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SEMBOL LiSTESI

f(Ka)
Ue

Mo

Msp
MNrel
[n]

K, a

: Dalgaboyu

: Dielektrik sabiti

. Zeta potansiyeli

: Henry fonksiyonu

. Elektrostatik potansiyel enerji
. Cozeltinin viskozitesi

: Coziicliniin viskozitesi

: Spesifik viskozite

. Relatif viskozite

- Intrinsik viskozite

: Huggins sabiti

: Mark Houwink sabitleri
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KURKUMININ SUDAKi COZUNURLUGUNUN ARTTIRILMASI
ULTRASES ORTAMINDA ALJINAT - KURKUMIN KOMPLEKSLERI
HAZIRLANMASI VE KURECIK ELDESI

OZET

Gilinliimiliziin en popiiler arastirma konularindan biri, kurkuminin sudaki
¢cOzlinirligiini arttirmak ve bunu takiben antioksidan 6zellik gosteren bu biyo-aktif
maddenin biyo-yararliligini gelistirmektir. Kurkumin  antioksidaninin,
antikanserojen, antitimor davraniglar  gOstermesi, ayrica antiinflamatuar,
antibakteriyel ve antiviral 6zelikleri olmasi biyo-yararliligini iyilestirmede dikkate
alman en Onemli Ozellikleridir. Bu ¢alismanin amaci, kurkuminin sudaki
¢Ozlinirligiinin arttirilmasi, ultrases ortaminda aljinat - kurkumin kompleksleri
hazirlanmasi ve kiirecik eldesidir.

Kurkuminin sudaki ¢oziiniirliiglinlin arttirilmas1 amaciyla, dogal bir polimer olan
aljinat secilmistir. Aljinat, anyonik bir biyopolimerdir ve yiiksek biyo-uyumlulugu,
toksik olmayisi, biyolojik ortamda bozunabilir olmasi, jellesme ve film olusturma
ozellikleri sayesinde mikro ve nano kapsiillerin hazirlanmasinda ilgi ¢ekmektedir.
Boyutlari1 2 mm ile 100 nm arasinda degisen aljinat kapsiilleri ilag sahm
sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ultrases (US) ortaminda yiiriitillen c¢alismalarda farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmig aljinat ¢ozeltilerinde kurkuminin sudaki ¢oziiniirliigiindeki degisimler
gbzlenmistir.

Calismada aljinat polimeri iki farkli ama¢ dogrultusunda segilmistir. Biraz 6nce
bahsedildigi gibi suda ¢oziiniirliigii nispeten olmayan dogal antioksidan kurkuminin
¢Ozilinlirliiglinii  arttirmaya yonelik bir ajan olarak secilmesi birinci amag
dogrultusundadir. Diger amag ise aljinatin kapsiilleme matrisi olarak kulanimi ve
mikro ve nano boyutta kiireler olusturmaktir. Dogal bir polisakkarit olan
aljinat polimeri ile enkapsiilasyon gergeklestirilerek kurkumin ve benzeri biyo-aktif
bilesikler cevresel zararl etkenlerden korunur, kontrollii bir sekilde ¢oziindiiriiliir ve
salimi yapilir.

Yapilan calismalar sonucunda US ortaminda hazirlanan % 2’lik (w/w) aljinat
¢ozeltisinde kurkumin ¢oziiniirliigii 0,6035 + 0,0861 mg/mL’ye kadar arttirilmistir
(pH 7, 25°C). Hazirlanan c¢ozeltilerin CaCl, ¢ozeltisine damlatilmasi ile aljinat-
kurkumin kiirecikleri elde edilmistir. Elde edilen aljinat - kurkumin kiirecikleri igin
hesaplanan enkapsiilasyon verimi % 96,66 + 1,57 dir.

1 mm yarigapina sahip aljinat-kurkumin kiirecikleri in-vivo ¢aligmalar i¢in uygun
degildir. Bu nedenle ¢aligmanin son asamasinda aljinat kiireciklerinin boyut ayari
lizerine caligmalar yapilmistir. Farkli konsantrasyonda aljinat ve CaCl, ¢ozeltileri
hazirlanarak 25°C’de US ortaminda damlatma yapilmis ve aljinat kiireciklerinin
boyutu Optik Mikroskop ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile saptanmustir.
Elde edilen veriler etkin bir sekilde nano-boyutlu aljinat kiirecikleri olusturuldugunu
ve kiire boyutlarinda 9,77 nm’ye kadar inildigini gostermistir.
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IMPROVING THE WATER SOLUBILITY OF CURCUMIN BY
ULTRASONICALLY PREPARED ALGINATE - CURCUMIN COMPLEXES
AND ALGINATE NANO-BEADS

SUMMARY

Curcumin (bis-a,B-unsaturated p-diketone), is a natural phenolic compound, well
known for its antioxidant properties, originally isolated from turmeric, a rhizome
used in India for centuries as a spice and medicinal agent. Curcumin has a wide
variety of bioactivities, including chemopreventive, antiinflammatory, antioxidant as
well as antitumor properties. Substantial evidences indicate that curcumin exhibits
cancer growth inhibition both in vitro and in vivo: it suppresses cell proliferation in
various cell lines and inhibits tumorigenesis.

Curcumin is a very safe agent to human being. A survey revealed that no treatment-
related toxicity was observed when the patients took 8000 mg/day dosage of
curcumin orally for 3 months. Although curcumin has an evident anti-cancer activity,
the low water solubility has been highlighted as the major problem for its
applications. For this reason increasing its water solubility and consequently
increasing its bioavailability is an important research topic.

The aim of this work is to increase the water solubility of curcumin. Ultrasonic
processing is preferred in order to increase interaction with curcumin and alginate
and following that to be able to prepare alginate - curcumin complexes. Another
reason to take advantage of ultrasonic degradation is to ensure homogeneity of the
polymer chain length and facilitate to obtain nano-sized alginate microspheres by
breaking alginate polymer chains. In liquids irradiated with high-intensity ultrasound,
acoustic cavitation (the formation, growth, and collapse of bubbles) provides the
primary mechanism for sonochemical effects. During cavitation, bubble collapse
produces intense local heating, high pressures with very short lifetimes. These
transient, localized hot spots drive high-energy chemical reactions. Irradiation of
liquids with ultrasound can cause solely physical changes from acoustic streaming,
such as rapid mixing. Also the degradation (meaning an irreversible lowering of the
chain length caused by cleavage, and not necessarily any chemical change) of
polymer chains in solution was one of the first reported effects of high-intensity
ultrasound.

For further studies to increase the solubility and stability of curcumin in water
curcumin filled alginate beads were prepared and their encapsulation efficiency was
calculated. Their diameters were 1 mm and not suitable for in-vivo studies. The last
chapter of the study is about nano-bead preparation for in-vivo studies.

Alginate is an anionic biopolymer, a natural polysaccharide, used for improving the
bioavailability of curcumin and related substances in drug release and food
supplement applications. It is of interest as a biopolymer to prepare nanocapsules
owing to its good biocompatibility, biodegradability, non-toxicity, gelation and film
formation properties. Alginate consists of linear chains of a-L-guluronic acid (G) and
-D-mannuronic acid (M) residues joined by 1,4 linkages. Soluble sodium alginate
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can be cross-linked using calcium chloride, with formation of insoluble calcium
alginate particles on a nanometer scale depending on the concentrations of sodium
alginate and calcium chloride. Alginate has been widely studied for particle
formation in the size range of 100 nm to 2 mm for drug delivery systems.

In this work alginate is selected as the agent to increase the water solubility of
curcumin. The studies are carried out in the ultrasound environment with different
alginate concentrations and the water solubility of curcumin is observed with alginate
addition. It is also aimed to create micro and nano-sized particles, using alginate as
the encapsulation matrix. By encapsulation, a bioactive compound can be protected
from environmental destructive factors, and then can be solubilised and delivered in
a controlled manner.

At 25 °C, in neutral conditions, examples that were subjected to ultrasound for 2
hours, at lower alginate concentrations (0,05 - 0,1 - 0,5 % w/w) curcumin solubility
was changed from 0,0622 + 0,0058 mg/mL to 0,1789 + 0,0060 mg/mL. If the
alginate concentration was up to 1 percent, curcumin resolution was 0,2878 + 0,0528
mg/mL and if it was 2 percent, curcumin resolution was increased to 0,6035 + 0,0861
mg/mL. Under acidic conditions, the highest solubility of curcumin was observed in
the samples containing 0,5 % alginate and the value was 0,1632 + 0,0033 mg/mL.

In the same samples, the amount of curcumin per mg of alginate was calculated, in
both neutral and acidic conditions, the maximum solubility increases with decreasing
concentration of alginate in solution. Curcumin’s highest solubility at pH 7, in 0,05
% alginate solution was 0,2521 mg curcumin/mg alginate.

