlerde
oldugu S-11, S-12 ve S-13 kodlu adsorbanlarda monodispersite korunmus ve genel

goriintiileri oldukea diizgiin mikrokiireler sentezlenmistir.

Sekil 3.10. Farkli porojen/capraz baglayict oranlarinda sentezlenen adsorbanlarin
genel gorlintiileri (bliyiime oran1 40000X)

Sekil 3.10’daki yiizey goriintillerinden de THFA-co-DVB bazli partikiillerin
ylizeyinde makro gozenek iceren, siingerimsi ve krater tipi bir gézenek yapisinin
olustugu goézlenmistir. Bu durum partikiil {iretimi i¢in diliient kullanimina bagli bir

sonugtur. Polimerizasyon basamaginda, gézenek yapisinin olusumunu saglayan faz
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ayrimi, partikiillerin igerisinde ¢apraz baglayict ve dililent bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu proseste, diliient olusan polimer fazina ¢apraz baglanarak
igerisinde ¢oziinmez forma gelmekte daha sonra ekstraksiyonla homojen partikiil
yapist igerisinden ayrilmakta ve bu durum silingerimsi ve krater tipi gozenek
yapisinin olusumunu saglamaktadir. Sekil 3.10°da goriildiigii gibi, partikiil
yapisindaki diluent miktar1 artttkca daha kiigiik gozenekli partikiiller elde
edilmektedir. Bu da diliient miktar1 arttikca partikiil i¢i ortam viskozitesinin
diismesinden kaynaklanan ve beklenen bir sonuctur. Bu durum faz ayrilmasi

sirasinda kiiglik agregasyonlarin kii¢iik gézenekler olusturmasina neden olmaktadir.

3.2.2. FTIR Spektroskopisi

Tez kapsaminda yapilan calismalarda sentezlenen polimer esasli adsorban
malzemelerin kimyasal yapilarinin incelenmesinde IR spektroskopisinin 6zel bir
uygulamas1 olan Fourier Transform Infrared Spektrometresi (FTIR) kullanilmustir.
Calisma kapsaminda sentezlenen polimerik adsorban regine iki bilesenden
olugmaktadir. Polimer yapisinda capraz baglayici olarak divinilbenzen (DVB),
yaptya fonksiyonel 6zellik kazandirmak icin de tetrahidrofurfuril akrilat (THFA)
kullanilmistir. Polimerizasyon islemi sirasinda katki monomeri olarak kullanilan
tetrahidrofurfuril akrilatin polimer yapisina katildigi FTIR spektrumlar: araciligiyla

belirlenmistir.

Tezin bu asamasinda hi¢ katki monomeri igermeyen ve en fazla miktarda katki
monomeri i¢eren iki adsorban malzemenin yani; sadece DVB igeren ( S-6 kodlu) ve
2/2 THFA/DVB (S-9 kodlu) oranina sahip polimer malzemelerin FTIR spektrumlart
almmis ve her iki Ornegin spektrumlari Kkarsilagtirmali olarak incelenerek

yorumlanmustir (Sekil 3.11).

Yapilan literatiir incelemesinde hangi dalga sayist (cm™) araliginda hangi

fonksiyonel gruplarin pik verdigi belirlenmistir ve Tablo 3.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.11. S-6 ve S-9 kodlu adsorbanlarin FTIR spektrumu

Bolim 2.3.1°de verilen divinilbenzen ve tetrahidrofurfuril akrilatin kimyasal
formiillerine bakildiginda; tetrahidrofurfuril akrilatin yapisinda farkli olarak oksijen
varhg gorillmektedir. Bunun iginde spektrumda 700-1500 cm™ dalga sayisi
araligindaki parmak izi bolgesine bakildiginda C-O-C gerilme titresimleri agik bir
sekilde goriilmektedir. 1156.62, 1075.45 ve 1021.31 dalga sayisindaki keskin pikler
tetrahidrofurfuril akrilatin yapisindaki oksijen gerilmelerine aittir. Aromatik yapilara
ait olan C=C igin absorpsiyon bantlar1 1575-1600 ve 1450-1500 cm™ dalga sayisi
araliklarinda bulunmakta olup her aralik i¢in iki adet pikin oldugu yapilan literatiir
incelemesinde belirlenmistir. Sekil 3.11 incelendiginde 1602 ve 1446 cm™ bantlari
aromatik yap1 i¢inde bulunan C-C gerilmesine karsilik gelmektedir. 2920 cm™ banti
aromatik bilesikler i¢in karakteristik olan C-H gerilmesine karsilik gelmektedir
[155]. Sonug olarak THFA-DVB ve DVB kullanilarak hazirlanan polimerlere ait IR
spektrumlar karsilastirmali olarak incelendiginde THFA monomerinin polimer yap1

icerisinde yer aldig1 acik¢a goriilmektedir.
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Tablo 3.2. Poli(DVB/THFA) polimerinin FTIR spektrumunda goriilen
karakteristik pikleri

Dalga Sayisi, cm-1  Fonksiyonel Grup

3018 -OH gerilmesi

2920 -CH gerilmesi

1729 C=C gerilmesi, C=0 gerilmesi
1632 C=C gerilmesi

1602 C=C gerilmesi

1587 C=C aromatik benzen halkas1
1486 C=C gerilmesi, NH deformasyonu
1446 C-C gerilmesi

1360 CH3 deformasyonu

1156 -C-O-C- diizlem igi egilmesi
1075 -C-O-C- diizlem i¢i egilmesi
1021 -C-O-C- diizlem ig¢i egilmesi
990 Ana zincirde C-C gerilmesi
898 Ana zincirde C-C gerilmesi
708 CH egilmesi

574 C=0 diizlem dis1 egilmeleri

3.2.3. Kromatografik performans testleri

Yapilan tez ¢alismasinin bu kisminda farkli recetelerde sentezlenen 14 adet kolon
dolgu maddesi analitik HPLC kolonuna doldurularak kromatografik performans
testlerine tabi tutulmustur. Poli(THFA-co-DVB) kolonlart i¢in likopen ve J-
karotenin analit olarak kullanildigi durumda, farkli mobil faz asetonitril besleme
derisimleri i¢in izokratik modda ayirma davraniglari incelenmistir. Her bir kolon
dolgu materyalinin; %80 asetonitril-%20 etanol ve %?20 asetonitril-%80 etanol
mobil faz konsantrasyonlarinda likopen ve B-karotenin analit oldugu durumda sivi
kromatogramlar1 elde edilmistir. Elde edilen bu kromatogramlardan alikonma siiresi,
taban genisligi, pik yiiksekligi, pik alani ve pik yar1 yiiksekligindeki taban genisligi
belirlenip; teorik tabaka katsayisi, alikonma faktorii, pik ¢oziiniirligii ve indirgenmis

plaka ytiksekligi degerleri hesaplanmistir.
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3.2.3.1. Farkh (THFA-co-DVB) Kolonlarda Farkh Mobil Faz Derisimleri ile

Elde Edilen Sivi Kromatogramlari

Her bir doldurulan kolon ig¢in 2 analit ve 2 mobil faz olmak iizere 4 enjeksiyon
yapilmistir. Tablo 3.3 kolon performansi testleri i¢in yapilan deney tasarimini
gostermektedir. S-1 kodlu polimerik adsorban, uygulanan recetedeki sentez
kosullarinda tam olarak polimerlesmemis ve polidispers bir boy dagilimi
sergilemistir. Bu yiizden S-1 kodlu kolon dolgu materyalinin kromatografik
performans testlerine tabi tutulmasmma gerek duyulmamustir. Yapilan bu
enjeksiyonlardan elde edilen kromatogramlar karsilastirmali olarak calismanin bu

kisminda verilmistir.

Tablo 3.3. Kolon performansi testleri i¢in yapilan deney tasarimi

Likopen %80 asetonitril-%20 etanol

Doldurulmus B-karoten %380 asetonitril-%20 etanol
Kolon Likopen %20 asetonitril— %80 etanol
B-karoten %20 asetonitril— %80 etanol

Yapilan c¢alismalarin  kromatografik performanslarinin  belirlenmesine yonelik
testlerde literatiir 1s181nda iki farkli mobil faz derisiminde calisilmistir. Sentezlenen
14 adet kolon dolgu maddesi ile doldurulan kolonlarin tamaminin %80AcN-%20 Et-
OH mobil faz derisiminde likopen ve [-karoteni ayirmada basarisiz oldugu
gorilmektedir. Sekil 3.12°den Sekil 3.24’e kadar olan sivi kromatogramlar
incelendiginde %80AcN-%20 Et-OH mobil faz derisiminde likopen ve B-karoten
piklerinin neredeyse tamamiyla cakisik oldugu ve birbirinden ayrilmadig: acik bir
sekilde gorilmektedir. Fakat %20AcN-%80 Et-OH mobil faz derisimi kullanilmasi
ile kolonlarin biiyiik bir kisminda likopen ve [-karotenin basarili bir sekilde
birbirinden ayrildigr goériilmektedir. Sivi kromatogramlarindan agik¢a goriilmekte
olan bu durum daha bir sonraki bdliimde hesaplanan pik ¢oziiniirlik degerleri ile
desteklenmistir. Calisma kapsaminda, biitiin performans testleri ve kolon dolgu
maddelerinin morfolojik yapilari hep birlikte degerlendirilerek optimum kosullarda

maksimum performans gdsteren kolon dolgu maddesi se¢imine gidilmistir.
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e S-2 kodlu kolon icin ayirma davranisi
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 19 bar

\/
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b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 35 bar
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Sekil 3.12. S-2 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1ivi kromatogramlari
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e S-3 kodlu kolon i¢in ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 28 bar

uv

1750(}:
1500(}:
1250(}:
1000(}:
750&:

5000+

25007

b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 46 bar

Sekil 3.13. S-3 kodlu kolon dolgu maddesine ait sivi kromatogramlari



e S-4 kodlu kolon i¢in ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 17 bar

u

b
225001

2000({
1750trf
1500&?
1250({
10000?

7500]

50001

25001

0 o e —

T
0.0 25 5.0 75 100 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0

b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 34 bar

27.5

22500 n

20000
175001
15000

12500]

10006
75001

50001

25001

Sekil 3.14. S-4 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1vi kromatogramlari
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e S-5 kodlu kolon i¢in ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 23 bar

mv 1
17500 7;
15000{
12500{
1000(}:
7500{

5000

2500+

b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 43 bar

uv

20000] n

1750&:

15000]

12500]

10000]
7500]

5000]

25001

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min

Sekil 3.15. S-5 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1vi kromatogramlari
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e S-6 kodlu kolon i¢in ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 78 bar

uVv

325

300

275

250

225

200

175

150

125

100

75

50!

25l

0 10 20 30 40 50 60 70 min

b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 100 bar

i

350lel

3250}

300&2
275&2
250(}2
225(}2
ZOOGE
175(}2
150&§
125&2
100(}2

7501

500

25

L e e e M
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 min

Sekil 3.16. S-6 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1vi kromatogramlari
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e S-7 kodlu kolon i¢in ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 80 bar

uv

7500
7000
6500]
6000
5500]
5000]
4500
4000
3500
3000
2500
2000

1500

1000

500
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0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min

b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 120 bar

uv

8000
7000
6000
5000
4000
3000

2000

1000

Sekil 3.17. S-7 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1vi kromatogramlari
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e S-8 kodlu kolon i¢in ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 82 bar

u
8000-
75000
70002
6500°
6000°
5500°
5000-
4500°
4000-
3500°
3000-
2500°
2000°

150&;

10000
500-

o
N —
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 110 bar

uVv

700&?
eoo&f
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400&?
3oo&f
zoo&f

10001

0]

-1000]

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

Sekil 3.18. S-8 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1vi kromatogramlari
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e S-9 kodlu kolon i¢in ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 34 bar

uv

27500
25000 —
22500 —
20000 —
17500 7
15000 —
12500 —
10000 —
7500 —

5000

2500 -

0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 175 20.0 225 25.0 275 min

b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 59 bar

uv

30000
27500 r\
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Sekil 3.19. S-9 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1vi kromatogramlari
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e S-10 kodlu kolon icin ayirma davranisi,
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 90 bar

uv

10000;
9000;
8000;
7000;
6000;
5000;
4000;
3000;

2000

1000

[ A L, e
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b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 132 bar

uv
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Sekil 3.20. S-10 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1v1 kromatogramlari
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e S-11 kodlu kolon icin ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 100 bar

uv
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b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 119 bar

uv
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Sekil 3.21. S-11 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1vi kromatogramlari
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e S-12 kodlu kolon icin ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 84 bar

14000
13000
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10000]
9000]
8000-]
7000
6000
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4000

3000

2000
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b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 102 bar

uv
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-
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Sekil 3.22. S-12 kodlu kolon dolgu maddesine ait s1vi kromatogramlari
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e S-13 kodlu kolon icin ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 55 bar

uv
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b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 76 bar
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Sekil 3.23. S-13 kodlu kolon dolgu maddesine ait sivi kromatogramlari
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e S-14 kodlu kolon icin ayirma davranisi;
a) Mobil faz %80AcN-%20 Et-OH, akis hizi 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 74 bar

uv
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b) Mobil faz %20AcN-%80 Et-OH, akis hiz1 1 mL/dk
dalga boyu 450 nm, basing 118 bar
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Sekil 3.24. S-14 kodlu kolon dolgu maddesine ait sivi kromatogramlari
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3.2.3.2. Farkh (THFA-co-DVB) Kolonlarda Farkli Mobil Faz Derisimleri ile
Elde Edilen Kromatogramlardan Hesaplanan Likopen ve p-karoten I¢in Pik
Coziiniirligii

Kromatografik ¢alismalarin bu kisminda, sentezlenen THFA-DVB bazli kolonlarin,
sabit akis hizinda (1 mL/dk) farkli polariteye sahip 2 farkli mobil faz
konsantrasyonunda ayirma performanslar1 izokratik modda incelenmistir. Uygulanan

performans testlerinde mobil faz olarak asetonitril-ctanol karisimi kullanilmistir.

Mobil Faz Derisiminin Céziiniirliik Uzerine Etkisi
4 %80 ACN-%20 Et-OH 593
H 9620 ACN-%680 Et-OH ’
1,86
1,64
1,55 1,48
124 13 13 1,32 1.23 1,28 13
0,91
0,8 0,7 0,7
0 3 0,5 0'4 0’4 015 0,4 015
' 0,2 0.1 0,2
NI - S S S Y N R O R .
g &4 4 9 g L 4 4G g g S

Sekil 3.25. Mobil faz konsantrasyonunun pik ¢6ziiniirliigii tizerine etkisi

Sekil 3.25teki grafige bakildiginda ¢ikis lateksi miktari, monomer miktari, porojen
miktart ne olursa olsun %20 AcN-%80 Et-OH mobil faz kullaniminin,
kromatografide iki pikin birbirinden ayrilma derecesi olan ¢oziiniirliik bakimindan
daha 1iyi sonuclar verdigi goriilmektedir. Karsilastirmali kromatogramlar ve
¢oOziiniirliik degerleri goz Oniine alindiginda pikler i¢in ayrilma sinir1 olan R > 1’in
biitlin %20 AcN-%80 Et-OH mobil fazin kullanildigi durumlarda saglandigi ve
likopen ile B-karotenin basarili bir sekilde ayrildigi goriilmektedir. Biitiin kolon
dolgu malzemeleri i¢inde mobil faz konsantrasyonunun ¢oziiniirliikk iizerine etkisi

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).