Alginate - curcumin beads were prepared by dropping them into CaCl, solution using
an injector. Microspheres of a diameter of about 2 mm, after drying at room
conditions were around approximately 1 mm. For the first set, calculated
encapsulation efficiency for microspheres was 96,66 + 1,57 % and the second set
was found 96,64 + 2,09 %. From these results, it is understood that alginate
microspheres that containing curcumin - alginate complexes have been obtained
successfully.

When doses of 1 g of the dried microspheres were supplemented to foods or
medications, the calculated amounts of curcumin to be taken are 2,92 mg/g dry
microspheres and 2,73 mg/g dry microspheres, respectively.

Before and after ultrasound viscosity measurements of curcumin - alginate solutions
have shown that viscosity values after ultrasound was found to be reduced by half
compared to before. Here it is seen that the ultrasonic degradation of alginate
polymers was carried out effectively. C - ng/C was plotted with viscosity
measurements and with increase of alginate concentrations, 1s/C values are lowered,
with the result that in aqueous solutions both (-) loaded alginate and curcumin’s
formed complexes were preserved alginate’s polyelectrolyte property.

Providing information about the electrostatic potential of the particles in the solution,
zeta-potential measurements were studied. Samples that were not subjected to
ultrasound were compared with samples that were subjected to ultrasound samples.
While error rate of samples that were not exposed to ultrasound was + 22,4, samples
prepared in ultrasound medium were shown to have + 8,9, 3,3 and 4,6 error ratio.
From these results, it is shown that samples exposed to ultrasound have more
homogeneous polymer chain distribution but samples untreated with ultrasound show
nonhomogeneous distribution.
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As a part of the investigation on size control, alginate capsules were formed under
different concentrations of alginate and CaCl, solutions with ultrasound, 25°C, and
size of capsules was determined by Optic Microscope and Scanning Electron
Microscope (SEM).

As known, in ultrasound media cavitation bubbles form and collapse and polymers
chains subject to compression and relaxation. These movements in the polymer
solution cause breakage in weak bonds and degradation of polymers. By using this
effect, nano-sized alginate beads were obtained in the ultrasound media.

Optic microscope images show that beads obtained about 100 nm in size, but a
precise size analysis was not possible. For more effective size precision, before SEM
analysis, solutions were subjected to freeze-drying and concentration of the
microspheres in the solution was increased. From SEM images, data show that nano-
sized alginate beads were efficiently formed with diameters as small as 9,77 nm.

In the size control investigations, two sets of experiments were carried out. The first
set of experiments was subjected to 30 min ultrasound from the moment of dropping.
Alginate solutions of the second set were subjected to 2 hours ultrasound and then
solutions were subjected 30 min ultrasound from the moment of dropping. In general
it can be said that longer ultrasound treatment causes smaller diameter spheres.
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1. GIRIS

Yasamin onemli ¢eliskilerinden biri oksijen molekiiliidiir. Aerobik yasami temin
eden oksijen, hem solunum yani enerji metabolizmasi i¢in mutlak gerekli element

olarak bilinmekte; hem de birgok hastaligin sebebi olarak goriilmektedir.

Dogal, kaliteli ve dengeli beslenmeyle birlikte gilinimiizde bazi hastaliklarin
Onlenmesi ve hatta tedavisi olduk¢a miimkiindiir. Gidalar; protein, yag, karbonhidrat,
mineral ve vitaminlerle birlikte farkli oranlarda antioksidan maddelerden bir veya

bircogunu icermektedir.

Serbest radikal, dis orbitallerinde ciftlenmemis tek elektron iceren atom ya da
molekiillere verilen isimdir. Bagska molekiiller ile kolayca elektron aligverisine
girebilen bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen partikiilleri" de
denmektedir. Antioksidanlar hiicrelere zarar veren bu reaksiyon sistemlerini inhibe

ederek toksik olmayan iiriinlere ¢evirmektedir.

Antioksidanca zengin bir beslenme ile serbest radikallerin ve aktif oksijenin
meydana getirdigi oksidatif hasar engellenebilmektedir. Gidalardaki antioksidanlar,
serbest radikal olusumunu engelleyici veya mevcut olan serbest radikalleri etkisiz

hale getirici 6zellige sahiptir.

Kurkumin, lipid peroksidasyonunu baskilayan ve reaktif oksijen tiirlerini siipiirerek
inflamatuar (iltihaba neden olan) bilesiklerin olusumunu azaltan ayrica antitimor ve
kanseri Onleyici gibi genis kapsamli biyo-aktivite gosteren bir antioksidandir [1].
Ancak kurkumin, biyo-aktivitelerinin ¢esitliligine ve hastaliklar1 6nleme ve tedavi
etme potansiyeline ragmen diisiik ¢oziiniirliigii ve sulu ¢ozeltilerdeki kararsizligi
nedeniyle diisiik biyo-yararlilik gésterir ve bu da saghigt gelistirici bir ajan olarak
kullanilmasini engelleyen en 6nemli problemi olusturur [2,3]. Bu amagla kurkuminin
biyo-yararliligini iyilestirmek i¢in miseller, nanopartikiiller, fosfolipid-kompleksleri,
hidrojel bazli kapsiilleme mikroemdiilsiyonlar ve amorf kati dispersiyona dayanan

formiilasyonlar gibi ¢ok sayida yaklasim kullanilmustir [2,3].






2. TEORI

2.1 Antioksidanlar

Insan viicudunda normal fizyolojik islemler esnasinda ve dis etkenlerle birlikte
serbest radikaller ve diger aktif oksijen formlar1 olusmaktadir. Serbest radikaller ve
aktif oksijen formlarimin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi hastaliklarin

gelisiminde onemli faktdr oldugu diisiiniilmektedir [4].

Gida antioksidanlari; “Insanlarda fizyolojik sartlarda olusan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) veya reaktif azot tiirlerinden (RNS) birinin ya da her ikisinin de olumsuz
etkilerini azaltabilen maddelerdir” seklinde tanimlanabilir [5]. Daha genel bir tanimla
antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
siipiirerek okside olabilir materyallerin oksidasyon baslangicin1 geciktiren veya
hizin1 azaltan molekiillerdir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge olmasi

hayat i¢in esastir.

Antioksidan terimi genel bir ifade olup, gidalarin antioksidan igerikleri ve
antioksidanlarin biyo-yararliliklart gida maddesinin cinsine, hasat zaman1 ve hasat
yontemlerine, iklime, depolama ve muhafaza ortaminin 1sisina, nemine, 1$18ina,
gidanin hazirlanmasi, hatta kisi ve toplumlarin tiiketim aligkanliklarina gore de

degisebilmektedir [5].

Antioksidanlarin insan saglhigindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, kimyasal
yapilar, c¢oziiniirliikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan elde
edilebilmeleridir. Bunun sonucunda dogal antioksidanlara ilgi her gecen giin
artmaktadir. Literatiirde dogal maddelerin 6nemli antioksidan etki gdsterdiklerine

iligkin ¢cok sayida rapor bulunmaktadir [6].

Bazi gida antioksidanlarinin oksidasyonu engelleyerek, damar sertlesmesi, malarya,
ve diyabette faydali olabilecegi, antitimdr, antimutajenik, antimetastatik, antiiilser,
antikanserojen, hipertansiyonu  Onleyici ve pihtilagmayr  Onleyici  ayrica
antibakteriyel, antiviral, antiaging etkileri de oldugu yapilan in-vivo (canlinin iginde)

caligmalarla belirlenmistir.



Antioksidanlarin, enzimler kadar membranlardan gecememeleri, kisa yarilanma

Omiirlii olmalari, sabit kalamamalar1 gibi zayif biyofarmasdtik sorunlar vardir.

2.1.1 Antioksidan cesitleriAntioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik
olmayan olarak iki kategoride incelenebilir. Asagidaki Sekil 2.1’de ise bazi

antioksidanlarin kimyasal yapilari, Cizelge 2.1°de antioksidan cesitleri ve bunlara

ornekler goriilmektedir.
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Sekil 2.1 : Biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), C-
vitamini (L-askorbik asit), E-vitamini (a-tokoferol), polifenolik bilesikler
(flavon, flavonol, flavanol ve izoflavon).



Cizelge 2.1 : Antioksidan ¢esitleri.

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Enzimatik Antioksidanlar

Dogal Sentetik
Siiperoksit dismutaz (SOD) Vitamin C Biitillenmis hidroksianisol (BHA)
Selenyum bagiml: glutatyon peroksidaz a-tokoferol Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)
(GPx)
Polifenolik
Glutatyon-S-transferaz (GST) : ! . I Gallik asit tiirevleri

bilesikler

Katalaz Karotenoidler Tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ)

Nordihidroguareyetik asit

Glutatyon rediiktaz (GR) (NDGA)

2.1.2 Oksidatif stres

Dengelenmemis serbest radikal saldiris1t ve hiicre zarinin tahribati “oksidatif stres”
olarak adlandirilir. Oksidatif stres, oksidatif lezyonlara, doku hasarina, mutasyonlara
ve hiicre oliimlerine yol agabilen reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin (¢ogunlukla

serbest radikallerin) asir1 tiretimiyle tetiklenir.

ROS organizmada, enerjetik, reaktif ve metabolik olmak iizere ii¢ ana mekanizmayla
olusmakta, metabolik reaksiyonlar en 6nemli ROS kaynagi olarak karsimiza
cikmakta, olusan ROS yiiksek derecede reaktif olmasindan dolayr da hiicrelerde

zararl etkiler meydana getirmektedir.

Insan metabolizmasinda farkli etmenler sonucunda olusan ROS ve RNS, siiperoksit
(07), hidroksil (OH"), peroksil (ROO), alkoksil (RO"), semiquinon (Q), nitrik oksit
(NO") kokleri ile hidrojen peroksit (H,0,), peroksinitrit (ONOQ") ve singlet oksijen
(*O,) olarak &reklendirilebilir [4,7]. Cizelge 2.2°de ROS ve RNS tiirleri

gorilmektedir.

Radyasyon, gazlar, agir metaller, herbisitler, pestisitler gibi cevre kirleticiler ile
tedavi amaciyla alinan birgok ilag viicutla etkilesime girerek serbest radikal

olusumuna neden olmaktadir.

Oksidatif stres, metabolik faaliyetlerin devami i¢in gerekli aktif oksijen-antioksidan
dengesini aktif oksijen lehine bozar. Buna bagli olarak lipidler, proteinler, enzimler,

karbonhidratlar ve DNA zarar gorebilmekte, membranlardaki hasarin neticesinde



Cizelge 2.2 : ROS ve RNS tiirleri.

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Reaktif Azot Tiirleri (RNS)
Radikaller Nonradikaller Radikaller Nonradikaller
Siiperoksit Hidrojen peroksit Nitrik oksit Nitroz asit

Hidroksil Hipoklordz Asit Azot dioksit Nitrozil katyonu

Peroksil Hipobroméz Asit Nitroksil anyonu

Alkoksil Ozon Diazot tetroksit
Hidroperoksil Singlet Oksijen Diazot trioksit

Peroksi nitrit
Peroksi nitroz asit
Nitronyum katyonu

AlKil peroksinitritler

DNA zincirlerinde rastgele kirilmalar ve baglanmalar meydana gelebilmekte, enzim
ve yapisal proteinlerin zarar gérmesi hiicrenin Slmesiyle sonlanabilecegi gibi bu
olgular kanser, noérodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile diyabet ve

otoimmiin bozukluklarin gelisiminde molekiiler temeli olusturabilmektedir.

Bu olaylarin engellenmesi bakimindan viicutta antioksidanlarin varligi ve miktar
onemlidir. Antioksidan maddeler, aktif oksijen olusumunu engelleyerek ya da olusan
aktif oksijenleri oksidasyonun neden oldugu zararlar hiicresel diizeyde engelleyerek

hastaliklarin olusumunu engelledigi bilinmektedir.

Hava kirliligi, sigara kullanimi, kotii beslenme aligkanliklar (alkol tiiketimi, yetersiz

ve kalitesiz beslenme) ve stres de ROS olusumunu artirmaktadir [5].

2.1.3 Meyve ve sebzelerde antioksidan kapasitesi

Amerika Birlesik Devletleri Milli Kanser Arastirmalar1 Enstitiisii kimyasal 6nleme
ya da engellemeyi; “Ilag, vitamin veya diger ajanlar1 kullanarak kanser gelisim
riskini geciktirmek, engellemek ya da ortadan kaldirmak™ olarak tanimlamaktadir
[5]. Bu 6n kimyasal engelleyiciler arasinda sebze ve meyvelerle alinan antioksidanlar
basta gelmektedir. Ozellikle kanser tedavilerinde kullanilan ilaclardan beklenen en
onemli bir diger yarar ise hasarli olmayan doku ve hiicrelerin korunmasidir ve bu

etkiyi en 1yi saglayabilen ajanlarin baginda da meyve antioksidanlar1 gelmektedir.



Cizelge 2.3 : Bazi meyve ve sebzelerin antioksidan kapasiteleri.

Antioksidan kapasite

Antioksidan kapasite

ORAC ORAC ORAC ORAC
Trolox (ROO-) (ROO-) Trolox (ROO-) (ROO-)
esdegeri/ nmol pmol esdegeri/ nmol pmol
100¢g trolox trolox 100¢g trolox trolox
esdegeri/pl esdegeri/g esdegeri/pl  esdegeri/g
Sebze Meyve
Kirmizi
Domates 200 0,45 1,89 erik 2200 - 9,49
Kirmizi .
1400 - - Uziim 1700 1,24 7,39
lahana
Sarimsak 1300 5,15 19,4 Kelf‘r;l:‘ 1400 0,49 2,18
Ispanak 500 1,94 12,6 Yesil tiziim 1200 -
Britksel 500 1,73 - Muz 1100 0,46 2,21
lahanasi
Tatli misir 500 - - Kivi 1000 1,08 6,02
Patates 400 - - Ananas 1000 - -
Bezelye 300 - - Kiraz 800 - -
Karnabahar 200 0,79 3,8 Portakal 600 1,97 -
Havug 200 0,34 2,1 Armut 600 0,46 1,34
Yesil 200 - Kavun 100 0,2 0,97
fasulye
Sogan 200 1,2 4,5 Bogiirtlen 5500 - -
Marul 150 0,4 - Ahududu 5100 - -
Kereviz 50 - - Cilek 3100 2,68 15,36
K1@1z1 i 239 i E}ekta? 1900 ) i
biber Uzimii
Patlican - 0,9 3,9 Yaban 3300 ; 15,9-64,4
mersini
Kara - 2.7 17,7

lahana




Bitkiler, onemli dogal antioksidan kaynagi olup 8000 kadar farkli yapidaki bitki
fenolikleri literatiirde kaydedilmistir [7]. Cizelge 2.3’te baz1 meyve ve sebzeler ve

onlarin antioksidan kapasiteleri belirtilmistir.

2.1.4 Antioksidan kapasite tayin yontemleri

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, reaksiyon mekanizmasina bagli olarak
Hidrojen Atomu Transferine Dayali Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri (HAT)
ve Elektron Transferine Dayali Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri (ET) olarak

iki sinifa ayrilmaktadir.

Redoks reaksiyonuna dayanan HAT esasli analiz yontemlerinin basinda, Oksijen
Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) ve Total Radikal Yakalama Antioksidan
Kapasitesi (TRAP) tayin yontemleri gelmektedir. ET esasli analiz yontemleri,
antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren bir oksidan maddeyi
indirgeme kapasitesinin Ol¢imiine dayanir. ET esasli analiz yontemlerinden
baslicalar1, Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) 6l¢iimii ve FRAP (Demir
(IIT) Indirgeme Antioksidan Kapasitesi) Yontemidir.

2.2 Kurkumin

Kurkumin, lipid peroksidasyonunu baskilayan ve reaktif oksijen tiirlerini siipiirerek

inflamatuar (iltihaba neden olan) bilesiklerin olusumunu azaltan bir antioksidandir
[1].

Curcuma longa L.’nin (zerdegal) ana bileseni olan kurkumin, ilk kez Vogel ve
Pelletier tarafindan 1815 yilinda izole edilmistir. 1870 yilinda Daube tarafindan
kristalize edilmis ve daha sonra sentezini gerceklestirecek olan Lampe ve ¢alisma

arkadaglari, 1910 yilinda yapisini agikliga kavusturmuslardir.

Geleneksel dogu tibbinda 6zellikle Hindistan, Cin ve Tayland'da genis bir alanda
kullanilan zerdecalin ana vatan1 Dogu Hindistan’dir. Geleneksel olarak anoreksi,
oOksiiriik, diabetik yaralar, karaciger hastaliklari, romatizma ve siniizit ve harici deri
yaralanmalarinin onlenmesi ve tedavisi gibi bircok hastaligin tedavisinde yaygin

olarak kullanilmaktadir [8]. Cizelge 2.4’te zerdegalin tibbi uygular goriilmektedir.



Cizelge 2.4 : Zerdecalin tibbi uygulamalari.

Zerdecalin

Anemi, ateroskleroz, diyabet, 6dem, hemoroid, hepatit, histeri,

hazimsizlik, iltihap, cilt hastaligi, iiriner hastalik, yara ve ¢iiriik

tiptaki kullanim

alanlan

iyilesmesi, sedef hastaligi, anoreksi, Oksiiriik, karaciger

hastaliklari, romatizma, siniizit

Zerdecgal, sar1 ¢icekli, biiyiik yaprakli ve rizomlu ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Bitkinin
toprak altindaki ana rizomlar1 yumru seklinde, yan rizomlar1 parmak seklindedir.