127

Cikis lateksi/monomer Oraninin Coziiniirliik
Uzerine Etkisi
14 %80 ACN-%20 Et-OH

= M %20 ACN-%80 Et-OH
5 1,24 1,3 1,3 1,32
8
81 021 OS2 043 044
U-\ ’
0
0,2 0,3 0,4 0,5

Cikis lateksi/monomer orani

Sekil 3.26. Farkli ¢ikis lateksi/monomer oranlarimin likopen
ve B-karotenin ayrilma derecesi tizerine etkisi

Farkli ¢ikis lateksi/monomer oranlarinda sentezlenen kolon dolgu maddeleri (S-2, S-
3, S-4 ve S-5) i¢in likopen ve PB-karotenin ayrilma derecesi lizerine etkisi Sekil
3.26’da gosterilmektedir. Artan miktarlarda ¢ikis lateksinin piklerin ¢ozintirligi
lizerine etkisi, mobil faz konsantrasyonunun %80 AcN-%20 Et-OH oldugu kosulda
istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05). Fakat mobil faz konsantrasyonunun %20
ACN-%80 Et-OH oldugu durumda 6rnekler aras1 farklilik istatistiksel olarak dnemli
bulunmamistir (p>0.05). Farkli monomer/¢apraz baglayici oranlarinda ise her iki
mobil faz konsantrasyonunda gruplar arasi farklilik istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p<0.05). Artan monomer miktar1 piklerin ¢Oziiniirliik degerlerini
degistirmistir. Her iki mobil faz konsantrasyonunda da bu grup adsorbanlar (S-6, S-7,

S-8 ve S-9) i¢in piklerin birbirinden ayrilma derecesi azalmistir.

Monomer/capraz Baglayici Oraninin
Coziiniirliik Uzerine Etkisi

14 %80 ACN-%20 Et-OH

1,86 M %20 ACN-%80 Et-OH

== 9 1,64 155 ° ’
E r
[ 1,23
=
:E 1
N
Qo
o

0

0 0,125 0,25 0,5
Monomer/capraz baglayic

Sekil 3.27. Farkli monomer/¢apraz baglayici oranlarinin likopen
ve B-karotenin ayrilma derecesi iizerine etkisi
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Polimer recetesindeki porojen/capraz baglayici oraninin ¢oziniirliik iizerine etkisi
incelenecek olursa (Sekil 3.28), kolonun ayirma performansinin her iki mobil faz
derisimi iginde degistigi gorilmektedir. Porojen miktar1 arttikca ¢oziintirliikte

istatistiksel olarak énemli 6lgiide artmistir (p<0.05).

Porojen/capraz Baglayici Oraninin
Coziiniirliik Uzerine Etkisi

3 14%80 ACN-%20 Et-OH
— ¥ %20 ACN-%80 Et-OH 2,23
-
5 2 1,28 1,3 48
= 0,91 0,78
S 1 02 04 0,55 '
o 0,15 ,

0

0,4 0,8 1,2 2 2,4

Porojen/capraz baglayic

Sekil 3.28. Farkli porojen/gcapraz baglayict oranlarinin
likopen ve B-karotenin ayrilma derecesi iizerine
etkisi

3.2.3.3. Farkh (THFA-co-DVB) Kolonlarda Farklh Mobil Faz Derisimleri ile
Elde Edilen Kromatogramlardan Hesaplanan Likopen ve p-karoten icin

Alikkonma Faktorii

Alikonma faktorii akis hizindan bagimsiz olarak analitin kolonda alikonma siiresini
tanimlayan bir biiylikliiktiir ve kolon igerisinde yer alan partikiil ile mobil faz
icindeki analitin etkilesiminin Ol¢iisiidiir. Alikonma faktorii kolonlarin polarite

analizinde literatiirde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tablo 3.4 incelenecek olursa; artan miktarlarda ¢ikis lateksi/monomer orani da artan
miktarlarda porojen/capraz baglayici oram1 da her iki mobil faz ve her iki analit
icinde bilesenlerin alikonma faktoriinii etkilememistir (p>0.05). Sadece degisen
monomer/capraz baglayic1 oranlarinin alikonma faktorii lizerine etkisi istatistiksel
olarak o6nemli bulunmustur (p>0.05). Regetedeki monomer miktar1 arttikca
bilesenlerin kolonda tutulma stireleri kisalmistir. Bu da artan miktarlarda monomer
miktarinin kolon dolgu maddesinin polaritesini degistirdiginin bir gostergesidir.

DVB apolar karakterli, THFA ise polar karakterli bir monomerdir.
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Polimer recetesindeki THF A miktari arttik¢a kolonun polaritesi de artmistir ve apolar
karakterli likopen ve B-karotenin kolonda tutulma siireleri de istatistiksel olarak

Onemli Olgiide azalmistir.

Tablo 3.4. Sentezlenen adsorbanlara ait alikonma faktorii degerleri

p-karoten Likopen
Alikonma Faktorii Alikonma Faktorii
%80 ACN- %20 ACN- %80 ACN- %20 ACN-
%20 Et-OH %80 Et-OH %20 Et-OH %380 Et-OH

S-1 - - - -
Farkh S-2 14.077% 9.590" 16.205" 22.099"
cikas
lateksi/ S-3 13.062% 9.652% 16.272* 21.968"
monomer
oranlari S-4 13.113* 0.419" 15.793* 21.158"
S-5 12.395% 8.985" 14.995% 20.262"
S-6 32.461° 23.090% 52.185" 85.109°
m'z i'(;lr‘:er S-7 18.4258 12,8928 26.1375 37.7728
b/zg:’ar;il S-8 17.7478 12.712%8 22.876° 32.8218
oranlart o o 9.7748 7.1398 11.020¢ 14.634¢
S-10 12.5114 8.592% 13.936" 18.923"
Farkly S-11 13.5744 9.762" 15.745% 23.448"
5’:’;{?:22 S-12 13.138° 9.661° 15.833" 22 6297
l(’)iilnalf:l' 5-13 13.036" 9.5137 16.717° 23.807"
S-14 13.717% 9.590" 20.0174 25.714%

A-D: Ayni stitundaki birbirinden farkl: harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
(P<0.05) oldugunu gostermektedir.
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3.2.3.4. Farkh (THFA-co-DVB) Kolonlarda Farkli Mobil Faz Derisimleri ile

Elde Edilen Kromatogramlardan Hesaplanan Teorik Tabaka Sayis1 Degerleri

Yapilan caligmada, farkli AcN derisimlerinde teorik tabaka sayis1 1000-2000
civarinda degisen kolonlar elde edilmistir. Diigiik solvent derisimi ile yiiksek ayirma

veriminin elde edilebildigi basarili kolon dolgu maddeleri sentezlenmistir.

—&—Karoten (%80 ACN-%20Et-OH ) —i—Karoten (%20 ACN-%80 Et-OH)
Likopen (%80 ACN-%20 Et-OH) Likopen (%80 ACN-%20 Et-OH)

2100
1800

1500 | ___——4 —e '

1200 °
900 Lﬁ .
600
300

0

Teorik Tabaka Sayisi

0,2 0,3 0,4 0,5
Cikis lateksi/monomer oram

Sekil 3.29. Farkli ¢ikis lateksi/monomer oranlarinin kolonlarin
teorik tabaka sayisi tizerine etkisi

—&—Karoten (%80 ACN-%20Et-OH ) —i—Karoten (%20 ACN-%80 Et-OH)
Likopen (%80 ACN-%20 Et-OH) Likopen (%80 ACN-%20 Et-OH)

1800

= 1500
n .
% 1200 ' /
g W= —
& /
% 600 -
3 300
P‘

0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Monomer/capraz baglayici oram

Sekil 3.30. Farkli monomer/capraz baglayict oranlarinin kolonlarin
teorik tabaka sayisi lizerine etkisi

Sekil 3.29, Sekil 3.30 ve Sekil 3.31 farkli regetelerdeki sentez parametrelerinin kolon

dolgu maddelerinin teorik tabaka sayisi iizerlerine etkilerini gostermektedir. Tez
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calismasi boyunca kullanilan her iki mobil faz konsantrasyonunda ve her iki analit
kullaniminda da ¢ikis lateksi/monomer oraninin teorik tabaka sayisi iizerine etkisi
istatistiksel olarak oOnemli bulunmustur. Ayni sekilde degisen monomer/capraz
baglayici oraninin ve degisen porojen/capraz baglayict oraninin da kolonlarin teorik
tabaka sayisi lizerine etkisi istatistiksel olarak Oonemli bulunmustur (p<0.05). En
yiiksek teorik tabaka sayisi degerleri ¢ikis lateksi/monomer oraninin 0.4 oldugu,
monomer/capraz baglayici oraninin 0.4 oldugu ve porojen/capraz baglayici oraninin
da 2 oldugu kosullarda elde edilmistir. Fakat en iyi oOzellikteki kolon dolgu
malzemesi se¢imi icin biitlin test parametreleri, kolon dolgu maddelerinin

monodispersitesi ve morfolojik 6zellikleri hep birlikte degerlendirilmistir.

—4#—Karoten (%80 ACN-%20Et-OH ) == Karoten (%20 ACN-%80 Et-OH)
Likopen (%80 ACN-%20 Et-OH) Likopen (%20 ACN-%80 Et-OH)
_ 1800
%5; 1500
= 1200
=
= 600 "‘
% 300 by
=
ot 0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Porojen/capraz baglayici oram

Sekil 3.31. Farkli ¢ikis porojen/¢apraz baglayici oranlarinin kolonlarin
teorik tabaka sayisi lizerine etkisi

3.2.3.5. Farkh (THFA-co-DVB) Kolonlarda Farkli Mobil Faz Derisimleri ile
Elde Edilen Kromatogramlardan Hesaplanan Teorik Tabaka Yiiksekligi

Degerleri

Teorik tabaka yiiksekligi bir kolonun ne kadar hizli ve etkin calistiginin bir
gostergesidir. Teorik tabaka yiiksekligi teorik tabaka sayisi ile ters orantilidir. Bir
kolonun iyi performans gosterebilmesi i¢in teorik tabaka katsayisinin yiiksek olmasi
istenirken teorik tabaka yiiksekliginin de diisiik olmasi istenir. Likopen ve [-
karotenin analit olarak kullanildig1 durumda her iki mobil faz konsantrasyonunda da,

kolonlarin teorik tabaka yiiksekligi lizerine degisen ¢ikis lateksi/monomer oraninin
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monomer/¢apraz baglayici oraninin ve degisen porojen/capraz baglayici oraninin da

etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<<0.05)

Tablo 3.5. Sentezlenen adsorbanlara ait teorik tabaka yiiksekligi degerleri

p-karoten Likopen

Teorik Tabaka Yiiksekligi Teorik Tabaka Yiiksekligi

Mobil %80 ACN- 920 ACN- %80 ACN- %20 ACN-

faz %20 Et-OH %80 Et-OH %20 Et-OH %80 Et-OH
S-1 - - - -
S-2 0.077 0.122 0.073 0.173
S-3 0.065 0.107 0.058 0.132
S-4 0.066 0.106 0.052 0.122
S-5 0.065 0.062 0.103 0.134
S-6 0.133 0.232 0.102 0.179
S-7 0.097 0.095 0.160 0.178
S-8 0.072 0.118 0.059 0.114
S-9 0.075 0.110 0.071 0.137
S-10 0.164 0.256 0.176 0.310
S-11 0.091 0.145 0.097 0.188
S-12 0.078 0.133 0.068 0.148
S-13 0.079 0.067 0.119 0.157

S-14 0.201 0.172 0.067 0.158
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3.3. Domatesten Likopen Saflastiriimasi

3.3.1. Domateste Yapilan Analizler

Domates meyvesinin 6nemli bir kismi sudan olusmaktadir. Geriye kalan kisminda ise
karbonhidratlar, organik asitler, aminoasitler, vitaminler, pigmentler, fenolik
bilesikler ve c¢esitli mineral maddeleri bulunmaktadir. Meyvenin gelisimi ve
olgunlagmasi sirasinda bu bilesenlerde 6nemli degisimler meydana gelmektedir. Belli
bash degisimler; nisastanin pargalanmasi, glikoz ve fruktozun sentezlenmesi,
klorofilin parcalanmasi, karoten ve likopenin sentezlenmesi, aroma bilesenlerinin
meydana gelmesi seklinde siralanabilir. Meyvenin biiylime ve olgunlagmasina paralel
olarak meydana gelen bu olaylar meyvenin renginde, tat ve tekstiiriinde degisimlere
neden olurlar [62, 159].

Yapilan tez calismasinda domates meyvesi tiim halde par¢alanmis ve domates pulpu
elde edilmistir. Elde edilen pulp paket preslerden gecirilmis ve 5000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Boylece pargalanan domates, posa ve serum suyu olmak {izere iki
forma ayrilmistir. Ayrilan bu formlardan domates serum suyunda organik asit ve
seker analizi yapilmistir. Posa ve suda ise toplam likopen analizi yapilmistir ve

posadan likopen saflastirilmistir.

3.3.1.1. Kuru Madde Analizi

Domateste meyve kalitesini etkileyen en onemli faktdrlerden birisi de kuru madde
igerigidir. Olgun bir domates meyvesinin kuru madde igerigi toplam agirligin %5-
7’sini olusturmaktadir. Toplam kuru madde suda ¢6ziinebilen ve suda ¢éziinemeyen
olmak iizere iki kistmdan olusmaktadir. indirgen sekerler ve organik asitler suda
¢oziinebilen kismi1 olusturmakta iken, proteinler, pektinler, seliilloz ve polisakkaritler
coziinemeyen kisimda yer almaktadir [62, 159]. Calismada kullanilan domates
meyvesine ve ayrilan fraksiyonlarina ait kuru madde igerikleri literatiirde belirtilen
degerlere esdeger bulunmus ve Tablo 3.6’da verilerek ayrilan domates
fraksiyonlarinda likopen miktarinin hesaplanmasi asamasinda gerekli hesaplamalarda

kullanilmastir.
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Tablo 3.6. Domates fraksiyonlarinda kuru madde miktar

Uriin Kuru Madde (%)
Domates Pulp 6.39+0.24
Domates Serum Suyu 4.68+0.56
Domates Posasi 20.32+1.03

3.3.1.2. Organik Asit ve Seker Analizi

Meyve ve sebzelerde bulunan organik asitler, sekerlerle birlikte meyvenin
karakteristik tadint olusturmasi bakimindan oldukc¢a 6nemlidir. Organik asitler taze
domateste kuru maddenin yaklasik %10-20’lik kismin1 olusturmaktadir. Sekerler ise
olgun ve taze bir domatesin kuru maddesinin yaklasik %50-60’1n1 olusturmaktadir.
Domateste bulunan sekerler glikoz ve fruktoz basta olmak lizere ¢ok az miktarda da
sakkarozdan olugmaktadir. Organik asitler ise; malik, sitrik asit ve askorbik asit basta
olmak tizere ¢ok az miktarda formik ve oksalik asitten olusmaktadir [62]. Yapilan
calismada domates serum suyunda organik asit ve seker analizi yapilmistir. Sonuglar
literatlire benzer bulunmustur. Domates meyvesine ait organik asit kromatogrami
Sekil 3.32°de gosterilmektedir. Tablo 3.7 domates meyvesinde bulunan organik
asitlerin konsantrasyonlart ppm olarak gdstermektedir. Organik asit standart
karistmina ait kromatogrami Ek-7°de verilmistir. Toplam organik asit miktari
4208.08 mg/kg olarak hesaplanmistir. Bu da toplam kuru maddenin %6.5’lik kismina
karsilik gelmektedir.

Tablo 3.7. Domates meyvesinde organik asit miktari

Organik asit Miktar (ppm)
Malik Asit 1149.13
Sitrik Asit 464.57
Askorbik asit 88.11
Oksalik asit 1121.89
Asetik asit 1384.37

Toplam 4208.08
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Sekil 3.32. Domatese ait organik asit kromatogrami

Domates meyvesinde bulunan sekerlere ait kromatogram da Sekil 3.33’de
gosterilmektedir. Tablo 3.8 domates meyvesinde bulunan glikoz ve fruktozun
konsantrasyonunu ppm olarak gostermektedir. Yapilan analizde toplam seker miktari
37156.8 mg/kg domates olarak bulunmustur ve bu da toplam kuru maddenin

%358’ine karsilik gelmektedir ve literatiir bilgisi ile benzerlik gostermektedir [159].
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Sekil 3.33. Domateste bulunan sekerlere ait s1vi kromatogrami
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Tablo 3.8. Domates meyvesinde seker miktari

Seker Miktar (ppm)
Glukoz 19417.6
Fruktoz 17739.2
Toplam 37156.8

Hesaplamalarda kullanilan organik asitlere ve sekerlere ait kalibrasyon dogrular1 da

ekler kisminda (Ek 6-7-8) verilmektedir.

3.3.1.3. Domates Meyvesinde ve Ayrilan Fraksiyonlarinda Likopen Analizi

Yapilan ¢aligmalar sonucunda; domates meyvesinde, domates posasinda ve kalan
domates suyunda bulunan likopen miktarlar1 belirlenmistir. Taze domates meyvesi
tiim halde ezilerek pulp haline getirilmis ve igerigindeki likopen miktar1 331.6 mg/kg
taze domates ve P-karoten miktart ise 30.35 mg/kg taze domates olarak
hesaplanmistir. Domates suyunun preslenerek ve santrifiijlenerek ayrilmasindan
sonra elde edilen domates posasindaki likopen miktar1 2036.6 mg/kg posa ve f-
karoten miktar1 186.74 mg/kg posa olarak hesaplanmistir. Posasi alindiktan sonra
kalan domates suyunda ise likopen ve B-karoten miktar1 ¢ok diisiik bulunmustur.
Likopen miktar1 1.47 mg/kg su ve P-karoten miktar1 0.063 mg/kg su olarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar gostermektedir ki; likopen ve B- domates suyuna
gegmemekte ve biiyiik bir kism1 domates endiistrisinde atik olarak uzaklastirilan posa

kisminda bulunmaktadir. Sonuglar Tablo 3.9°da listelenmistir.

Tablo 3.9. Domateste ve fraksiyonlarinda likopen miktari

Likopen Miktar B-karoten

Uriin (ppm) miktar1 (ppm)
Domates pulpu (tiim domates) 331.61 30.35
Domates posasi 2036.60 186.74

Domates suyu 1.47 0.06
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3.3.2. Preparatif LC Ile Likopenin Saflastirilmasi

Tez c¢alismasinin Onceki basamaklarinda aciklandigr sekilde sentezlenen ve
karakterize edilen kolon dolgu maddelerinden S-4 kodlu adsorban preparatif LC
calismalarinda kullanilmistir. En iyi performans gosteren es boyutlu S-4 kodlu kolon
dolgu materyali, preparatif LC analizi ig¢in 2.12 c¢cm i¢ ¢apa ve 10 cm uzunluga sahip
paslanmaz celik preparatif kolona doldurulmustur. Kullanima hazir preparatif kolon
sartlandirilmis ve cesitli mobil faz konsantrasyonlar1 denenerek likopenin diger
bilesenlerden en iyi sekilde ayrilmasma g¢alisilmistir. Bolim 3.3.1.3’deki sonuglar
dogrultusunda domates posasindan ultrason destekli ve basamakli kloroform
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrakt saflastirilmak {izere stok likopen c¢ozeltisi
olarak kullanilmistir. Saflastirma islemi Boliim 2.5.5’de ayrintili olarak anlatildig:
sekilde uygulanmistir. Domates posast ekstraktindan saflastirilan likopen %95
saflikta Sigma likopen standard ile karsilastirilmis ve saflik derecesi belirlenmistir.
Domates ekstraktina, preparatif kolonda saflastirilan likopene ve bunlarin
karsilastirmali olarak cakistirildigi kromatogramlar Sekil 3.34, 3.35 ve 3.36’da

verilmistir.
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Sekil 3.34. Domates posast ekstraktina ait kromatogram (450 nm)
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Sekil 3.36. Domates ekstrakt1 ve preparatif kolon ¢ikisinin karsilastirilmasi (450 nm)
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Sekil 3.37°de goriilen likopen bir¢ok kombinasyon denenerek en saf halde metanol
yikamasi ile elde edilebilmistir. Sekil 3.38 ise % 95 saflikta Sigma ticari likopen
standardina aittir. Saflastirilan likopenin farkli dalga boylarinda da taramalar
yapilmustir. Organik asit taramasi i¢in 200 nm’de enjeksiyon yapilmistir. 200 nm’de
sadece kloroform enjeksiyonu ve kloroform igerisinde ¢6ziilmiis likopen enjeksiyonu
yapilmis ve karsilastirilmistir. 200 nm taramasinda ¢ozgen olarak kullanilan
kloroform ve likopen disinda higbir pike rastlanmamistir. Karsilastirmali yorumlar
gostermektedir ki, saflastirilan iiriin likopen disinda higbir bilesen icermemektedir.
Farkli dalga boylarindaki taramalara ait kromatogramlar ekler bolimiinde (Ek-10,
Ek-11) verilmektedir.

Sonug olarak 0.053 g/mL kuru madde igerigindeki domates posast ekstraktindan
%356.25 verimle %98.99 saflikta likopen elde edilmistir.
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Sekil 3.37. Preparatif kolonda saflastirilan likopen kromatogrami (450 nm)
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Sekil 3.38. Likopen standardina ait kromatogram (450 nm)

3.4. Likopenin Enkapsiilasyonu

Genel olarak bir kapsiiliin performansi, zarin kalinlii, zar porozitesi ve mekanik
ozellikleriyle beraber ylizey alani ve kapsiil boyut dagilimiyla ifade edilmektedir.
Ornegin zar kalmligi arttikga gevreledigi matriks daha iyi korunacaktir, kapsiil
kiigiildiikge radyal kiitle transferi hizlanacaktir. Bu amagla kapsiil boyutunu kontrol
etmek ve daha spesifik olarak belirli bir boyuta kiiciiltmek icin; gelistirilen titresimli
dagitma sistemi kullanilmigtir. Deney diizenegindeki titresim iinitesiyle uygulanan
sabit titresimin, pompalanan emiilsiyonu kiigiik sivi damlaciklari halinde dagitmasi

prensibinden faydalanilmigtir.

Yapilan arastirmanin mikroenkapsiilasyon kisminda literatiir incelemeleri sirasinda
likopenin sodyum aljinat kullanilarak kapsiillendigi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.
Dolayisyla enkapsiilasyon calismalar1 kaplama materyali olarak sodyum aljinat

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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Calisma kapsaminda elde edilen aljinat-likopen mikrokiire olusum kosullarinin
belirlenmesi ile diizgiin homojen ve kiiresel yapiya sahip olmalarinda, aljinat
konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla ¢alismada 4 farkli sodyum aljinat
konsantrasyonu (%0.5, 1, 1.5, 2) ile ¢alistlmistir. Ayrica partikiil ¢aplar1 ve sekilleri
tizerine akis hizinin etkisinin belirlenmesi amaciyla da her bir sodyum aljinat
konsantrasyonunda 6 farkli pompalama akis hizi (0.5 mL/dk, 1 mL/dk, 1.5 mL/dk, 2
mL/dk, 2.5 mL/dk, 3 mL/dk) ile ¢alisiimistir.

Daha sonra elde edilen kapsiiller dondurularak kurutulmustur. Dondurarak kurutma
yonteminin en biiylik avantajlari, kaybin ¢ok diisiik olmasi, elde edilen {iriiniin
rekonstitiisyon Ozelliklerinin ¢ok iyi olmasi, ¢ozlinen maddelerin gida igerisindeki

hareketi dolayisiyla kayiplarin minimum olmasidir.

3.4.1. Enkapsiilasyon Verimi

Enkapsiilasyon ~ veriminin  hesaplanmasinda 4  farkli  sodyum  aljinat
konsantrasyonunda 1.5 mL/dk akis hizinda iiretilen likopen yiiklii mikrokapsiiller
kullanilmistir. Tablo 3.10 artan yilizdelerde sodyum aljinat iceren partikiillerin
enkapsiilasyon verimlerini gostermektedir. Invers jellesme ydnteminde damlatma

metoduyla %60-70 araliginda degisen verimle enkapsiiller elde edilmistir.

Tablo 3.10. Farkli sodyum aljinat konsantrasyonlarinda enkapstilasyon verimi

Ornek % Verim
%0.5 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 67.4+0.02°8
%1 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 69.3+0.114
%1.5 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 60.2+0.17°
%2 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 66.1+0.84°

A-D: Ayni siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark (P<0.05) oldugunu géstermektedir.
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3.4.2. Kapsiillerin Optik Analizi, Ortalama Cap ve Boyut Dagilimlar:

Kapsiillerin optik analizi Bolim 2.7.7°de anlatildig1 sekilde optik mikroskop
kameradan alinan goriintiilerin islenmesi yoluyla yapilmaistir.

Bu boliimde farkli membran kompozisyonlarinda ve farkli akis hizlarinda iiretilen
1islak kapsiillerin ortalama ¢aplari, boy dagilimi degisim katsayilar1 ve literatiirde
karsilik gelen partikiil sekilleri verilmektedir. Damlatma yonteminde elde edilen
emiilsiyon damlaciklari, membran polimeri ¢ozelti ylizeyinden gecerken birtakim
sekil bozukluklarma ugramakta veya dagilmaktadir. Bu durum, jellesme
havuzundaki ¢ozeltinin viskozitesinin, emiilsiyon igerisindeki membran ¢ozeltisinin
viskozitesine orani ile ilgilidir. Bu yiizden, membran ¢6zeltisinde kullanilan polimer
derisimi kapsiil membraninin fiziksel 6zellikleri bakimindan oldukca etkili bir
parametredir. Tablo 3.11°de farkli sodyum aljinat konsantasyonlarinda ve akis
hizlarinda kapsiillenen partikiillere literatiirde karsilik gelen enkapsiil morfolojileri
verilmigtir. Tablo 3.11 incelenecek olursa, enkapsiilasyonda kullanilan sodyum

aljinat oraninin partikiil sekilleri {izerine en etkili parametre oldugu sdylenebilir.

Calisilan 4 farkli sodyum aljinat konsantrasyonuna ait farkli pompalama akis
hizlarinda iiretilen kapsiillere ait goriintiiler teker teker ele alinarak incelenmistir.
Sodyum aljinat konsantrasyonunun ve akis hizinin ortalama partikiil ¢apini nasil
degistirdigi grafiklerle agiklanmistir.

Kamerali optik mikroskop goriintiileri iizerinden Olgiilen partikiil caplarindan
hesaplanan % degisim katsayilar1 yine grafiklerle agiklanmis ve tartigilarak
karsilastirilmistir.

Sodyum aljinat konsantrasyonu ve akis hizi etkilesiminin 1slak halde bulunan ve
dondurularak kurutulmus kapsiillerin sekilleri {izerine etkisi tek tek ele alinarak

sekillerle agiklanmustir.
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Tablo 3.11. Mikroenkapsiillerde olusan sekiller

aljsiﬁgzsgm Akis hiza Olusan.Partikﬁl

(%) (mL/dk) Sekli [138]
0.5 0.5 oo

0.5 1 oe

0.5 1.5 é

0.5 2 é

0.5 2.5 é

0.5 3 . @

1 0.5 é

. ! 6

1 1.5 -

1 2 °

1 2.5 @

1 3 v
1.5 0.5 9
15 1 .
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e %0.5 Sodyum Aljinat Konsantrasyonunda Uretilen Mikrokapsiiller

Sodyum aljinat konsantrasyonunun %0.5 oldugu durumda pompalama akis hiz1 0.5,
1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 mL/dk olan mikrokapsiillerin 151k mikroskobu goriintiileri sirastyla
Sekil 3.41°de verilmektedir. Mikroskop goriintiilerinden de goriildiigi tizere akis
hizina bagli olmaksizin diizgiin ve kiiresel formda kapsiiller elde edilememis, gozyas1
seklinde, kuyruklu, yamuk ve stabilitesi zayif kiireler elde edilmistir. Akis hizinin
artmasiyla partikiil sekillerinde bozulmanin arttig1 goriilmiistiir.

AFSENATGIE 3T *

Sekil 3.39. %0.5 Sodyum aljinat konsantrasyonunda {iretilen mikrokapsiillerin

151k mikroskobu goriintiileri (8 X)
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Sekil 3.40. %0.5 Sodyum aljinat konsantrasyonunda iiretilen mikrokapsiillerin

ortalama ¢ap ve % degisim katsayilari

Sekil 3.39” dan goriildiigii izere %0.5 sodyum aljinat konsantrasyonunda 1slak halde
200-400 pm araliginda mikropartikiiller elde edilmistir. Grafik ve mikroskop
goriintiileri incelendigi taktirde akis hizinin artmasiyla ortalama partikiil ¢apinin
azaldigi ve % degisim katsayisinin arttign goriilmektedir (p<0.05). % degisim
katsayisinin artmasi polidispersitenin arttig1 ve partikiil sekillerinin tutarsiz oldugu
anlamina gelmektedir. Sekil 3.41 ise 1.5 mL/dk akis hizindaki enkapsiillerin
liyofilize edildikten sonraki goriintiisiine aittir. Sekilden de goriildiigi tizere serbest

ve dagimik sekilli diisiik stabilitede liyofilize enkapsiiller elde edilmistir.