Rizomlarn {ist yiizeyi kahverengimsi, i¢i sar1 veya kirmizimsi sar1 renktedir.

Zerdegal, Linnaeus tarafindan C. longa olarak tanimlanmistir. Yabani zerdegal
Caromatica, yerel tiirleri ise C. Longa olarak adlandirilir [8]. Zerdegal bitkisi
yapisinda, protein (% 6,3), yag (% 5,1), mineraller (% 3,5), karbonhiratlar (% 69,4)

ve su (% 13,1) bulundurur.

Curcumin (curcumin I)

I e = I OMe
OH

Demethoxycurcumin (curcumin IT)

JTC
OH

Bisdemethoxycurcumin (curcumin IIT)

HO

HO

Sekil 2.2 : Kurkumin ve tlirevlerinin kimyasal yapisi.



Zencefil ailesine ait zerdegalin biyo-aktif ana bileseni olan kurkumin
(diferulolmetan) (% 3 - % 4) bitkinin sar1 renginin kaynagidir ve kurkumin I (% 94),
kurkumin 11 (% 6) ve kurkumin III’ten (% 0,3) olusmaktadir (Sekil 2.2) [8].

Molekiil agirligr 368,37 g/mol ve erime noktasi 183°C’dir. Organik solvente bagh
olarak UV-Vis spektrofotometrik arastirmalarda, kurkuminin maksimum 11k

absorbansi 400-430 nm arasinda goriilmektedir.

Ticari kalitedeki kurkumin, dimetoksikurkumin (Mw 338 g/mol, genellikle % 10-20)
ve bisdimetoksikurkumin (Mw 308 g/mol, genellikle % 5’ten az) kurkuminoidlerini
igerir (Sekil 2.3) [7].

CH
HL OO O = i O OCH,
HO OH

Curcumin

St Cyclocurcumin
T e OCHy
® ® g 5
e e HBGG:‘\/\L‘J\/\( ‘f’ ‘ DCH,
oH

Demethoxycurcumin
HO

oH Tetrahydrocurcumin
= e
G LI
H oH H;WI Ia
oH

Bisdemethoxycurcumin

Hy T H
W i !
o
CHy
Ha

Hexahydrocurcumin

a-Turmerone Hexahydrocurcuminol
~ =] OH
” " H“DC Hy
e
® C
0,50 ) Ok
= B-Turmerone Curcumin sulphate
[w] H

Curcumin-glucuronide

Sekil 2.3 : Kurkumin ve tiirevlerinin yapilari.
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2.2.1 Biyo-aktivitesi / biyo-yararhhg:

Biyo-aktif bir molekiiliin aktivitesi, ¢oziinlirliigline, kararliligina, absorpsiyonuna ve
biyo-yararliligina baghdir [2]. Farmakolojik olarak genis kapsamli biyo-aktiviteye
sahip olan kurkumin, antikanserojen, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral,
hipoglisemik, antioksidan ve Alzheimer'1 dnleyici rol oynar [2,3]. Ancak kurkuminin
biyo-aktivitelerinin ¢esitliligine ve hastaliklar1 6nleme ve tedavi etme potansiyeline
ragmen diisiik ¢oziniirliigii ve sulu ¢ozeltilerdeki kararsizligi nedeniyle diisiik biyo-
yararlilik gosterir ve bu nedenle saglig1 gelistirici bir ajan olarak kullanilmasini

engelleyen en 6nemli problemi olusturur [2,3].

Kurkuminin biyo-yararliligini iyilestirmek igin ¢ok sayida yaklasim kullanilmustir.
Miseller, nanopartikiiller, fosfolipid-kompleksleri, hidrojel bazli kapsiilleme
mikroemiilsiyonlar ve amorf kati dispersiyona dayanan formiilasyonlar

gelistirilmistir [2,3].

Biyo-aktif bilesiklerin gida prosesi esnasinda ve mide-bagirsak sisteminde (pH,
enzimlerin ve diger besinlerin varligi) karsilasilan kosullara karsi korunmasi biiyiik
Oonem tasimaktadir. Kapsiillenme sayesinde, biyo-aktif bilesik cevresel zararl

etkenlerden korunur, kontrollii bir sekilde ¢oziindiiriiliir ve salimi yapilir [2].

Iki aromatik halka arasindaki baglant1 olan heptadiendion zincirin, kurkuminin anti-
tiimdr aktivitesi {izerinde dnemli bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. In-vivo ve
in-vitro yapilan bir¢ok caligma kurkumin ayrica kanser biiyiimesini engelleyi etkisi

oldugunu géstermistir [11].

Kurkumin  (1,7-bis-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-2,5-dion) ve bagh
oldugu kurkuminoid ailesi, fenil yerine siklohekzil halkas1 igermesine ragmen, enol
formunda ug halkalar ile konjuge bolimii olan (-karotenle (Sekil 2.4) benzerlik

gostermektedir [8].
A Ve N 7 Y T U N

Sekil 2.4 : B-karotenin kimyasal yapisi.
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Heptadiendion kismin keto-enol-enolat dengesi kurkuminin fizikokimyasal ve
antioksidan Ozelliklerini belirler. Fenolik hidroksil gruplari kurkumin antioksidan
aktivitesi tizerinde onemli rol oynayarak, katkida bulunabilecek karbonil, metoksi ve

hidroksil gruplar1 ile kurkumini fenolik antioksidan kategorisine yerlestirir [12].

2.2.2 Coziiniirliigii

Kurkumin nispeten suda ¢6ziinmez. Sulu tampon c¢ozeltide (pH 5,0) maksimum
kurkumin ¢6ziliniirliigii 11 ng/mL olarak bildirilmistir, nétral pH'da ise konsantrasyon
Olecmek i¢in ¢ok diisiiktiir. Kurkumin ayrica nétral ve alkali tampon ¢ozeltide ¢ok
hizli bir sekilde indirgenir. Bu nedenle, kurkuminin ¢ozliniirliiglinii ve kimyasal
kararligin1 arttiracak ilag salim sistemleri, insan saghgmi gelistirici Onemli
hedeflerdir. Ote yandan, basta metanol olmak iizere aseton, etanol, tetrahidrofuran,
asetilaseton, kloroform, asetik asit, benzen toluen ve CCl, gibi solventlerde iyi

¢oziinir [13].

2.2.3 Kurkumin ¢ozeltisi stabilitesi

Tonnesen ve Wang, kurkuminin bazik pH’da kararsizdir, alkali (yiiksek pH) bir
¢ozeltiye maruz kaldiginda ise alkalik hidrolize ugradigini rapor etmislerdir. In-vitro
fizyolojik durumlarda (fosfat tamponu, pH 7,2) bile hidrolitik bozunma rapor
edilmistir. Hem ¢0zelti icinde hem de kati formda 1siga maruz birakildiginda
fotodegredasyona ugramaktadir. Bu rapora gore, bazik pH ¢ozeltide, kurkumin 30
dakika igerisinde trans-6-(4'-hidroksi-3'-metoksifenil)-2,4-diokso-5-heksanal, ferulik

asit, feruloilmetan ve vaniline bozunmustur (Sekil 2.5).

Curcumin

VRN

CHC CH=CHCOOH CH=CHCOGCH,
_—
OCHS OCH3 OCH3
OH ’ OH OH
Vanillin Ferulicacid Feruroyl methane

Sekil 2.5 : 0,1 M fosfat tampon ¢o6zeltisinde kurkumin degredasyonu sonucu olusan
tirtinler, pH 7,2 - 37°C.
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Asidik kosullarda, kurkuminin bozunmasi daha yavas olmustur, 1 saat igerisinde

toplam kurkuminin % 20’den daha az1 bozunmustur [1,8,14].

2.2.4 pH etkisi

Kurkumin, bis-a,p-doymamis p-diketondur, enol tautomeri ile dengede bulunur
(Sekil 2.6). Bis-keto formu asidik ve nétral sulu cozeltilerinde ve hiicre zarinda
baskin olmaktadir. pH 3-7 arasinda kurkumin olduk¢a kuvvetli bir H atom donorii
olarak davranir. Bunun nedeni, keto formda, iki metoksifenol halkasi arasindaki
heptadienon baglantinin oldukca aktif bir karbon atom i¢ermesi ve bu karbondaki C-
H karbon  baglarinin  komsu  oksijendeki  eslesmemis  elektronlarin
delokalizasyonundan o6tiirii fazlaca zayif olmasidir. Tersine pH 8’in {istiinde
heptadienon zincirin enolat formu baskindir ve kurkumin elektron donérii olarak
davranir. Fenolik antioksidanlarin siiplirme aktivitesi i¢in daha uygun bir mekanizma

Jovanovic ve ¢alisma arkadaslari tarafindan 6nerilmistir [8,13,14,15].

MeO OMe
HO OH
MeO OMe
HO OH

Sekil 2.6 : Fizyolojik kosullar altinda kurkumin tautomerlesmesi, bis-keto formu
(tistte) ve enolat formu (altta).