S8% 2

Sekil 3.41. Liyofilize mikrokapsiil (%0.5 sodyum aljinat
konsantrasyonu ve 1.5 mL/dk akis hiz1)
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e %1 Sodyum Aljinat Konsantrasyonunda Uretilen Mikrokapsiiller

&

Sekil 3.42. %1 Sodyum aljinat konsantrasyonunda iiretilen mikrokapsiillerin

151k mikroskobu goriintiileri (8 X)

Sodyum aljinat konsantrasyonunun %1 oldugu durumda pompalama akis hiz1 0.5, 1,
1.5, 2, 2.5 ve 3 mL/dk olan mikrokapsiillerin 151k mikroskobu goriintiileri sirasiyla
Sekil 3.42°de verilmektedir. Mikroskop goriintiilerinden de goriildiigli lizere akis
hizinin 0.5 ve 1 mL oldugu kosullarda morfolojisi diizglin olmayan gézyasi damlalari
seklinde enkapsiiller elde edilmistir. Ayrica gozyast seklindeki kapsiillerde

kiiresellesme bozuk oldugu i¢in, homojen olmayan bir matriks gézlemlenmistir. Akis
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hizinin 1.5 ile 3 mL/dk aralifinda oldugu denemelerde ise kismen daha diizgiin fakat
boy dagilimi daha dar bir aralikta olan kiireler elde edilmistir. Aljinat
konsantrasyonunun %0.5 oldugu duruma gore daha biiylik partikiil capina sahip
kiireler elde edilmis ve akis hizinin artmasiyla 3 mL/dk’ya kadar, ortalama partikiil
capinda da artis gozlemlenmistir. Ortalama 600 um ¢apindaki partikiillerin ¢aplart ve
caplarin % degisim katsayilar1 Sekil 3.43’te goriilmektedir.

= -
;“ 600 - %0,15 7
: =
- . [~-1 _
g 400 m%1 2 01 %1
=1 52 sodyum g sodyum
g 00 - aljinat 20,05 - aljinat
= ]
E 0 - 2 o4
o 051152253 f 051 15 2 25 3

Akis hiz1 (ml/dk) Al Hizi (ml/dk)

Sekil 3.43. %1 Sodyum aljinat konsantrasyonunda tretilen mikrokapsiillerin

ortalama cap ve % degisim katsayilar

Sekil 3.44 ise 1.5 mL/dk akis hizindaki enkapsiillerin liyofilize edildikten sonraki
goriintiistine aittir. %1 sodyum aljinat konsantrasyonunda tam kiiresel olmayan

partikiiller liyofilize edildikten sonra sekillerinde bir miktar daha bozulmalar

gbzlemlenmistir.

Sekil 3.44. Liyofilize mikrokapsiil (%1 sodyum aljinat
konsantrasyonu ve 1.5 mL/dk akis hiz1)
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e %1.5 Sodyum Aljinat Konsantrasyonunda Uretilen Mikrokapsiiller

Sekil 3.45 sodyum aljinat konsantrasyonunun %1.5 oldugu durumda pompalama akis
hizt 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 mL/dk olan mikrokapsiillere ait 151k mikroskobu
goriintiilerini  gostermektedir. Sodyum aljinat konsantrasyonunun %]1.5 oldugu

durumdaki deney grubunda morfolojisi olduk¢a diizgiin, homojen ve % degisim

katsayist diisiik, stabil mikrokapsiiller elde edilmistir.

*s' > —; N - ; 3 . ‘.

Sekil 3.45. %1.5 Sodyum aljinat konsantrasyonunda iiretilen mikrokapsiillerin

151k mikroskobu goriintiileri (8 X)
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Sekil 3.46 incelendiginde sodyum aljinat konsantrasyonunun %1.5’e ¢ikarildiginda
partikiillerin ortalama capinda da bir artis goriilmektedir. Ortalama partikiil ¢aplari
400-600 pum araliginda kiireler elde edilmistir ve kiirelerin ¢aplari pompalama akis

hizinin artmasiyla artmistir.

& _
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£ aljinat o ’ aljinat
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Sekil 3.46. %1.5 Sodyum aljinat konsantrasyonunda iiretilen mikrokapsiillerin

ortalama ¢ap ve % degisim katsayilari

Sekil 3.47 1.5 ml/dk akis hizindaki enkapsiillerin liyofilize edildikten sonraki
gorlintlisiine  aittir. Partikiiller dondurularak kurutulduktan sonra da kiiresel

formlarini koruyabilmiglerdir.
' o - 5 gl y i

) Ly
Sekil 3.47. Liyofilize mikrokapsiil (%]1.5 sodyum aljinat
konsantrasyonu ve 1.5 mL/dk akis hiz1)
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o %2 Sodyum Aljinat Konsantrasyonunda Uretilen Mikrokapsiiller

Yapilan literatiir incelemeleri dogrultusunda pek ¢ok calismada oldugu gibi, %2
sodyum aljinat konsantrasyonu istenilen ozelliklerde mikrokapsiil elde edilmesine
olanak saglamaktadir. Calismanin enkapsiilasyon kismi biitlinliyle incelendigi
takdirde en 1y1 performans gosteren ve en iist diizey kalitede kapsiillerin, %2 sodyum

aljinat konsantrasyonunda elde edildigi Sekil 3.48’den goriilmektedir.

& D | ﬁ:
{ ,A‘ o A e

Sekil 3.48. %2 Sodyum aljinat konsantrasyonunda firetilen mikrokapsiillerin

151k mikroskobu goriintiileri (8 X)
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Tiim ¢alisma boyunca aljinat konsantrasyonunun artigina bagl olarak, kiire yiizeyleri
daha diizgiin, tam kiiresel, kaplama kalitesi oldukca iyi ve daha seffaf, parlak es
boyutlu kapsiiller elde edilmistir. Ayrica artan sodyum aljinat orani, kapsiillerin
ortalama partikiil c¢aplarinda da artisa sebep olmustur. %2 sodyum aljinat
konsantrasyonunda ortalama 620-650 pm c¢apinda % degisim katsayist ¢ok kiigiik
monodispers mikrokapsiiller elde edilmistir. Akis hizinin 0.5 mL/dk oldugu durumda
diizgiin bir akis profili saglanamamis ve % degisim katsayisinda yaklasik 3 kat artisa
sebep olmustur (Sekil 3.49).

2 0,15 -
-1 ]
S 600 - g
E . 'E 0,1 - m%2
g400 m%2 = sodyum
Q'20(] E Sc?(.jyum E aljinat
= aljinat 20,05 -
g 520
N e — i —_—_—__ a
s ®
g 05 1 15 2 25 3 S0

Akis hiz1 (ml/dk) 05 1 15 2 25 3

Akis hizi

Sekil 3.49. %2 Sodyum aljinat konsantrasyonunda iiretilen mikrokapsiillerin

ortalama cap ve % degisim katsayilar

Sekil 3.50 %2 sodyum aljinat konsantrasyonunda iiretilen 6rneklerin dondurularak
kurutulmus goriintiilerine aittir. Sonug¢ olarak, %1.5 ve %2 sodyum aljinat
konsantrasyonunda kiireler liyofilize edildikten sonra da tam kiireselligini,
stabilitesini ve yapisini koruyabilmiglerdir.
EL 20
3 $o A -

do PO

Sekil 3.50. Liyofilize mikrokapsiil (%1.5 sodyum aljinat
konsantrasyonu ve 1.5 mL/dk akis hizi)
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3.4.3. Kapsiillerin Taramah Elektron Mikroskobu Gdoriintiileri

Secilen mikrokapsiillerin taramali elektron mikroskobu goriintiileri 6rnekler liyofilize
edildikten sonra Boliim 2.3.2’°de anlatildig1 sekilde alinmistir. Farkli biiyiitmelerdeki
likopen yiiklenmis ve bos aljinat kiirelerin mikrograflar1 Sekil 3.51 ve 3.52’de
verilmistir. Caligmanin bu kisminda, %1.5 Sodyum aljinat konsantrasyonda ve 1.5

mL/dk akis hizinda iiretilen (EL 14) mikrokapsiillere ait goriintiiler verilmektedir.

e Likopen Yiiklii Sodyum Aljinat Kapsiil

Sekil 3.51. Likopen yiiklii sodyum aljinat kapsiiliin SEM mikrografi
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e Bos Sodyum Aljinat Kapsiil

%1.5 Sodyum Aljinat Konsantrasyonu ve 1.5 mL/dk akis hizinda iiretilen likopen

yiiklenmemis kapsiile ait goriintiiler verilmektedir.

Sekil 3.52. Bos aljinat kapstiliin SEM mikrografi

Yapilan caligmada enkapsiile likopen iceren toz preparatlarin SEM goriintiilerinde
partikiillerin morfolojisinde az da olsa bozulmalar gbzlenmistir. Bu bozulmanin da
dondurarak kurutma isleminden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Dondurma
islemi esnasinda olusan buz kristalleri yag damlaciklarinin igine niifuz ederek

partikiil ara yiizeylerine zarar vermektedir. Liyofilize edilen partikiillerde kurutma
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sirasinda ortamdan uzaklagan su, 1slak partikiillere oranla partikiil ¢apinda yaklasik
100 pm’lik bir azalmaya sebep olmustur. Likopen yiikli aljinat kapsiiliin yilizeyi
oldukca gozenekli bir yapiya sahiptir ve dolayisi ile oldukca genis bir ylizey alanina
sahiptir. Ayrica sadece sodyum aljinattan olusan bos mikroenkapsiiliin yilizeyinde
dondurarak kurutma sirasinda olusan vakumdan dolay1 partikiillerin kiireselliginde

bozulma, biiziilme ve ¢okmeler gozlemlenmistir.

3.4.4. Kapsiillerin Cekirdek Sizintis1 Ol¢iimii

1.5 mL/dk akis hizinda iiretilen liyofilize enkapsiillerin, ortam sicaklig1 kontrollii
olarak artirilarak kuru agirlik bazinda ¢ekirdek sizintist degerleri hesaplanmuistir.
%0.5 sodyum aljinat konsantrasyonunda toplam enkapsiil agirhiginin %3’ kadar
cekirdekten matriks sizintist saptanmistir. Bu da membranin zayifligindan ve
gozenekli yapisindan kaynaklanmaktadir. Fakat %1, %1.5 ve %2 oranlarinda aljinat-
Ca jel yapisindaki membranin uygulanan sicaklik degerlerinde ¢ekirdek igerigini

oldukea iyi oranda hapsettigi ve goriillmektedir.

Tablo 3.12. Enkapsiillerin % ¢ekirdek sizintisi

(%) Cekirdek

Ornek
Si1zintisi
%0.5 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 3.0+0.3%
%1 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 1.2+0.6"®
%1.5 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 1.0£0.2%
%2 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 1.0+£0.14

A-B: Aym siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (P<0.05) oldugunu gostermektedir. Ortalama + standart sapma

3.4.5. Kapsiillerin in Vitro Ortamda Kontrollii Salim Testleri

Enkapsiile edilen maddeleri hedeflendirmenin ya da kontrollii salimin amaci;
gbzlenen olumsuzluklar1 elimine etmek ya da en aza indirgemek, hiicresel diizeylere
taginmay1 arttirmak, bu maddelerin dolasimda ya da diger biyolojik sivilardaki

konsantrasyonunu ve salim kinetiklerini optimize etmek, maddelerin stabilitesini
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arttirmak ve viicudun diger bolgelerinde istenmeyen etkilesime neden olmadan hedef

bolgede istenilen diizeyde farmakolojik yanit elde etmektir.

Tablo 3.13. Enkapsiillerin yapay mide ve bagirsak ortamindaki stabilitesi

% Salim (30 dakika)

Ornek
pH 2 pH 7
%0.5 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 86+1.4" 100
%1 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 61+2.28 100
%1.5 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 43+0.8¢ 100
%2 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii 41+1.6° 100

A-D: Aynu siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
(P<0.05) oldugunu gostermektedir. Ortalama + standart sapma

Tablo 3.13 fiiretilen mikroenkapsiillerin yapay mide ve bagirsak ortamindaki
stabilitesini ve likopenin % salim degerlerini gdstermektedir. Tabloda enkapsiillerin
yapay mide ortaminda (pH 2) yapay bagirsak (pH 7) ortamina gére daha stabil
olduklar1 goriilmektedir. Yapidaki sodyum aljinat orami arttikca enkapsiillerin
midedeki salimi da azalmaktadir. Yapay bagirsak ortaminda ise ilk 10 dakika
icerisinde tiim enkapsiiller a¢ilmis ve kapsiillerin i¢indeki likopen tamamen ortama

salinmistr.

Ik 30 dakikalik siirede %0.5 sodyum aljinat igeren kapsiiller igerdikleri likopenin
%86’s1n1 asidik mide ortamma birakmistir. Kapsiil membranindaki sodyum aljinat
konsantrasyonu arttik¢ca asidik ortama salinan likopen de azalmis ve kapsiillerin
dayanikliligr artmistir. %1.5 ve %2 sodyum aljinat oraninda literatiirde belirtilen
degerlere ulasilmis ve icerigindeki likopen belirli oranda korunabilmistir. Yapay
bagirsak ortaminda, yani nétr pH degerinde sodyum aljinat konsantrasyonu fark
etmeksizin ilk 10 dakika igerisinde kapsiillerdeki likopen tamamen ortam sivisina
salinmigtir. Sekil 3.53 %2 sodyum aljinat igceren mikrokapstllerin yapay mide
stvisindaki 30. dakika Ornegine ve yapay bagirsak sivisi igerisindeki 10.dakika
ornegine aittir. Sekilden de her iki reaktdrdeki stabilitesini koruyan ve tamamen

dagilan kapsiiller agik¢a goriilmektedir.