Belirli bir pH degerinde, ¢ozelti icindeki mevcut kurkumin konsantrasyonu zamanin
bir fonksiyonu olarak belirlenmis ve sirasiyla tim bozunma reaksiyonlar: iizerinden

k degerleri (oran sabitleri) ve kurkumin yar1 6miirleri saptanmistir (Cizelge 2.5) [16].
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Cizelge 2.5 : Cesitli pH degerlerinde, kurkuminin k sabitleri ve yarilanma omiirleri.

pH k(M7s?) t12(S) pH k(M7st) t12(S)

1,23 2,8 6,6x10° 8,08 8,6x10* 2,1x107
3,21 5,2 3,5%10° 8,20 6,3%10* 2,9x107
5,97 4.4 42x10° 8,45 6,0x10* 3,110
6,94 1,2x10° 1,510 8,55 9,8x10* 1,910
7,00 1,2x10° 1,510 8,60 1,2x10° 1,510
7,30 4,0x10° 4,6 8,75 1,6x10° 1,210
7,75 2,2x10* 8,4x10™ 9,01 3,9x10° 4,8%107
7,81 3,2x10° 5,8x107 9,15 6,2x10° 3,0%107
7,84 2,2x10° 8,4x107 9,44 8,5x10° 2,2x107
7,98 5,2x10° 3,5%107 10,84 7,4%10° 2,5%107

Dyrssen ve ¢alisma arkadaslari sulu etanolik ortamdaki kurkuminin asidik iyonlasma
sabiti iizerine ¢alismislardir. Sekil 2.7°de 1x10™° mol/L konsantrasyondaki kurkumin
¢ozeltisinin farkli pH degerlerinde 1:1 etanol-su ¢ozeltisindeki UV-Vis spektrumunu
gostermektedir. Maksimum absorbans dalga boylarindaki kaymalar bir¢ok asit-baz
dengesinin mevcut oldugunu gostermektedir. pH 3-7 arasinda nétral formda (H3Cur)
absorbans 430 nm’de maksimuma sahiptir. Daha fazla asit eklendiginde, maksimum
absorbans bandi 555 nm’ye kayar ve 470 nm’de izobestik nokta olusur. Onun yerine
notral ¢ozeltiye alkali ilave edildiginde, 520 nm’de baska bir maksimum absorbans
bandi ortaya ¢ikar. Bozunmadan oOtiirii, alkali maksimum absorbansi daha kisa
dalgaboyu olan 480 nm’ye kaydirir, kurkumin olduk¢a kararsiz hale gelir [8].
Kurkuminin farkli pH degerlerindeki yapisi Sekil 2.8de goriilmektedir.

Enol formda kurkumin, enol gruba ve iki fenolik gruba karsilik gelen ii¢ iyonize
protona sahiptir. Shen ve Ji tarafindan yapilan teorik calismalarda enol form igin
hesaplanan maksimum absorbans 419 nm’dedir, diketon formla karsilastirildiginda
bu absorpsiyon kirmiziya kaymistir. Enolik protonun iyonlagmasi i¢in hesaplanan
maksimum absorpsiyon yaklasik 429 nm’dedir. Ote yandan, fenolik protonun
iyonlagsmast batokromik kaymaya neden olur, 531 nm’de maksimum absorbans

gosterir.
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Sekil 2.7 : 1:1 etanol-su ¢o6zeltisindeki kurkuminin farkli pH degerlerinde

absorbansi.
ID&mmpusilmn Wavelength Form pH
=]
0 0 max
i ] H (nm)
Med (.'::\-._I A =0 OMe
: C C
I H i 480 Cur™ 11
a =
0 0
(=)
0 0
H Il I
Med Ca Oz 2C OMe
c T ¢ 520 HCur®  9-10
H i H : .
(S
HC o 0
0 0 -
H [l H
Mel Can O o 2C OMe
C C C
H i i U H Cur’
HO OH
0 H >- 420-430 -8
H [l H
Me() Ca O 2~ =C OMe
C C C
:@/ H H i \C[ H Cur
3
HO OH
.
OH OH
MeO a {l /]\ ¢
e i S S
H H H 555 H Cur' 1
) 4
HC OH
Decomposition

Sekil 2.8 : Farkli pH degerlerinde kurkumin yapisi.
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Kurkuminin asidik ve bazik ortamlardaki davranisi Bernabé-Pineda ve c¢aligma
arkadaslar1 tarafindan arastirilmistir. Bazik ortamdaki kurkumin, kirmizi renktedir,
463 ve 261 nm’deki maksimum absorbans bantlarinin yani sira, 360 nm’de omuz
benzeri bir sinyal gozlenmistir. Asidik medyada iken, sar1 renktedir ve maksimum
absorbans bandlar1 hipsokromik kayma gosterir, bazik ortamda 463 nm’deki ana
band asidik ortamda 422 nm’ye kaymustir.

Jasim ve Ali, 12 farkli polar ve apolar organik solventte (metanol, aseton, NAMK,
etanol, THF, asetilaseton, kloroform, asetik asit, DMS, benzen, toluen ve CCl,)
kurkuminin UV-Vis spektrumlarini incelemislerdir. pH’a karsilik Amax grafigi

cizildiginde pH 5,5-7,5 arasinda tiim sistemlerin kararli oldugu goriilmiistiir.

2.2.5 Giinliik doz / toksisite

Asyada bir insanin giinliik ortalama zerdecal tiiketimi 0,5 ile 1,5 g arasinda
degismektedir ve bu miktar hicbir toksik belirti gostermez. Erkek ve disi sican,
domuz ve maymunlar normalde bir insanin tiiketebileceginden ¢ok daha yiiksek
dozlarda (2,5 g/kg viicut agirligl) zerdecal ile beslendiginde, bobrek, karaciger ve
kalbin gorlinlis ve agirliklarinda higbir degisim olmadigi gdzlenmistir. Ayrica
patolojik ve davranigsal anomalikler farkedilmemis ve 6lim goriilmemistir. Her iki
cinsiyetteki sican, domuz ve maymuna 300 mg/kg viicut agirligi dozunda kurkumin
verildiginde, hig¢bir patolojik ve davranigsal anomalik farkedilmemis, oldiiriiciiliik
gozlenmemistir. Alyuvar, akyuvar ve hemoglobin gibi kanin bilesenlerinin {iretimi ve

seviyesinde olumsuz etki gozlenmemistir [8].

Insanlar {izerindeki faz | Klinik galigmalari, giinde 12 g'a kadar alinan kurkumin
dozlarmin giivenli oldugunu ve 6nemli bir toksisite gdstermedigini dogrulamistir
[13]. Ayrica yapilan bir ¢aligmaya gore, 3 ay siireyle 8000 mg/giin dozunda oral
olarak kurkumin aldiginda tedaviye bagl toksisite gozlenmedigi belirtilmistir [11].

2.2.6 Tibbi uygulamalanr

Kurkuminin saglik amagl kullanimi yeni degildir. Antiseptik, anti-inflamatuar ve
antioksidan olmak iizere kurkumin kullanimi tizerine uzun bir liste olusturulabilir.

Sekil 2.9, tiptaki kurkumin kullanim alanlarini gostermektedir [7].
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KRONIK HASTALIKLAR;

Mide Ulseri
, AIDS
ENFEKSIYON; Alzhemeir
Sedef Hastalig1
_ Sitma Hipotiroid
Cinsel Yolla Bulagan Hastaliklar Akciger Hastaliklari
Karaciger Hastaliklar1
Bobrek Hastaliklari
/ Parkinson
Epilepsi
Diyabet
KURKUMIN ™
<
DIGERLERI;
Hipokolestrolemi
Hyalin Membran Hastalig
Antihelmintik ILTIHABI HASTALIKLAR;
Antispazmodik
Antidepresan Alerji
Antivenomic Pankreas Iltihabi
Fanconi Anemisi Ates
Katarakt
Safra Tas1
Yaralar

Sekil 2.9 : Modern teknolojiye dayanarak kurkuminin potensiyel uygulama alanlari.
2.3 Enkapsiilasyon

Enkapstilasyon, tastyict bir madde (matris) igerisine aktif bilesenlerin hapsedilmesi
islemidir. Aktif bilesikler, kullanimi, tasimay1r veya baska bilesenlerin igine
katilmasim1  kolaylagtirmak {izere sividan kati forma doniistirmek gibi cesitli
nedenlerle kapsiillenirler. Gida endiistrisinde kapsiillenmis maddelerin ¢ok sayida
muhtemel yarari vardir. Enkapsiilasyon islemi biyo-aktif molekiiller (6rnegin
antioksidanlar, mineraller, vitaminler, yag asitleri) ile canli hiicrelerin (6rnegin
probiyotikler) gidalara takviyesini iyilestirmede yararli bir aractir. Diger nedenler
icinde, tat/koku maskeleme, buharlasmadan ve oksidasyondan korunma ve kontrollii

salim uygulamalar1 bulunmaktadir [17,18,19]
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Koruyucu kabugun tasariminda kullanilan materyaller, gidalarda kullanilabilir
olmalidir, ayrica biyo-bozunur olabilir ve i¢ faz ile cevresi arasinda bariyer
olusturabilir ~ 6zellikte olmalidir [19]. Tim malzemeler arasindan, gida

uygulamalarinda kapsiilleme i¢in en yaygin olarak polisakkaritler kullanilmaktadir.

Enkapsiilasyonu gerceklestirilmis madde, etken madde haricinde, ¢ekirdek, dolgu,
aktif, i¢ ya da yiikli faz olarak adlandirilir. Kapsiilleyici madde genellikle, kaplama,
membran, kabuk, kapsiil, tasiyic1 madde, dis faz ya da matris olarak adlandirilir.
Uretilen parcaciklarn caplar1 genellikle birkag mm ile birkag nm arasinda degisir

[18,19].

Enkapsiilasyon islemi ile biyo-aktif bilesiklerin proses ve depolama esnasinda
kararliligini korumak ve gida matrisi ile istenmeyen etkilesimleri engellemek
amaglanir. Enkapsiilasyon ile iiriine, bozunma prosesini (6rnegin oksidasyon veya
hidroliz) yavaslatmak veya istenilen bolgeye ulasana kadar bozunmay1 engellemek
gibi olanaklar sunulur. Boylece biyo-aktif bilesik tamamen islevsel bir sekilde
tutulur. Ayrica bu teknoloji, hassas biyo-aktif maddeler ile ¢evresi arasinda bariyer
olusturarak tat ve aroma ayriminmi saglar, kot tatlar1 veya kokular1 maskeler, gida

bilesenlerine kararlilik saglar veya biyo-yararliliklarini arttirir [18].

2.3.1 Mikrokapsiiller

Mikrokiireler, ¢aplar1 50 nm ile birka¢ milimetre arasinda degisen partikiillerdir.
Parcacik formundaki bu malzemeler, diger malzemeler ya da hiicreler ile etkilegim
icin genis ylizey alani saglayabilir. Doku tamiri ve rejenerasyonu igin tastyict hiicre
olarak kullanilabilirler. Tlaglar1 iginde veya vyiizeyinde tasiyarak ilag salim

sistemlerinde kullanilabilirler [20].
Dagilmis emiilsiyon damlaciklar1 farkl iglemler ile mikrokapsiillere doniistiiriilebilir

(Sekil 2.10) [21].

Gida endiistrisinde kullanilan baglica yontem koaservasyondur. Bu yontemde ilk
olarak yag faz1 polimer ¢ozeltisi icerisinde dagitilmasi ve daha sonra damlaciklarin

arayiizeyindeki polimerlerin ¢cokmesini kapsar.
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Sekil 2.10 : Mikrokapsiiller.
2.3.2 Enkapsiilasyon verimi

Mikro/nano partikiillerin icerdigi aktif bilesen miktar1 farkli yontemler ile

hesaplanabilir. Enkapsiilasyon verimini ifade eden denklem asagida goriilmektedir:

Mikrokapsiil icerisindeki
aktif bilesen miktar1

x (2.1)
Aktif bilesenin baslangi¢ miktari 100

Enkapsiilasyon verimi (%) =

Aktif bilesenin baslangic miktari, hesaplanan toplam miktardir buna hazirlama

esnasinda beherdeki kayip ve ¢ozelti icerisindekiler dahildir.

Bu ifadeden yola c¢ikarak enkapsiilasyon verimi i¢in farkli bir denklem tiiretmek

mumkindur:

Aktif bilesenin __ Cozeltiicinde
) . basl ik kalan mik
Enkapsiilasyon verimi (%) = 35 angle miktarl @anmikia o 100 (2.2)
Aktif bilesenin baslangi¢c miktari

(Cozelti icinde kalan miktar, kapsiillerin uygun bir filtre ile toplanmasi sonrasi ¢ozelti
icinde kalan serbest haldeki aktif bilesen miktaridir [22].
2.3.3 Zeta-potansiyel

Zeta potansiyel tanecikler arasindaki itme veya c¢cekme degeri Ol¢limiidiir. Cozelti
igindeki partikiillerin elektrostatik potansiyeli ve bunun yan1 sira kolloidal stabilitesi

hakkinda bilgi verir.

Belli bir yiikteki tane, siispansiyon icerisindeki karst yiikteki iyonlar1 ¢eker, sonug
olarak, yiiklii tanenin yiizeyinde gii¢lii bir bag yiizeyi olusur ve daha sonra da yiiklii
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tanenin ylizeyinden disa dogru yayilmis bir ylizey olusur. Yayilmis bu yiizey
icerisinde "kayma yiizeyi" diye adlandirilan bir sinir bulunur. Yiklii tane ve onun
etrafinda bulunan iyonlarin kayma yiizey sinirina kadar olan kisim tek bir parca
olarak harcket eder. Bu kayma yiizeyindeki potansiyel zeta potansiyeli olarak
isimlendirilir ve hem tanenin yiizey yapisindan hem de iginde bulundugu sivinin
iceriginden etkilenir. Tanelerin polar sivilar igerisindeki  davraniglarini
yiizeylerindeki elektrik yiikii degil, zeta potansiyel degerleri belirler. Sifira yakin bir

deger kararsizlik ve hizli koagiilasyon anlamina gelir.

Zeta potansiyel, cozeltiye elektrik alan uygulandiginda taneciklerin hizlarinin
Ol¢iilmesi ile bulunur. Henry’nin denkleminden goriilebilecegi gibi bu hiz zeta

potansiyele baglhdir:

B 2eCf(Ka)

m 2.3)

E
Burada ¢ dielektrik sabiti, C zeta potansiyeli, f(Ka) Henry fonksiyonu (1,0 veya 1,5’
esit) ve n viskozitedir [22].

2.4 Aljinat

Biyo-malzemelerin gelistirilmesi, hem doku miihendisligi alaninda hem ilag salim
cihazlarinda hem de stirekli implant malzemesi olarak kullanimi agisindan biiytik bir
aragtirma alanmidir. Hidrojeller, biiylik miktarda suyu emebilme ve tutabilme
yetenegine sahip olmalar1 ve hidratlanmis dokularin 6zelliklerini taklit edebilmeleri
sayesinde bir¢ok biyomedikal uygulamada tercih edilen malzemelerdir. Capraz bagl
hidrofilik polimerlerden olusan hidrojeller, {i¢ boyutlu elastik ag yapisindadir ve bu
ag yapt hidrojellerin sulu fazda ¢o6ziinmesini engeller. Hidrojeller bu yapilar
sayesinde % 90 - % 99 oraninda i¢ine su alabilen bosluklara sahiplerdir ve insan
viicuduna uyarlanabilir 6zellik gosteren ilk bio-uyarli malzeme olarak kabul

edilmektedirler [23,24].

Dogal kaynaklardan elde edilen polimerler, ila¢ ve gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu polimerler arasindan polisakkaritler, yiikksek biyo-yararliliklari,
biyo-bozunabilir olmalar1 ve diisiik toksisiteleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir [9].
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Aljinatlar, hidrojel bazli biyo-malzeme uygulamalarinda kullanilan, yosun veya

bakterilerden elde edilen, suda ¢6ziiniir biyopolimerlerdir [24].

Aljinatin  kimyasal ve biyolojik malzemelerin farkli kapsiilleme sistemlerinde
immobilizasyonu veya izolasyonu gibi endiistri ve tip alaninda bir¢ok uygulamasi

mevcuttur [25].

Macrocystis, Laminaria, Ascophyllum, Fucus, Eklonia ve Pelvetia gibi kahverengi
deniz alglerinden iiretilmektedir. Azotobacter vinelandii ve Pseudomonas gibi

mikroorganizmalar da farkli bilesimlerde aljinat sentezlerler [25].

Aljinatlar, dogal polisakkaritler ailesindendir. Aljinat molekiilii lineer yapida B-(1-4)
bagli D-mannuronik asit (M) ve a-(1-4) baglantili L-guluronik asit (G) tinitelerinden
olusmaktadir (Sekil 2.11).

coor
0 O

HO HO M@

g-o-mannuronate (M)  o-L-guluronate (G)

OH 00C OH

G G M M G

c
) MMMMGMGGGGGM GMGGGGGGGGMMGMGMGGM

| o T S i
M-block G-block G-block MG-block

Sekil 2.11 : Aljinat biyopolimerinin yapisi: (a) aljinat monomerleri: guluronik asit
(G) ve mannuronik asit (M), (b) zincir yapisi, (c) blok dagilimi.