156

Sekil 3.53. %2 sodyum aljinat iceren enkapsiillerin yapay mide ve bagirsak
ortamindaki gorlintiileri

3.4.6. Enkapsiile Edilmis Likopenin Model Uriin Analizleri

3.4.6.2. Keklerin Mikroskop Goriintiileri

Caligmanin enkapsiilasyon kisminda likopenin segilen bir model iiriinde uygulanmasi
amaciyla kek model gida olarak segilmistir. Ayni miktarda likopen igeren farkli
sodyum aljinat oranlarindaki Orneklerden 1.5 mL/dk akis hizinda elde edilen
enkapsiiller kek iiretiminde kullanilmistir. Kekler 180 °C sicaklikta pisirilmistir ve
uygulanan bu sicaklikta enkapsiille likopenlerin keklerin i¢inde salinmadan kaldiklar1
mikroskop goriintiilerinden agikca goriilmektedir. Sekil 3.54 enkapsiile likopen
katkili kek 6rneklerinin mikroskop goriintiilerine aittir. Ayrica sekilden de goriildiigi
tizere sari-turuncu renkli likopen enkapsiilleri yap1 igerisinde net bir sekilde

goriilebilmektedir.
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Sekil 3.54. Enkapsiile likopen katkili keklerin optik mikroskop goriintiileri

3.4.6.2. Renk Analizi

Enkapsiile likopen katkili keklerin renk degerleri Tablo 3.14’te verilmektedir. Ayni
miktarda likopen igeren ve farkli sodyum aljinat konsantrasyonlarindaki enkapsiil
katkili keklerin, L*, a* ve b* degerleri tizerine sodyum aljinat oraninin etkisi
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Kirmiziligin bir gdstergesi olan a* degerine
bakildiginda kontrol grubuna gore olduk¢a 6nemli faklilik belirlenmistir (p<<0.05).
Ayrica sodyum aljinat oraninin artmasiyla a* degerinde lineer bir artis

gbzlemlenmistir. Enkapsiil yapisindaki sodyum aljinat konsantrasyonu arttikca daha
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stabil, kaliteli, ylizeyi ve morfolojisi diizgiin partikiiller elde edilmistir. Bu da kek
igerisindeki yiiksek sodyum aljinat konsantrasyonundaki kapsiiliin likopeni daha iyi
korudugunu gostermektedir. Kontrol grubuna gore diger 6rneklerin L*, a* ve b*
degerlerinde artis belirlenmigtir. Hafif sar1 renkte olan, parlak ve likopen yiikli

kapsiil ilavesi keklerin parlaklik, kirmizilik ve sarilik degerlerinde artisa neden

olmustur.
Tablo 3.14. Keklerin renk degerleri

Ornek L* a* b*
Kontrol 51.17+2.44%  0.84+0.66" 21.65+1.33"
%0.5 sodyum aljinat-likopen

53.27+1.63%  2.76:0.21° 23.12+0.18°
enkapsiilii katkili kek
%1 sodyum aljinat-likopen

56.57+1.59¢  2.96+0.15% 23.06+0.528
enkapsiilii katkili kek
%1.5 sodyum aljinat-likopen

54.2442.22%¢ 3.33+0.13° 23.90+0.115¢
enkapsiilii katkili kek
%2 sodyum aljinat-likopen

51.51£1.26"  4.35+0.34° 25.67+0.85°

enkapsiilii katkili kek

A-D: Ayni siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
(P<0.05) oldugunu gostermektedir.
Ortalama =+ standart sapma

3.4.6.3. Keklerin Radikal Siipiiriicii Gii¢lerinin Belirlenmesi

Enkapsiile likopen katkili keklerin kontrol grubuna gore % antiradikal aktiviteleri
Tablo 3.15°de verilmektedir. Farkli sodyum aljinat konsantrasyonlarindaki enkapsil
katkilt keklerin, radikal siipiiriicii giigleri iizerine sodyum aljinat oraninin etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Tablodaki degerler incelendigi
takdirde, ayn1 miktarda likopen iceren enkapsiil igerigindeki sodyum aljinat oram
arttikca belirlenen radikal siipiiriicii glicte bir azalma tespit edilmistir. Bu durum kek
orneklerinden ekstrakt elde edilirken sodyum aljinat konsantrasyonu fazla olan

kapsiillerden likopenin tamamen ekstrakte edilememesiyle agiklanabilir.
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Tablo 3.15. Keklerin % antiradikal aktiviteleri

. Antiradikal
Ornek .
Aktivite (%)
Kontrol 15.30+0.59"
%0.5 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii katkili kek 41.55+1.10°
%1 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii katkili kek 42.13+0.63°
%1.5 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii katkili kek 39.30+0.97¢
%2 sodyum aljinat-likopen enkapsiilii katkili kek 34.12+0.41°

A-D: Ayni siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir
fark (P<0.05) oldugunu géstermektedir.
Ortalama =+ standart sapma



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

Yapilan tez ¢alismasinda; sentezlenen kiiresel formda polimer esasli monodispers
makro gozenekli adsorbanlar kullanilarak domatesten likopen saflastiriimasina
yonelik yeni bir yontem gelistirilmis ve uygun adsorbanlar sentezlenmistir.
Sentezlenen monodispers adsorbanlar karakterize edilerek c¢esitli biyoaktif
bilesenlerin saflastirillmasinda kullanilmak {izere literatiire kazandirilmistir.
Polimerik adsorbanlarin sentez parametrelerinin, adsorbanin ¢esitli fiziksel ve
kimyasal oOzeliklerini etkiledigi gozlenmistir. Sentez asamasinda, malzemelerin
kromatografik performanslari, monodispersitesi,  gozenekliligi, ve morfolojisi

tizerine etki eden parametreler belirlenmistir.

Bu amacla da partikiil sentez regetesinde farkli ¢ikis lateksi/monomer,
monomer/capraz baglayict ve porojen/¢apraz baglayict oranlarinda sentezler
gerceklestirilmistir. Polimer yapisinda capraz baglayici olarak divinilbenzen (DVB),
yapiya fonksiyonel 6zellik kazandirmak igin de tetrahidrofurfuril akrilat (THFA)
kullanilmistir. Farkli iiretim parametrelerinin, kromatografik ayirma performanslari
tizerine etkileri incelenmis, taramali elektron mikroskobu ile boy dagilimi, ortalama
partikiil ¢ap1, ylizey 6zellikleri belirlenmis ve FTIR spektroskopisi ile yap1 analizleri

yapilarak polimerik sorbentler karakterize edilmistir.

Biitiin parametreler birlikte degerlendirilerek en 1iyi oOzellikleri saglayan ve
maksimum performans gosteren monodispers adsorban secilmis ve dolgulu kolon
uygulamalart igin kullanilmistir. Daha sonra bu adsorban malzeme ile hazirlanan
preparatif LC dolgulu kolon sistemlerinde domatesten likopen saflastirilmasi,

tanimlanmast ve saflik derecesinin belirlenmesi calismanin devam eden kismini
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olusturmugtur. Daha sonra saflastirilan likopen farkli iiretim parametrelerinde
sodyum aljinat kapli mikrokapsiiller haline getirilmistir. Elde edilen mikrokapsiillerin
de karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Karakterizasyon isleminde optik
mikroskop goriintiilerinin ve SEM goriintiilerinin incelenmesi ile enkapsiillerin
sekilleri ve boy dagilimlari iizerine etki eden parametreler belirlenmistir.
Enkapsiilasyon verimi hesaplanmis ve in vitro kosullarda yapay mide ve bagirsak
ortaminda enkapsiillerin salim ¢alismalar1 yapilmistir. Daha sonra iiretilen ve
karakterize edilen enkapsiiller model iirlin olarak secilen kek miksine katilmis ve
keklerde renk ile antiradikal aktivite tayini yapilmistir. Enkapsiillerin 1s1l direngleri

ve enkapsiile likopen katkil1 keklerin antiradikal aktivitesi tartigilmistir.

Monodispers Gozenekli poli(THFA-DVB) Adsorban Sentezi

Yiiksek  performansli  sivi  kromatografisi  uygulamalarinda  ayirmanin
gerceklestirildigi kolonlarda dolgu maddesi olarak silika ya da polimerik partikiiller
kullanilmaktadir. Polimerik partikiiller silika bazli partikiillere goére belirgin
avantajlara sahiptir, daha ¢ok uygulama alani bulabilmistir ve lizerindeki arastirmalar
her gecen giin artarak devam etmektedir. Polimerik partikiiller adsorbsiyon, iyon
degisim, biiyiikliikce ayirma ve affinite kromatografisinde basarili uygulama alanlari
bulmustur. Genis pH araliginda kararli olmasi, kiiresel ve monodispers formda
sentezlenmesi daha kolaydir ayrica tiirevlendirme ve yapiya g¢esitli gruplarin

baglanmasiyla fonksiyonel 6zellikler kazandirilabilmektedir.

Belirli bir boy dagilimina sahip (polidispers) kolon dogu maddeleri ile hazirlanmig
kolonlarda kolon performanslar1 daha diisiik olmaktadir. Fakat monodispers
gozenekli partikiiller varliginda hazirlanan kolonlarda daha diizenli bir akis profili
elde edilmektedir. Daha diizenli bir akis profili ile de iyi bir ayirma performansi,
daha yiiksek ¢oziiniirliik degerleri ve daha yiiksek teorik tabaka sayis1 degerleri elde
edilmektedir. Bu sebeple son yillarda monodispers kolon dolgu malzemeleri iizerine
caligmalar yogunlagsmis bu tez kapsaminda da avantajlarindan dolayr monodispers

kolon dolgu malzemesi iiretimine gidilmistir.

Yapilan tez calismasinda da “cok basamakli mikrosiispansiyon yontemi” kullanilarak

monodispers makrogdzenekli adsorbanlarin sentezlenmesi gergeklestirilmistir.
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Partikiil sentezinin ilk basamaginda polistiren ¢ikis lateksi, dispersiyon
polimerizasyonu yontemiyle iiretilmistir. Alinan SEM mikrograflar1 temelinde ¢ikis
lateksi ortalama partikiil boyutu 2.32 um, olarak hesaplanmis ve yiizey morfolojisi
oldukca diizgiin istenilen partikiil capina sahip kiireler elde edilmistir. Ciinkii sonug
partikiillerin monodispers olabilmeleri i¢in kullanilacak ¢ikis partikiillerinin de

monodispers Ozellikte olmas1 gerekmektedir.

Daha sonra bu partikiiller, es boyutlu ve gdzenekli yap1 elde etmek amaciyla sisirme
islemine tabi tutulmustur. Ilk basamakta su bazli emiilsiyon ortaminda porojen ile
sisirilmistir. lkinci basamakta ise monomer fazi sismis partikiiller icerisinde
polimerize edilerek monodispersite korunmus ve poli(THFA-DVB) partikiiller ters

faz s1vi kromatografisi kolon dolgu maddelerine dontistiirilmiistiir.

Calisma kapsaminda oOnce sabit monomer/capraz baglayici ve porojen/capraz
baglayici oranlarinda polimer regetesine artan miktarda ¢ikis lateksi (seed) eklenerek
sentezler gergeklestirilmistir. Bu sentezler sirasinda en yiiksek teorik tabaka katsayisi
degerine c¢ikis lateksi/monomer oraninin 0.4 oldugu durumda elde edilmistir ve
porojen/¢apraz baglayici optimizasyonuna gecilmistir. Sabit ¢ikis lateksi/monomer
oraninda artan monomer miktariyla yapilan sentezlerde de en iyi sonug
monomer/capraz baglayict oraninin 0.4 oldugu malzemede alinmistir. Her iki grup
parametre de denendikten sonra ayni sartlar altinda porojen miktar1 optimizasyonuna
gecilmistir ve en yiiksek teorik tabaka sayisina porojen/gapraz baglayici oranmin 2
oldugu durumda ulasilmistir. Monodispers partikiillerin  eldesine  yOnelik
caligmalarda karigtirma hizi, polimerizasyon ortaminda homojen bir 1s1 transfer
rejimi elde edilebilecek diizeyde tutulmaktadir. Yiiksek karistirma hizlarinda
olusabilecek siddetli kayma gerilimi partikiillerde monodispers 6zelligin
bozulmasmma ve boy dagilimmin olugsmasina neden olmaktadir. Biitiin grup

sentezlerde reaktor karistirma hizi sabit ve 400 rpm’de tutulmustur.

Yapilan bir baska calismada ¢ok basamakli mikrosilispansiyon polimerizasyonu
yontemi ile monodispers makrogdzenekli ve fonksiyonel gruplar tasiyan partikiiller
tiretilmistir. Bu yontemde lineer polistiren dispersiyon polimerizasyonu yontemiyle

tiretilmistir. Monodispers 0Ozellikteki ¢ikis fonksiyonel lateksi fonksiyonel
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komonomer, monomer ve baslatict iceren bir organik faz ile oda sicakliginda ve
emiilsiyon ortaminda sisirilmistir. Ikinci basamakta sismis durumda olan ¢ikis
partikiillerinin igerisinde fonksiyonel gruba sahip komonomerin polimerizasyonu
gerceklestirilmistir. Polimerizasyon sirasinda fonksiyonel gruba sahip monomerin
mikrokiire yapisina girdigi saptanmistir. Burada kullanilan fonksiyonel monomerin
su icindeki ¢oziiniirliigii azaldikca elde edilen partikiillerin gozenek boyutunda da bir

azalma oldugu gézlenmistir [23].

Bir ¢aligmada 8-12 um boyut araligindaki monodispers ve gozenekli partikiilleri tek

basamakli sigme ve polimerizasyon yontemiyle sentezlenmistir [107].

Boy Dagilimi, Partikiil Sekli ve Gozenek Yapisi

Cok basamakli mikrosilispansiyon polimerizasyonunda temel amag, miimkiin
oldugunca dar bir boy dagilimina sahip partikiillerin sentezlenmesidir. Kullanilan
dagitma ortaminin polaritesi ve dagitma ortamindaki monomer ¢oziiniirliigii sonug
partikiillerinin boyutunu ve boy dagilimini énemli dlgiide etkiler. Ideal olarak segilen
bir sistemde monomer ¢oziiniirliigliniin yiikksek, olusan polimer ¢oziiniirliigliniin ise

diisiik olmasi istenir.

Partikiillerin boy dagilimi ve morfolojisi SEM goriintiilerinden faydalanilarak
incelenmigtir. Partikiil sentez recetesindeki degisen parametreler, sentezlenen
mikropartikiillerin monodispersitesini, sekillerini ve porozitesini onemli olgiide
etkilemistir. Yapilan literatiir incelemeleri ve tarafimizdan yapilan caligmalar da
gostermektedir ki, adsorbanin monodispersitesi ve porozitesi kolon performansi
acisindan iki onemli faktordiir. Elde edilen SEM goriintiilerinden sentezlenen

polimerik mikro kiirelerin monodispers yapida ve tam kiiresel oldugu goriilmektedir.

Polimerik mikro kiire boyutlar1 yaklagik ortalama 6um olarak belirlenmistir.
Polimerik mikro kiirelerin boyutu HPLC de kullanilabilirligi a¢isindan biiyiik avantaj
saglamaktadir. Ayrica elde edilen SEM goriintiilerinden polimerik mikro kiirelerin
makro-gozenekli yapisi da agik¢a goriilmektedir. Mikron boyuttaki polimerik kiireler
makro gozenekleri sayesinde olduk¢a yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahip

olabilmektedirler.
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Sentez parametreleri incelenecek olursa, ¢ikis lateksi/monomer oraninin 0.1 ve 0.2
oldugu durumlarda ortamdaki monomer ve porojenin tamamu ile etkilesime girecek
kadar ¢ikis lateksi polimerizasyon ortaminda olmadigi i¢i degisim katsayisi ¢ok
yiiksek ve polidispers partikiiller elde edilmistir. Bu oran etkilesim igin yeterli
miktarda artirildiginda monodispersite saglanmistir. Ayrica ¢ikis lateksi/monomer
orani artirildiginda sonug partikiillerin ortalama ¢apinda da bir azalma gdzlenmistir.
Bu durumda ayni miktardaki monomerin daha fazla ¢ikis partikiili ile
etkilesmesinden kaynaklanmaktadir. Elde edilen bulgular literatiir ile benzerlik
gostermektedir [12, 14]. Bolim 3.2.1.3’te bulunan SEM mikrograflari incelendiginde
monodispersitenin korundugu cikis lateksi oranlarinda morfolojisi diizgiin kiireler
halinde ve makrogézenekli kolon dolgu maddelerinin elde edildigi goriilmektedir.
Polimerizasyon basamaginda, gozenek yapisinin olusumunu saglayan faz ayrimi,
partikiillerin  igerisinde  diliient ve c¢apraz  baglayict  bulunmasindan

kaynaklanmaktadir.