Her iki polisakkaritin essiz biyolojik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden dolay:
cesitli alanlarda birgok endiistriyel uygulamasi bulunmaktadir. Ornegin, aljinat gida
stabilizatorii, hiicreler ve enzimler i¢in kapsiilleme matrisi, jellesme ajani, bitki

biiyiime uyaricisi, yara pansuman malzemesi olarak kullanilmaktadir [26].
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Aljinatlar dogrusal ikili kopolimerlerdi, M ve G {nitelerinin degisen
kompozisyonlarda ve dizilerdeki bloklarindan olusurlar (6rnegin: MMMMM,
GGGGG ve GMGMGM). Monomerlerin glikozidik bag ile baglanmasi sonucu
olusan polimerik yap1 genis bir molekiiler agirlik yelpazesine sahiptir (50 - 100000

tinite).

Aljinatin fizikokimyasal o6zellikleri, M/G oranma ve ayrica kopolimer igindeki
monomer dagilimina ve sirasina da baghdir. Yosun tiiriine, polisakkaritin ekstrakte
edildigi yosun doku tipine ve yosunun toplandigi mevsime bagli olarak mannuronik
asit biriminin oram1 ve sirast degismektedir. Guluronik asit miktar1 arttik¢a jel
mekanik olarak daha dayanikli olur ve jel olusumunu bozan asitlere ve selat yapici
bilesiklere kars1 daha kararli hale gelir. Ayrica yiiksek guluronik asit iceren jellerin
gbzenekliligi daha yiiksektir. Mannuronik asit icerigi arttikca ise jel daha yumusak ve
elastik olur. Jel olugumu sirasinda daha ¢ok biiziisme meydana geldigi ve jelin

gozenekliliginin azaldig1 belirtilmigtir [24].

Guluronik asitce zengin aljinatlarda baglanma daha gii¢liidii. Bunun sebebi,
guluronik asit yapisindaki karboksil ve hidroksil gruplarinin arasindaki mesafenin
mannuronik aside gore daha kisa olmasindan dolay1 iki degerlikli katyon ile
guluronik asit arasinda baglanma ger¢eklesmesidir. Guluronik asit¢e zengin aljinatlar
yiiksek porozite 6zelligi gosterirler ve 1siya dayanikli, sert fakat kolaylikla kirilabilen
jel olustururlar. Jel olusumu sirasinda biiziilme azdir ve kuruduktan sonra fazla sisme
goriilmez. Olusan jel daha katidir ve daha hizli jel olusumu gozlenmektedir. Aljinat
ile katyon arasindaki tepkime oda sicakliginda veya sogukta olabilir. Yiiksek
sicakliklarda ise jel olusumu daha yavas gerceklesir. Yiiksek polimerizasyon
dercesine sahip aljinatlar, daha az miktarda katyon ile reaksiyona girerken, diisiik

polimerizasyon dereceli aljinatlar daha ¢ok miktarda katyon ile reaksiyona girer.
Katyon tuzu ve aljinat ¢ozeltisi arasindaki tepkime asagida gosterilmistir:
2Na.Alj + MCl, — M.Alj, + 2NaCl

M: Iki degerli katyon

2.4.1 “Yumurta kutusu” modeli

“Yumurta kutusu” yapisal modeli aljinat polimer zincirleri ve iki degerlikli

katyonlarimn arasindaki iliskiyi tanimlamak igin kullanilmaktadir (Sekil 2.12). Iyonik
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olarak ¢apraz baglanmis aljinat hidrojeller Ca*?, Ba*?, Sr*?, Zn*?, Cu*?, Cd*? ve Co*

gibi iki degerlikli katyonlarin varliginda olusturulmaktadir.

Alginates

Sekil 2.12 : “Yumurta kutusu” modeli.

Jelin, polimer zincirindeki karboksil gruplarinin iki degerlikli katyonla iyonik koprii
olusturmasi ile veya iki degerlikli katyonun her polimer ciftindeki hidroksil ve
karboksil gruplariyla selat olusturmasi sonucu olustugu diistiniilmektedir [24]. Elde
edilen jellerin mekanik ve sisme Ozellikleri ile monomer bilesimi, blok yapisi ve
capraz baglayici iyon arasinda kuvvetli bir baglanti vardir. Iyonik olarak capraz
baglanmis aljinat jeller jel olusumu esnasinda kiigiillirler, bunun sonucunda su
kaybina ve orijinal aljinat ¢ozeltisine kiyasla polimer konsantrasyonunda goreceli bir

artiga yol acarlar.

2.4.2 Aljinat Kiire eldesi

Ilag ve tiirevi maddelerin polimerik materyaller ile enkapsiilasyonu sik basvurulan
bir yontemdir. Ancak bazi polimerler viicuda enjekte edildiklerinde toksitite
gosterebilir, bagisikliga neden olabilir veya viicuda enjekte edebilmek i¢in
istenmeyen etkilere neden olan ¢oziiciiler gerektirebilirler. Bu problemleri 6nlemek
icin, suda ¢oziinebilen ve toksik olmayan dogal bir biyo-polimer olan sodyum aljinat

kapsiil yapiminda kullanilmaktadir [27].

Aljinat kiireler, belirli siireli ila¢ salim sistemlerini kontrol etmek, fonksiyonel

proteinleri korumak ve istenilen bir bolgeye hiicre yerlestirmek gibi ¢esitli biyo-
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medikal uygulamada tasiyict olarak kullanilmaktadir. Bu uygulamalarin hepsi,
aljinatin metalik katyonlarla, zellikle Ca™ ile ¢apraz baglanarak jel olusturmasina

dayanir [28].

) P ot

Gelation/crosslinking

Sekil 2.13 : Aljinat kiire eldesi.

Iyonik olarak c¢apraz baglanmis aljinat mikrokapsiiller, capraz baglayici iyon iceren
¢ozelti igerisinde piiskiirtiilmiis jel kiireciklerin askida tutulmasi ile (Sekil 2.13) veya
capraz baglayici iyon igeren ¢ozelti ilavesi ile emiilsiyon haline getirilerek elde edilir
(Sekil 2.14). Emiilsiyon teknigi ile dahili ve harici jellesme gergeklestirilebilecegi
bildirilmigtir [24]. I¢ jellesme iyonik ¢apraz baglanma igin daha kontrollii bir
tekniktir, burada pH degistirilerek iyon salimi korunabilir. Iyonik ¢apraz baglanmis
aljinat membranlar genellikle immersiyon teknigi ile elde edilirler. Bu teknikte,
kserojel, ¢apraz baglayici ¢ozelti igerisine yerlestirilir ve ¢apraz baglayict ajanin

matris i¢ine niifus etmesine izin verilir.

Alternatif olarak, c¢apraz baglayic1 c¢ozeltisine karst diyaliz edilerek jeller
hazirlanabilirler. Bu yontemler, ¢capraz baglayici katyonlarin matrise kendi kendine
diftizyonuna dayanir ve sonug olarak yiizeyde daha yiiksek konsantrasyonda polimer
ve ¢apraz baglayici iyon ile homojen olmayan ¢apraz baglanmig matris elde edilir.
Homojen olmayan capraz baglanma iyonlarin ¢dzeltinin merkezine yavas diflize

olmasi ile iliskilendirilebilir [8,29].
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Sekil 2.14 : Capraz baglama tekniginin sematik gosterimi (A) immersiyon (IM), (B)
basing yardimli difiizyon (PD). Oklar capraz baglanma prosesi
stiresince katyonlarin diflizlenme yoniinii gostermektedir. Acik gri alan
capraz baglayici ajan iceren c¢ozeltide aljinat filminin olustugu yeri
temsil etmektedir.

2.5 Ultrases

Ultrases, insan kulaginin duyma araliginin iizerinde bir frekansa sahip olan dalga
formundaki akustik (ses) enerjidir. Ses frekanslar1 Hertz (1 Hertz=1 saniyelik dongii)
birimiyle ifade edilir. Insan duyma araligi, geng bir kisi i¢in 20 Hz'den 20 kHz'e
kadar degisir (st smnir yas ile azalir). Ultrases insan kulagmin cevap
verebileceginden daha yiiksek bir frekansa sahiptir (> 20 kHz). Ultrasonik frekansin
ist sinir1 kesin olarak tanimlanmis degildir, ancak genellikle gazlar i¢in 5 MHz ve
kat1 ile sivilar i¢in 500 MHz olarak alinir. Genis frekans araligi icindeki ultrasesin

kullanimi1 genel olarak iki boliime ayrilir (Sekil 2.15).

Birinci alan, diisiik genlikli (yiiksek frekans) sesi igerir, ortamin dalga ile fiziksel
etkisiyle ilgilenir ve genel olarak “diisiik kuvvetli” veya “yiiksek frekansl ultrases”
olarak adlandirilir. Diisiik genlikli dalgalar (2 - 10 MHz), ¢ogunlukla analitik amagl

dalganin hizin1 ve absorpsiyon katsayisini 6l¢gmede kullanilir.