Polimerizasyon ortaminda sabit oranda cikis lateksi ve porojen bulunurken ortama
artan oranlarda monomer/capraz baglayici eklenmesinin partikiillerin yapis1 ve
monodispersitesi iizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Bu grup
sentezlerde de morfolojisi diizglin monodispers makrogdzenekli kiireler hedeflendigi
sekilde sentezlenmistir. Ayrica higbir grup sentezde partikiil yapisinda kirilmalar ve

catlamalar gézlenmemistir.

Son grup sentez agamasinda ise polimerizasyon ortaminda sabit oranda ¢ikis lateksi
ve monomer bulunurken ortama artan oranlarda porojen/capraz baglayici
eklenmesinin partikiillerin boy dagilimi1 {izerine etkisi istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Iki basamakli sisirme isleminin birinci basamaginda porojen (diliient)
ile sisirme yapildig i¢in porojen artirildigi durumda partikiillerin ortalama ¢apinda
da artis gozlenmistir, yine bu grup deneylerde de monodispersite korunmustur %

degisim katsayisi diislik partikiiller tiretilmistir.

Sekil 3.10°daki partikiil ylizey mikrograflar1 incelendiginde, partikiil yapisindaki
diliient miktan arttikga daha kiigiik gozenekli partikiiller elde edilmektedir. Bu da

diliient miktar1 arttik¢a partikiil i¢i ortam viskozitesinin diismesinden kaynaklanan ve
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beklenen bir sonuctur. Bu durum faz ayrilmasi sirasinda kiigiik agregasyonlarin

kiiciik gézenekler olusturmasina neden olmaktadir.

FTIR Kullanilarak Kimyasal Yapinin Belirlenmesi

Infrared  spektroskopisi ~ polimer  malzemelerin  kimyasal  yapilarmin
karakterizasyonunda  yaygin  olarak  kullanmilan  bir  yontemdir.  FTIR
spektroskopisinde, 6rnek materyaldeki kimyasal baglarin titreme, egilme, biikiilme,
sallanma gibi hareketleri i¢in gerekli olan enerji kizilotesi 1sinlarin elektromanyetik
enerjisinden absorplanir. Piklerin bulundugu yere, yapilarina ve sekillerine gore
inceleme yapilarak materyaldeki baglar tayin edilir. Spektrum yorumlanmasi ise pik
karsilastirilmasi, pik boyu ve pik alani 6l¢iilmesi veya standart karsilastirilmasi ile

yapilabilir [156].

Calisma kapsaminda sentezlenen monodispers ii¢ boyutlu polimerik kolon dolgu
materyali iki bilesenden olusmaktadir. Polimer yapisinda ¢apraz baglayici olarak
divinilbenzen (DVB), yapiya fonksiyonel o6zellik kazandirmak i¢in de
tetrahidrofurfuril akrilat (THFA) kullanilmistir. Polimerizasyon iglemi sirasinda
tetrahidrofurfuril akrilatin polimer yapisina hangi oranda katildig1 FTIR spektrumlari
aracilifiyla hi¢ katki monomeri igermeyen ve en fazla oranda katki monomeri iceren

iki adsorbanin spektrum karsilagtirilmasiyla yapilmstir.

Sadece DVB igeren (S-6 kodlu) ve THFA/DVB orani 2 olan (S-9 kodlu) polimer
malzemelerin FTIR spektrumlari karsilagtirmali olarak incelendiginde S-9 kodlu
adsorbanin spektrumundan 1156.62, 1075.45 ve 1021.31 dalga sayisindaki keskin
piklerin tetrahidrofurfuril akrilatin yapisindaki oksijen gerilmelerine ait oldugu
goriilmektedir. 1729.00 dalga sayisindaki pikteki artis da yine yapidaki oksijen
gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. Sonug olarak, THFA monomerinin polimer yap1

icinde yer aldig1 agik¢a goriilmektedir.
Kromatografik Performans Testleri

Yapilan tez ¢aligmasinin bu boliimiinde formiilasyonu Tablo 2.8.’de verilen farkli
recetelerde sentezlenen 14 adet kolon dolgu maddesi analitik HPLC kolonuna

doldurularak kromatografik performans testlerine tabi tutulmustur. Ters faz
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poli(THFA-co-DVB)  kolonlarmi1  kromatografik  performansimmi  belirleyici
parametrelerin tayininde likopen ve B-Karoten analit olarak kullanilmistir. iki farkl
mobil faz asetonitril besleme derisimi i¢in izokratik modda ayirma davraniglari
incelenmistir. Her bir kolon dolgu materyalinin; %80 asetonitril-%20 etanol ve %20
asetonitril-%80 etanol mobil faz konsantrasyonlarinda sivi kromatogramlari elde
edilmistir. Ayn1 sartlardaki kromatogramlar iist iiste cakistirllmistir. Elde edilen bu
kromatogramlardan alikonma siiresi, taban genisligi, pik yiiksekligi, pik alani, pik
yar1 yiiksekligindeki taban genisligi ve kuyruklanma faktorii belirlenip; teorik tabaka
katsayisi, alikonma faktorii pik ¢Oziliniirligii ve indirgenmis plaka yiiksekligi

degerleri hesaplanmustir.

Pik Coziiniirliikleri

Pik c¢oziiniirligi ardisik iki pikin birbirinden ayrilma derecesinin bir Olgiisiidiir.
Bolim 3.2.3.1°deki sivi kromatogramlart incelendiginde; sentezlenen biitiin kolon
dolgu maddelerinde; %80 asetonitril-%20 etanol mobil faz derisiminde likopen ve B-
karotenin birbirinden ayrilamadig: agikca goriilmektedir. Fakat %20 asetonitril-%80
etanol mobil faz konsantrasyonunda ise analitlerin istenilen diizeyde birbirinden
ayrildig1 ve ayrilma sinirt olan 1’den biiyiik ¢oziintirliik degerlerine ulagildig: tespit
edilmistir. Bu durum kullanilan mobil fazin polaritesi ile ilgilidir. Adsorbanin
baglama kuvveti ile ¢oziiciiniin polaritesi arasindaki denge maddelerin adsorbandan
ve dolayisiyla kolondan ayrilma hizini1 kontrol eder. %20 asetonitril-%80 etanol
mobil faz derisiminde likopen kolondan daha ge¢ ¢ikmis ve B-karotenden ayrilmstir.
Ayrica biitiin kolon dolgu maddelerinde %20 asetonitril-%80 etanol mobil faz
derisimi kullaniminda diger mobil faz derisimine gore daha yiliksek basing degerleri

elde edilmistir.

Kolon sentez parametrelerinin ¢oziiniirliik iizerine etkileri incelenecek olursa,
piklerin ayrildigi %20 asetonitril-%80 etanol mobil faz derisiminde, ¢ikis
lateksi/monomer oraninin degisimi ¢Ozlniirliigl istatistiksel olarak etkilememistir.
Fakat sentez recetesine artan miktarlarda monomer eklendigi durumda her iki mobil
faz derisiminde de c¢oziniirlik degerleri azalmigtir. Polar bir monomer olan
tetrahidrofurfuril akrilatin yapida artmasiyla dolgu maddesinin polaritesi artmistir,

apolaritesi azalmistir. Bu durumda piklerin ¢6ziiniirliik degerini diisiirmiistiir. Sentez



167

recetesindeki sabit monomere karsin artan miktarlarda porojen eklenmesi durumunda

ise ¢oziiniirliik degerlerinde artis oldugu goriilmistiir.

Alikonma Faktorii

Alikonma faktorii kolon sabit fazi ile mobil faz icerisindeki analitin etkilesiminin bir
Ol¢iistidiir. Alikonma faktorii literatiirde yaygin olarak kolonlarin polarite analizinde
kullanilmaktadir. Coziiniirlilk kisminda agiklandigi tlizere kolon dolgu maddesinin
polaritesi  receteye artan  miktarlarda monomer eklenmesi  kosuluyla
degistirilmektedir. Alikonma faktérii de kolon polaritesiyle degistigi i¢in, sadece
monomer/capraz baglayict oraniin degismesi kosulunda alikonma faktorii tizerinde
istatistiksel olarak onemli bir fark elde edilmistir. %20 asetonitril-%80 etanol mobil
faz derisiminde diger durumlarda B-karoten 9. dakikada, likopen de 21. dakikada
kolonu terk ederken, re¢etedeki monomer miktart minimum degerdeyken [3-karotenin
23. dakikada, likopen de 85. dakikada kolonu terk ettigi goriilmiistiir. Polimer
recetesindeki THFA miktar1 arttikga kolonun polaritesi de artmistir ve apolar
karakterli likopen ve PB-karotenin kolonda tutulma siireleri de istatistiksel olarak

Onemli Olg¢iide azalmistir.

Teorik Tabaka Sayisi ve Yiiksekligi

Teorik tabaka sayisi; kolonun hizli calismasinin 6nemli bir gostergesidir. Elde edilen
kromatografik piklerin keskinligi bir kolonun verimini gésteriyorsa, bu verimin nicel
Ol¢iisti de teorik tabaka sayisidir. Teorik tabaka sayist kolon ayirma verimini ifade
eden ve en yaygin olarak kullanilan biiyiikliikklerden biridir. Bazi ¢aligmalarda ise
kolon verimi yine teorik tabaka sayis1 yardimiyla hesaplanan teorik tabaka yiiksekligi

ile ifade edilmektedir.

Calisma  kapsaminda sentezlenen partikiillerde ulasilmak istenen hedef
monodispersitenin korunarak, ayrilma sinir1 iizerinde bir ¢oziiniirliik degeriyle, en
yiiksek teorik tabaka katsayisina ulagmaktir. Boliim 3.2.3.3 sentez parametrelerinin
teorik tabaka sayisi lizerine etkisinin sonuglarini grafiklerle agiklamaktadir.

Tez ¢alismasi boyunca kullanilan her iki mobil faz konsantrasyonunda ve likopen ve
B-karotenin analit olarak kullanildig1 durumda ¢ikis lateksi/monomer oraninin teorik

tabaka sayist lizerine etkisi Onemli bulunmustur. Ayni sekilde degisen
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monomer/¢apraz baglayict oraninin ve degisen porojen/gapraz baglayicit oraninin da
kolonlarin teorik tabaka sayisi lizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
En yiiksek teorik tabaka sayisi degerleri ¢ikis lateksi/monomer oraninin 0.4 oldugu,
monomer/¢apraz baglayict oraninin 0.4 oldugu ve porojen/capraz baglayici oraninin

da 2 oldugu kosullarda elde edilmistir.

Teorik tabaka yiiksekligi de teorik tabaka sayisi ile ters orantilidir ve kolon boyuna
oranlanmasi ile elde edilir. Bir kolonun iyi performans gosterebilmesi icin teorik
tabaka katsayisinin yiiksek olmasi istenirken teorik tabaka yiiksekliginin de diisiik
olmasi istenir. Dolayisiyla elde edilen sonuglar teorik tabaka sayilari ile paralel

bulunmustur.

Domateste Yapilan Analizler

Domates meyvesinin biiyiik bir kism1 sudan olugsmaktadir. Geriye kalan kisminda ise
karbonhidratlar, organik asitler, aminoasitler, vitaminler, renk pigmentleri, fenolik

bilesikler ve ¢esitli mineral maddeleri bulunmaktadir.

Toplam ¢oziiniir katt madde miktar1 gelisimin hizli oldugu asamadaki nisasta
birikimine baghidir. Domatesin kuru maddesi ortalama %5-10 arasinda olmakla
birlikte bu kuru maddenin %75’1 suda ¢o6ziinebilir yapidadir. Ayrica domates, % 1-3
arasinda kabuk ve cekirdek icerir [164]. Toplam kuru maddenin yaklasik yarisinm
sekerler, yaklasik %10’unu sitrik ve malik asit olmak iizere organik asitler olusturur.
Yapilan calismalarda, domatesin kimyasal bilesiminin; g¢esit, olgunluk ve yetistigi
yoredeki cevresel faktorlere bagli oldugu vurgulanmistir. Bu ylizden de yapilan
literatiir incelemesinde kimyasal bilesim ve oranlari hakkinda birbirinden oldukca

farkli sonuclara ulasildig: goriilmiistiir [62, 165].

Yapilan tez calismasinda domates meyvesi tiim halde par¢alanmis ve domates pulpu
elde edilmistir. Elde edilen pulp, domates posasi ve domates serum suyu olmak {izere
iki forma ayrilmistir. Elde edilen domates pulpundan %7.5 oraninda posa ve %92.5
oraninda serum suyu elde edilmistir. Bu fraksiyonlarda yapilan kuru madde
analizinde literatiire benzer sonuglar elde edilmistir [62, 165]. Ayrilan bu formlardan

domates serum suyunda organik asit ve seker analizi yapilmistir. Toplam kuru
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maddenin %58’1 seker %6.5’1 de organik asit olarak hesaplanmigtir. Domates
pulpunda, posa ve suda ise toplam likopen analizi yapilmistir ve posadan likopen

saflastirilmistir.

e Taze domates pulpunda likopen miktar1 331.6 mg/kg taze domates

e Taze domates pulpunda B-karoten miktar1 30.35 mg/kg taze domates
e Domates posasindaki likopen miktar1 2036.6 mg/kg posa

e Domates posasindaki f-karoten miktar1 186.74 mg/kg posa

e Domates serum suyunda likopen 1.47 mg/kg su

e Domates serum suyunda B-karoten 0.063 mg/kg su olarak hesaplanmistir.

Elde edilen sonuglara gore; likopen ve B-karoten domates suyuna gegcmemekte ve
biiyiik bir kism1 domates endiistrisinde atik olarak uzaklastirilan posa kisminda

kaldig1 goriilmektedir [164, 166].

Domates yan iiriinleri, domates islemedeki artisa paralel olarak her gegcen yil artig
gostermektedir. Avrupa’da 10 milyon ton domatesin islendigi dolayisiyla da 100 bin
ton atik olustugu tahmin edilmektedir. Atiklar %10-40 oraninda kabuk ve ¢ekirdek
agirliklidir. Salga iiretim endiistrisinde olusan atik biiyiik oranda palperden gegirme
kisminda olusmaktadir. Kuru atikta %44 ¢ekirdek, %56 pulp ve kabuk bulunur.
Cekirdekler yag icerigi, posada protein igerigi bakimindan zengin oldugundan bu
kisim genellikle hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir [164]. Fakat bu atigin
degerlendirilmesinde kar marji en yiliksek yaklasim, likopen kaynagi olarak

kullanilmasidir [166, 167].

Yapilan baska bir ¢alismada likopenin agirlikli olarak suda ¢éziinmeyen fraksiyonda
ve kabukta bulundugu tespit edilmistir, Posadan ekstrakte edilen likopenin yaklasik
%72-92’si kabuk fraksiyonundadir. Bu miktarlar degerlendirmeye deger diizeyde
olup domates atiginin ¢cok dnemli bir likopen kaynagi oldugunu gostermektedir [166,
167].

Bir calismada da yiiksek basing uygulamasinin domates isleme atiklarindan likopen
ekstraksiyonuna etkisi arastirilmistir. Calismada %74.5£3 kabuk, 9%25.542.2
cekirdek iceren domates isleme atigmmin likopen igerigi 500 MPa basing

uygulamasiyla 1 dakika siireyle yapilan ekstraksiyon islemiyle 41.73 mg/100 g, 30
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dakikalik klasik ekstraksiyon uygulamasiyla ise 35.61 mg/100 gr olarak bulunmustur
[164].

Hegzan:aseton:etanol (2:1:1) kombinasyonunu domates atigindan ve pembe greyfurt
suyundan karotenoid ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir ve likopen igerigini domates
atig1 icin  15.8 mg/100 g, pembe greyfurt i¢inse 3.32 mg/ 100 g olarak bildirilmistir.
Hegzan:aseton:metanol solvent bilesimiyle ekstrakte edilen domates posasinda 14.1

mg/100 g domates pulpunda ise 6.94 mg/100 g likopen oldugunu bulunmustur [168].

Bir diger ¢alismada solvent olarak farkli miktarlarda metanol ve etanol kullanarak
likopen igerigini 2.55 ve 9.85 mg/100 g araliginda hesaplanmigtir [164].

Kaur et al. tarafindan da solvent olarak hegzan:aseton:etanol (2:1:1) kombinasyonu
kullanildiginda domates orneklerindeki likopen miktar1 0.639-0.98 mg/100 g

araliginda bulunmustur [167].

Literatiir karsilastirmas: sonucunda kullanilan domates Orneklerinin solvent
kompozisyonunun ve ekstraksiyon kosullarinin bulunan likopen miktarlar1 a¢isindan

oldukca 6nemli oldugu ve degiskenlik gosterdigi sdylenebilir.

Likopen Saflastiriimasi

Yapilan calismada sentez deney plami teorik plaka katsayisina gore yapilirken
malzeme performans: biitlin kromatografik parametreler g6z Oniine alinarak
degerlendirilmistir. Tez kapsaminda pik c¢oziinlrligli ve monodispersite bu
parametreler igerisinde en Onemlileridir. Coziiniirlik degeri ve SEM goriintiileri
incelendiginde tezin devamindaki kolon dolgu malzemesi olarak ve likopenin biiyiik
oOlgekte saflagtirilmasi igin en iyi performans gosteren “S-4 kodlu monodispers kolon

dolgu materyalinin” secilerek devam edilmesine karar verilmistir.

S-4 kodlu kolon dolgu materyali, preparatif LC ¢aligmalari i¢in 2.12 cm i¢ ¢apa ve
10 cm uzunluga sahip paslanmaz c¢elik preparatif kolona doldurularak ¢alisilmistir.
Metanol temizlenmesi ile beraber kloroform ile kademeli eliisyon yapilarak domates
ekstraktindan likopenin saf olarak elde edilmesine calisilmistir. Sonug olarak tez
caligmasinin preparatif LC kisminda, elde edilen domates posasi ekstraktindan

%56.25 verimle %98.99 saflikta likopen elde edilmistir.
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Literatiirde bulunan smirli sayidaki likopen saflastirilmasi tizerine yapilan ¢alismaya
ait yontemler ve saflik degerleri asagidaki paragrafta kisaca agiklanarak karsilagtirma

imkan1 saglamaktadir.

Yiksek hizda karst akim kromatografisiyle domates salcasindan likopen
saflastirilmistir. Preparatif karst akim kromatografisinde n-hegzan-diklorometan ve
asetonitrilden olusan susuz solvent sistemi kullanilmistir ve likopen %98.5 saflikta

elde edilmistir [77].

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada arastiricilar katilma kompleksi ekstraksiyonu
yontemiyle likopen saflagtirmiglardir. Yontemin temeli organik solventlerle alinan
karotenoidlerden ursodeoksikolik asit ile likopenin ¢Oktiiriilmesi esasina

dayanmaktadir [79].

2011 yilinda Aghel et al. tarafindan salgadan likopen ekstrakte edilip saflagtirilmistir.
Arastiricilar once salgayr metanol ile dehidre edip, sonra likopeni metanol-
karbontetraklorid karigimi ile ekstrakte etmislerdir. Kristalize ettikleri ekstrakta daha
sonraki saflastirmada rekristalizasyon ve kolon kromatografisi islemi uygulanmistir.
Ayrnstirilan saf likopen miktar1 100 g domates salgasi basmna 2.3 mg olarak
bulunmustur [80].

2013 yilinda Portekiz ve Brezilya’da insanlar {lizerinde yapilan multidisipliner bir
calismada likopen solvent ekstraksiyonu devaminda ters faz sivi kromatografisi ile

saflastirilip insan denemelerinde kullanilmistir [81].

Daniele Naviglio ise patentli bir ekstraktor icat etmis ve bu ekstraktorle saf likopen
elde ettigini belirtmistir. Yiksek basing altinda domates atiklarindan likopen fazinin
ayrilmasinda su kullanilmistir. Suda ¢oziinlir olmayan likopeni, yari-kristal kati
formda geri kazamilmistir. Daha sonraki asamada ise kiiciik bir miktar organik
¢oziicii kullanilarak kat1 faz ekstraksiyonu ile saflastirilmis ve %98.0 kromatografik
saflikta likopen elde edilmistir [18].

2010 yilinda bir grup Cinli arastirict tarafindan ticari makro gdzenekli adsorban

recineler kullanilarak domates dokusundan %66.9 bir geri kazanim ile likopen
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saflastirmiglardir [4]. Yapilan bu tez calismasinda ise % 98.99 saflikta likopen elde
edilmis ve bu deger literatiirle karsilastirildiginda uygulanan yontemin likopen

saflastirilmasi i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Saflastirilan Likopenin Enkapsiilasyonu

Enkapsiilasyon kati, siv1 ya da gaz haldeki malzemelerin kaplanarak kapsiiller i¢inde
tutulmasi ile tiim bileseni koruyarak, belli bir zaman periyodunda kontrollii olarak

belirli bir hizda serbest kalmasina olanak saglayan ve her gecen giin gelisen bir

teknolojidir [90].

Calismada preparatif s1vi kromatografisi ile saflastirilan likopenin olumsuz ¢evresel
kosullardan etkilenmesini minimize etmek icin enkapsiile edilmesi planlanmistir.
Likopen 1s1l islemlere karst direncli fakat 151k ve oksijene duyarl bir aktif maddedir.
Calismada likopen invers jellesme metodu kullanilarak damlatma yoOntemiyle
enkapsiile edilmistir. Temelde bir arayliz polimerizasyon metodu olan invers
jellesme yontemi yani damlatma, uygulanma kosullart esnek ve pratik bir
mikroenkapsiilasyon yontemidir. Bu yontemde birbirine karigmayan iki faz
bulunmaktadir. Cekirdek maddesi olmasi istenen ve igerisinde bir polimer ¢ozeltisi
tagiyan emiilsiyon, jellestirici bir ¢Ozelti igerisine damlatilir. Jellestirici bilesen,
emulsiyondan polimer ¢ozeltisine dogru hareket ederken faz arayiiziinde gerceklesen
hizli polimerizasyon reaksiyonu sonucu kapsiil zar1 olusur ve ici lipofilik sivi
cekirdekli kapsiiller olusur. Bu yontemde yiiksek verimlilikte, sivi ¢ekirdekli, kiire
seklinde ve boy dagilim grafigi dar mikrokapsiiller olusturulabilmektedir. Bu
metodun oda kosullarinda uygulanabilir olmasi, organik solvent kullanimi
gerektirmemesi, par¢acitk boyutu Kkontrolinin pH veya sicaklik kontrolii
gerektirmemesi gida alaninda uygulanabilirligi en 6nemli avantajlarindandir [86, 90,

138].

Calismada likopenin  enkapsiilasyonu i¢in sodyum aljinat  kullanilmistir.
Enkapstilasyon matriksinin se¢imi, saglik acisindan 6nem tasiyan likopen gibi bir
bilesenin biyoyararliligt ve viicutta hedef bolgede salinimlari agisindan Snem

tasimaktadir. Aljnat; mukozaya yapisan, biyouyumlu, biyobozunur, toksik olmayan,
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farmasotik ve biyomedikal uygulamalarda kullanilma potansiyeli olan, FDA

tarafindan oral kullanima izin verilen hidrofilik bir biyopolimerdir [169].

Calismada kullanilan damlatma yonteminde kapsiil boyutunu kontrol etmek ve daha
spesifik olarak belirli bir boyuta kiigiiltmek i¢in; siringa pompa diizenegi deney i¢in
0zel olarak tasarlanan titresimli dagitma sistemi ile kombine olarak kullanilmistir.
Gelistirilen siringa pompa-ekstriizyon sistemi ile, titresim iinitesiyle uygulanan sabit
titresimin pompalanan emdiilsiyonu kiigiik sivi damlaciklar1 halinde dagitilmasi
prensibinden faydalanilmistir. Bu yontem pratik ve ekonomik bir yontem olup,

literatiirde es boyutlu kapsiiller olusturulmasinda kullanilan birka¢ yontemden biridir.

Literatiirde renk pigmentlerinin enkapsiilasyonu ile ilgili ¢esitli caligmalar
bulunmaktadir. Bir c¢alismada domates pulpu atiklarindan siiperkritik CO»
ekstraksiyonu ile likopen ekstrakte edilmis ve likopen ekstrakti %4.5 jelatin, %10
poliglutamik asit ve %4.8 likopen ekstrakti olacak sekilde emiilsiyon sistemiyle
mikroenkapsiile edilmistir [74]. Farkli dekstroz esdegerindeki maltodekstrinler
kullanarak sprey kurutucu ile likopeni enkapsiile edilmistir [150]. Diger bir
calismada da modifiye nisastanin kaplama materyali olarak kullanildigi sprey

kurutma yontemi ile likopen enkapsiile edilmistir [151].

Ticari likopen standardi, jelatin siikroz karisimi ile piiskiirtmeli kurutucu kullanarak
enkapsiile edilirken [152], bir diger ¢alismada 3 farkli siklodekstrin kullanilmigtir
[153].

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada dut suyu antosiyaninleri aljinat ve kitosan
kullanilarak iyonik jelasyon teknigiyle kapsiillenmistir ve proses kosullar1 cevap

yiizey metodu kullanilarak optimize edilmistir [90].

Kapsiillerin Ortalama Cap ve Sekilleri

Calisma kapsaminda elde edilen aljinat-likopen mikro kiirelerinin optimum olusum
kosullarinin belirlenmesi i¢in ¢esitli parametreler denenmistir. Diizglin homojen ve
kiiresel yapiya sahip olmalarinda, aljinat konsantrasyonunun etkisini belirlemek
amaciyla ¢alismada 4 farkli sodyum aljinat konsantrasyonu ile ¢aligilmistir. Ayrica

partikiil gaplar1 ve sekilleri lizerine akis hizinin etkisinin belirlenmesi amaciyla da
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her bir sodyum aljinat konsantrasyonunda 6 farkli pompalama hizi ile ¢aligiimistir.
Likopen ortalama %60-70 enkapsiilasyon verimi ile kapsiillenmistir. Elde edilen
bulgulara gore sodyum aljinat konsantrasyonunun %0.5 ve %]1 oldugu durumlarda
gbzyast seklinde ve tam kiiresel olmayan mikrokapsiiller elde edilmistir. Sodyum
aljinat konsantrasyonunun % 2 oldugu durumda biitiin akis hizlarinda tam kiiresel
homojen parlak ve stabil mikrokapsiiller basariyla elde edilmistir. Fakat sodyum
aljinat konsantrasyonunun %]1.5 oldugu kosulda akis hizinin 1.5 ve daha yiiksek
oldugu kosullarda tam kiiresel mikrokapsiiller elde edilmistir. Mikrokapsiillere ait

optik mikroskop goriintiileri Boliim 3.4.2°de verilmistir.

Ornekler daha sonra liyofilize edilerek kurutulmustur ve liyofilizasyon sonrasinda da
kiireselliklerini koruyabilmislerdir. Liyofilize edilen partikiillerde kurutma sirasinda
ortamdan uzaklasan su, 1slak partikiillere oranla partikiil ¢apinda yaklasik 100 um’lik
bir azalmaya sebep olmustur. Taramali elektron mikroskobu goriintiilerinde, likopen
yiiklii aljinat kapsiiliiniin yilizeyi olduk¢a gdzenekli bir yapiya sahip, dolayisi ile de
kapsiiliin oldukga genis bir yiizey alanina oldugu gézlemlenmistir. Sodyum aljinattan
olugsan likopen yiiklenmemis mikroenkapsiiliin yiizeyinde dondurarak kurutma
sirasinda olusan vakumdan dolayr kiireselliginde kismen bozulma, biiziilme ve

¢cokmeler gdzlemlenmistir.

Kapsiillerin Cekirdek sizintist

Cekirdek sizintis1 testinde 1.5 mL/dk akis hizinda iiretilen ve liyofilize edilen
enkapsiiller kullanilmigtir. Ortam sicakligi kontrollii olarak artirilmig ve kuru agirlik
bazinda ¢ekirdek sizintis1 degerleri hesaplanmistir. Kapsiil membranindaki sodyum
aljinat konsantrasyonu arttikca ¢ekirdekten matriks sizintist azalmistir. Bu da
membran zar yapisinin  kuvvetlenmesinden ve stabilitesinin  artmasindan
kaynaklanmaktadir. % 1, % 1.5 ve % 2 oranlarindaki membranin uygulanan sicaklik
degerlerinde ¢ekirdek icerigini oldukca iyi oranda hapsettigi ve basarili kapsiiller

oldugu tespit edilmistir.

Esansiyel yaglarin sodyum aljinat ve kitosan ile enkapsiile edildigi bir calismada

sadece aljinat kapl kapsiillerden ¢ekirdek sizintisinin daha fazla oldugu, aljinatin
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tizeri kitosanla kaplandigi takdirde cekirdek sizintisinda azalma goézlemlenmistir

[161].

Kapstillerin Kontrollii Salim Testleri

Viicuda giren maddelerin mide-bagirsak sistemindeki enzimlerden etkilenip yikima
ugramasi veya viicudun dogal savunma sistemi tarafindan yabanci bir madde olarak
algilanip karaciger, dalak ve kemik iligi tarafindan absorplanip istenilen bdlgeye

gitmemesi riski vardir.

Enkapsiile edilen maddelerin kontrollii saliminin ya da hedeflendirmenin amaci,
hiicresel diizeylere tasinmay arttirmak, enkapsiile bilesenin stabilitesini arttirmak ve
viicudun diger bolgelerinde istenmeyen etkilesime neden olmadan hedef bolgede
istenilen diizeyde yanit elde etmektir yani diisiik dozlarda maksimum etki

yaratmaktir.

Elde edilen bulgular, iiretilen kapsiillerin yapay mide ortaminda (pH 2) yapay
bagirsak (pH 7) ortamina gore daha stabil olduklar1 gostermektedir. 4 farkli sodyum
aljinat oraninda da kapsiillerin yapay bagirsak sivisinda 10 dakika igerisinde
tamamen acildig1 ve icindeki likopenin tamamen ortama salindigr belirlenmistir.
Fakat enkapsiil memranindaki sodyum aljinat orani arttik¢a kapsiillerin midedeki
saliminda azalma belirlenmistir. Sonu¢ olarak yiiksek sodyum aljinat
konsantrasyonunda kapsiillenen likopenin biiyiik bir boliimii, mide ortaminda zarara
ugramadan gecerek direk ince bagirsakta salinmaktadir. Daha sonra da direk
kapsiillerle ya da besinlerle alinan likopen, ince bagirsaktaki lipid miselleri igine
gecmekte ve bagirsaktaki besinsel lipidler hidrofobik yapidaki likopenin
¢oziinmesine sonra da pasif transport ile intestinal mukoza hiicrelerine ge¢gmesine

yardimc1 olmaktadir.

Elde edilen bulgulara benzerlik gosteren bir c¢alismada Chiu et al. domates
posasindan elde ettikleri likopen ekstraktini glutamik asit ve jelatinle enkapsiile
etmisler ve pH 2.0 ve 3.5’ta likopen salimi olmadigimi pH 5.5 ve 7.0°de likopen
saliminin daha hizli oldugunu bildirmislerdir [74]. Domates oleoresinlerinin misir

zeini ile enkapsiile edildigi diger bir ¢aligmada pH 3.5 model sindirim sistemi degeri
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olarak secilmis ve kapsiillerin icerigi 2 saat boyunca monitorize edilmistir. 2 saat

sonunda oleoresinlerin %30 unun salindigini bildirmislerdir [116].

Model Gida Uygulamalart

Calismanin enkapsiilasyon kisminda likopenin segilen bir model gidada uygulanmasi
amactyla kek model iiriin olarak secilmistir. Aynt miktarda likopen iceren fakat
oranlarda sodyum aljinat ile kapsiillenen likopen katkili keklerin radikal siipiiriicii
giiclerinde kontrol grubuna gore yaklasik %30°luk bir artis belirlenmistir. Kekler 180
°C sicaklikta firmnlanmistir ve uygulanan bu sicaklikta enkapsiille likopenlerin
keklerin i¢inde salinmadan kaldiklart Boliim 3.4.6.1°deki mikroskop goriintiilerinden

de agikca goriilmektedir.

Ayrica kontrol grubuna gore diger orneklerin L', a ve b degerlerinde artis
belirlenmistir. Hafif sar1 renkte olan, parlak ve likopen yiiklii kapsiil ilavesi keklerin
parlaklik, kirmizilik ve sarilik degerlerinde artisa neden olmustur.

Rocha et al. enkapsiile ettikleri ticari likopen standardini kek Orneklerine ilave
etmiglerdir. Kontrol grubu, serbest likopen katkili ve enkapsiile likopen katkili
keklerin renk degerleri karsilagtirilmis, keklerin a degerlerini en ¢ok serbest likopen

katkili kekte, sonra enkapsiile likopen katkili kekte kontrol grubuna gore fazla
bulmuslardir [152].

Calismadan Elde Edilen Cikarimlar ve Ozgiin Deger

e Oncelikle elde edilen bulgular; sunulan tez onerisi kapsaminda, uygulanan
yontemlerin ve gelistirilen sentez stratejisinin oldukga iy1 bir kromatografik davranis
eldesini sagladigin1 ve c¢alismanin ana hedefine basarili bir sekilde ulasildiginm

gostermektedir.

e Calismanin temelini olusturan monodispers kolon dolgu maddelerinin
sentezlenmesi kisminda, ters faz modunda, ayirma siiriin tizerinde pik ¢ozintirliigi
ve yeterli oranda teorik kademe sayilarina sahip, ticari ters faz modunda ayrim yapan

kolonlar ile yarisabilecek polar kolonlar sentezlenmistir.

e Yapilan literatiir incelemesinde “tetrahidrofurfuril akrilat” bazli kolon dolgu

malzemesinin sentezlendigi sinirli sayida ¢alismaya rastlanmistir. Tetrahidrofurfuril
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akrilat ve divinilbenzen kullanilarak kolon dolgu malzemesi sentezlenen bir

caligmaya ise rastlanmamustir.

e (alismalarda sentezlenenTHFA-c0-DVB polimerik adsorbanlar 6 p capinda,

monodispers ve kiiresel formda sentezlenmistir.

e Likopenin saflastirilmasiyla ilgili sinirli sayida bulunan arastirmalar icerisinde
calisma kapsaminda gelistirilen teknikle likopen saflastirilmasina yonelik bir

yaklasima rastlanmamustir.

e Ulkemizde likopenin saf olarak elde edildigi yaymlanmis bir ¢alismaya da

rastlanmamuistir.

e Gilinlimiizde izole edilmis ve saflagtirilmis bir bilesen ticari olarak oldukg¢a biiytik
bir 6neme sahip olmakla birlikte, saflastirma ve tanimlama islemi olduk¢a kompleks
ve 6nemli bir islemdir ve son yillarda arastirma alam1 bulmustur. Ister endiistride
katki maddesi olarak kullanilsin ister klinik calismalarda kullanilsin mg boyutunda
yiiksek miktarlarda saf bilesene ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bilesenlerin de pahali
olmasi karsilasilan en biiyiik problemlerden birisidir. Preparatif sivi kromatografisi,
yiikksek performansli sivi kromatografisinin gelistirilmis bir tiridir ve cesitli
bilesiklerin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Literatiirde dolgulu

preparatif kolon kullanilarak likopenin saflastirildig bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

e Likopenin saflastirildigt diger caligmalarda 998.99 saflikta likopen elde

edilememistir.

e Likopen domatese renk vermenin yaninda ayrica bir¢ok fonksiyonel ozellige
sahiptir. Cok giiclii bir antioksidandir ve likopenin kansere, kalp hastaliklarina ve

bazi kronik rahatsizliklara iyi geldigi ¢esitli calismalarla desteklenmistir.

e Domates endiistrisi atiklart 6zellikle kabugunu igeren kisim iyi bir likopen
kaynagidir. Hayvan yemi olarak degerlendirilen bu kisim ¢ok 6nemli bir biyoaktif

bilesenin saflagtirilmasi i¢in en ekonomik hammadde kaynagidir.

e Likopen eldesi islemleri sirasinda c¢evre kosullari, oksidatif bozulmayir ve
izomerizasyonu engellemek i¢in kontrol altinda tutulmalidir. Hammadde kaynaklar1

ve standartlar 6zenle korunmali ve islemler hizli bir sekilde ger¢eklestirilmelidir.
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e Gida endiistrisinde son yillarda iizerinde onemle calisilan konulardan birisi de
istenilen gida bileseninin viicudun istenilen bolgesinde salinimini saglayarak
biyoyararlilig1 arttirmaktir ve bunu yaparken de eklenen biyoaktifin gidanin duyusal
Ozelliklerini olumsuz etkilememesini saglamaktir. Bu dogrultuda, saflastirilan
likopen  iyonik  jelasyon  yOntemiyle sodyum  aljinat  kullanilarak
mikrokapsiillenmistir. Enkapsiilasyonda kullanilan diizenek tez c¢alismasi i¢in 6zel
olarak tasarlanmis olup siringa pompa-ekstriizyon sistemi olduk¢a pratik ve
ekonomik olmakla birlikte es boyutlu, kiiresel ve stabil kapsiiller elde edilebilmesine

olanak saglamistir.

e Literatiirde saf likopenin sodyum aljinat ile enkapsiile edildigi bir calismaya
rastlanmamistir. Kullanilan kaplama materyali likopenin yapay mide sivisinda
salimimi engellemede etkili olmusken, kapsiil igerisindeki likopen yapay bagirsak

stvisinda tamamen agiga ¢ikabilmistir.

e FElde edilen enkapsiiller segilen model gidada stabilitesini korumus ve likopenin
radikal siipiiriicii giicii tirlinde de korunmustur. Model gidada uygulanabilirligi diger

gidalarda da kullanilabilirligini géstermistir.

e Mikroenkapsiilasyonun likopenin stabilitesini korumak i¢in iyi bir yontem oldugu

gOriilmiistiir.

e Sunulan tez ¢alismasinin amact her ne kadar literatiire katkida bulunmak ise de;
bunun yanisira son yillarda 6zellikle gida endiistrisinde artan saflastirilmis biyoaktif
bilesen talebini diisiik maliyette karsilayabilmek; endiistriyel olcekte iiretilebilecek
alternatif bir saflastirma yontemi 6nermek; bunun i¢in gerekli kolon dolgu maddeleri
sentezlemek, uluslararas1 kabulii icin gerekli ¢alismalar1 baslatmak ve ihrag edilebilir
duruma getirmek; belirli saflik derecesindeki standartlarin ithalatin1 azaltmak
boylece yeni bir gelir kaynagi yaratarak tilke ekonomisine katkida bulunmak
hedeflenmistir. Bu kapsamda sonuglandirilan tez c¢alismasi bu nihai hedefleri

karsilayacak niteliktedir.
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EKLER

Ek-1. Kolonlarin pik ¢oziiniirliigii degerleri

Likopen ve B-karoten i¢in
Pik Coziiniirliigii Degerleri (R)
Mobil
az %80 ACN- %20 ACN-
%20 Et-OH %80 Et-OH
Kolon
S-1 - -
Farkdh g_kls S-2 0.31° 1.24%
lateksi/ 53 SEER T3
monomer
Crantarn S-4 0.43" 1.3%
S5 0.44°4 1.32%
Farkh S-6 0.84" 1.86"
monomer/capraz S-7 0.73" 1.64°
baglayic S-8 0.55° 1.55°
oranlari S-9 0.25° 1.23¢
S-10 0.15" 0.91%
Farkh porojen S-11 0.25° 1.28°
/¢apraz baglayici S-12 0.41°¢ 1.3°
oranlari S-13 0.55°P 1.48°
S-14 0.78° 2.23°
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Ek-2. Likopen Saflastirilmasi Kromatogramlar
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Ek-3. Kolonlarin teorik tabak sayis1 degerleri

p-karoten Likopen
Teorik Tabaka Teorik Tabaka
Katsayisi Katsayisi
%20 %80
%80 ACN— %20 ACN—
ACN- ACN-
%20 Et- %80 Et-
on %80 Et- | %20 Et- on
OH OH
S-1 - - - -
Farkh qikis | 52 1315% 815" 1357% 575%
lateksi/ s-3 1533 9358 1722° 7578
monomer c BC c c
S-5 1525°¢ 968° 1603° 743°
S-6 748" 431" 979" 559"
Farkl S-7 1029° 625° 1049° 561"
monomer/ =< e ——agc 847° 1682° 7458
capraz
baglayier | g g 1326° 907° 1391° 7298
oranlar
S-10 609° 390" 565" 322
Farkh S-11|  1093° 685" 1041° 530°
orojen
Zapiaz s-12 | 1273° 749° 1452° 674°
baglayict | 513 1253¢ 837" 1481° 635°
oranlar -
S-14 495° 578F 1481 633°

A-D: Ayni siitundaki birbirinden farkl harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak

onemli bir fark (P<0.05) oldugunu gdstermektedir.



Ek-4. Kolonlarin teorik tabaka yiiksekligi degerleri
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p-karoten

Likopen

Teorik Tabaka Yiiksekligi

Teorik Tabaka Yiiksekligi

%80
%80 ACN— | %20 ACN— %20 ACN—
ACN-%20
%20 Et-OH | %80 Et-OH %80 Et-OH
Et-OH
S-1 - - - -
Farkh ciki
| kc_/ N 0.077% 0.122% 0.073" 0.173%
ateksi
S-3 0.065° 0.107° 0.058° 0.132°
monomer
| S-4 0.066% 0.106°¢ 0.052° 0.122°
oraniari
S-5 0.065°°¢ 0.062° 0.103° 0.1348
Farkli S-6 0.133% 0.2324 0.102% 0.179"
monomer/ S-7 0.097° 0.095° 0.160° 0.178"
apraz
bigl’aym S-8 0.072° 0.118% 0.059° 0.1148
oranlari S-9 0.075° 0.110° 0.071P 0.137°
Farkh S-10 0.164% 0.256" 0.176" 0.310"
porojen S-11 0.091° 0.145° 0.097° 0.188°
/¢apraz S-12 0.078° 0.133° 0.068° 0.148°
baglayici S-13 0.079° 0.067° 0.119° 0.157°
oranlari S-14 0.201° 0.172° 0.067¢ 0.158°

A-D: Ayni siitundaki birbirinden farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak

onemli bir fark (P<0.05) oldugunu gdstermektedir.
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Ek-5. Keklerin renk degerleri

Ornek L a b
49.73 0.81 22.56
49.90 0.78 21.33
49.2 0.94 2251
Kontrol
49.7 0.87 22.80
53.45 0.85 20.31
55.02 0.80 20.39
53.05 2.56 22.38
53.17 2.56 22.36
% 0.5 Na-Alg-
) 53.24 2.58 22.35
Likopen Iceren
.. 54.67 2.98 23.45
Ornek
55.07 2.88 23.78
50.43 2.98 24.40
55.54 2.98 23.21
55.79 2.99 23.29
%1 Na-Alg-
. 55.92 2.99 23.27
Likopen Iceren
. 56.13 2.97 23.29
Ornek
56.23 2.96 23.30
59.78 2.87 21.99
53.06 3.39 24.01
53.21 3.38 24.01
%1.5 Na-Alg-
) 53.37 3.39 23.8
Likopen Iceren
.. 53.46 3.37 23.95
Ornek
53.57 3.36 23.92
58.75 3.06 23.73
50.98 4.36 25.60
50.94 4.54 26.11
%2 Na-Alg-
. 50.98 451 26.11
Likopen Iceren
.. 51.00 4.52 26.11
Ornek
51.05 4.50 26.12
54.08 3.68 23.98




Ek-6.

Organik asitlerin kalibrasyon grafikleri
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Ek-7. Organik asitlerin standart karisim kromatogrami
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Organik asit standartlar1 215 nm; 1: oksalik asit, 2: tartarik asit, 3: malik asit, 4:

askorbik asit, 5: asetik asit, 6: sitrik asit, 7: siiksunik asit.

Ek-8. Sekerlere ait kalibrasyon grafikleri
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Ek-9. Likopen ve pB-karoten icin standart kalibrasyon dogrulari
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Ek-10. 200 nm’de saflastirilmis likopen (kloroform i¢inde) kromatogrami
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Ek-11. 200 nm kloroform kromatogrami
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