Ikinci alan yiiksek enerji (diisiik frekans) dalgalarini igerir, “kuvvetli ultrases” olarak
bilinir. 20 ile 100 KHz arasinda degisen bu dalgalar, temizleme, plastik kaynak

yapma ve sonokimyada kullanilirlar.
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Diagnostic ultrasound [] 5MHz-10MHz

Sekil 2.15 : Ses frekans araliklari.
2.5.1 Kimyada ultrases

1960’larda kimya ve metalurji laboratuvarlarinda ultrasonik temizleme banyosu
kullanilmaya baslanmistir. Bu banyolarda kirli cam esyalarin temizlendigini ve sivi
deterjanda karismayan organik solventlerin dagildigini géren kimyagerler kimyasal
reaktiviteyi  arttirmak i¢in de ultrasonik  banyolarin  kullanilabilecegini

distinmiislerdir.

Ultrasonik sa¢ilim normalde kullanilan 1s1, 151k veya basingtan farkli bir enerji formu
olusturarak yiiksek enerji fazlahigi tretir ve bu sayede kimyasal reaksiyon
modifikasyonunu saglar. Ultrases, etkisini kavitasyon baloncuklari iireterek gosterir.
Kavitasyon, bir sivi igerisinde kabarciklarin olusumu, biiylimesi ve patlamasi
olayidir. Ultrases siviya dogru gecerken, molekiilleri birbirlerinden uzaga ¢ekerek
genigleyen devirler, sivida negatif basing sarf ederler. Eger ultrases yeterince
siddetliyse genisleme devri sivida kaviteler olusturabilir. Negatif basing; sivinin
safligina ve cinsine bagl olarak ¢esitlilik gosteren sivinin lokal gerilme direncini
gectiginde bu olay meydana gelir. Normalde kavitasyon gekirdek bir prosestir;
stvinin iginde mevcut olan zayif noktalarda meydana gelir. Ornegin, asili madde
partikiillerinin i¢indeki yariklar1 dolduran gazlardan veya Onceki kavitasyon

olaylarinda gegici olarak olusan mikro kabarciklardan meydana gelir.

Sonokimyada kimyasal aktivasyon, kavitasyon kabarciklarinin patlama enerjisi ile
saglanmaktadir. Bu proses icin en popiiler goriis Hot-Spot teorisidir. Ultrases
uygulanan sivilarda kavitasyon balonlar1 patladiginda kavitelerin sikismasi oldukga
hizli olur. Patlama sirasinda kaviteden az miktarda 1s1 kayb1 olabilir. Cevredeki sivi

hala soguktur ve hizlica 1sman kaviteyi sondiiriir. Boylece kisa omiirlii bir kavite
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olusur, soguk sivi iginde hot-spot lokalizlenir. Hot-spot diye tabir edilen bolge
yaklasik 5000°C sicakliga, 1000 atmosfer civarinda basinca, 1 mikrosaniyeden daha
kisa bir 6mre ve saniyede 10 milyar °C’nin iizerinde i1sima ve soguma oranina
sahiptir. Boylece meydana gelen yiiksek sicaklik ve basing sartlar1 altinda kaviteler

patlar.

Kavitasyon kabarciklarinin patlamasi esnasinda gergekte ne oldugu kimyagerler,
mithendisler, matematikg¢iler ve fizik¢iler i¢in hala arastirma konusudur. Patlamanin
gercek dogasi ne olursa olsun kimyasal ve mekanik etkileri ti¢ ayr1 bélgede meydana

gelir:

¢ Balonun i¢inde — kendisi mikroreaktor olarak diisiiniilebilir,
e Sicakligin ¢ok yliksek olmadigi, balonun hemen bitisigindeki sivi bolgede ve

e Patlama ile olusan sok dalgasinin biiyiikk kesme kuvvetleri olusturacagi,

balonun hemen yakininda [30,31,32].

2.5.2 Polimerlerde ultrases etkisi

Ultrasesin yararli uygulamalarindan biri de polimer bozunmasidir. Ultrasesin
polimerler tizerindeki etkisi hem kimyasal hem de fiziksel olabilir. Ultrasese maruz
birakilan sivilarda, akustik akistan ileri gelen fiziksel degisimler (hizli karistirma ve
yiiksek 1s1) meydana gelir. Kavitasyonun bu etkileri her zaman gerekli olmasa da,
hemen hemen her zaman kavitasyona eslik eder. Polimer sistemlerinde ultrases
kaynakli fiziksel degisikliklere Ornek olarak bazi polimerin iginde dolgu
maddelerinin ve diger bilesenlerin dagitilmasi (boya formiilasyonunda oldugu gibi),
inorganik parcaciklarin polimerler ile enkapsiilasyonu, polimer tozlarinin partikiil
blytikligliniin degistirilmesi verilebilir. Buna karsilik, ultrases esnasinda kavitasyon
sonucu kimyasal degisimler de olusabilir ve bu etkiler polimer kimyasinin bir¢cok

alaninda yarar saglamak i¢in kullanilmaktadir [32].

Polimerin sonokimyasal bozunmasi, en zayif kimyasal bagmn bdlinmesi ile
gerceklesir. Ultrasonik enerjinin polimer degredasyonu icin kullanimi 1930’lara
dayanir, dogal polimerler sonikasyona tabi tutuldugunda viskozitede azalma

gorilmiistiir.

Ultrasonik bozunma, kimyasal ve termal ayrismadan farkli olarak rasgele olmayan
bir prosestir, kirilma molekiiliin hemen hemen merkezinde gergeklesir ve en hizli

bozunan molekiiller biiyiik molekiillerlerdir.
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Polimer kimyas1 alaninda polimer bozunmasi, genellikle molekiil agirligi dagilimi
veya intrinsik viskozitedeki degisim ile dlgiiliir. Genel olarak ultrasonik radyasyonun
polimer lizerinde mekanik, kimyasal mekanik ve morfolojik 6zellikleri agisindan
onemli bir etkisi vardir. Cesitli teorilere gore, baloncuklarin siddetli patlamalar
solvent molekiillerinin hareketine neden olur. Bu hareket ile polimer bozunmasina

neden olan biiyiik kesme kuvvetleri olusur. [31].

2.5.3 Ultrasonik bozunmanin karakteristigi

Cozelti icindeki polimer zincirinin bozunmasi (yarilmanin neden oldugu zincir
uzunlugundaki geri doniisii olmayan diisme ve gerekli olmamakla birlikte herhangi
bir kimyasal degisim) yliksek-yogunluklu ultrasesin rapor edilmis ilk etkilerinden
biridir. Yiiksek-yogunluklu ultrasesin polimer c¢ozeltisine temel etkileri asagida

toluen icindeki polistiren 6rneginde goriilebilmektedir.
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Sekil 2.16 : % 1°lik polistiren ¢ozeltilerinin ultrasonik bozunmasi.

Bozunma yiiksek molekiil agirliklarinda daha hizli bir sekilde ilerler ve bozunmanin
olmadig1 limit alt degerine yaklasir (<< 30000). Bu deger ya da daha diisiik degerlere
sahip polimerler, bu kosullar altinda ultrasesten etkilenmez. Bu etkiler, ¢ozelti
icindeki her tiirlii makromolekiil (6rnegin poliorganosiloksan ve poliorganosilan) igin
denenmis, bunlara organik solvent i¢indeki hem organik hem de inorganik polimerler
ve sulu ¢ozeltisinde ¢esitli polimerler dahil edilmis ve rapor edilmistir. Fiziksel

islemin sonucu olan bu ortak davranig, polimerlerin kimyasal yapisindan
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bagimsizdir, fakat ¢ozelti icindeki polimer zincirinin boyutuna olduk¢a baghdir.
Yapilan bircok ¢alisma, ayni kosullardaki ultrasese tabi tutulduklarinda degredasyon

hiz1 ve limit alt degerinin polimerin dogasina duyarsiz oldugu kanitlamistir [32].

2.5.4 Sodyum aljinat ¢ozeltisine ultrases etkisi
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Sekil 2.17 : Farkli konsantrasyonlar ve farkli siirelerde ultrasese maruz birakilmis
aljinat ¢ozeltilerinin US diyagramiu.
Sekilde sodyum aljinatin ultrasonik bozunma sonuglar1 goriilmektedir. Sodyum
aljinatta yeterli oranda bozunma sadece diisiik polimer konsantrasyonunda, % 0,25
w/w, gozlenmistir. Ayrica digerleri tarafindan yapilan c¢aligmalarda da,
konsantrasyondaki artis nedeniyle polimerin ultrasonik bozunma hizinda azalis
oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni konsantre ¢6zelti igerisinde molekiillerin daha az
hareketli olmalar1 olarak agiklanabilir. Bu nedenle kavitasyon baloncuklarinin
olusumu zorlasir, daha da 6nemlisi patlayan baloncuklarin etrafindaki hiz gradyanlar

kiictiliir ve buna bagli olarak polimer zinciri lizerindeki gerilim de kiigiiliir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kullanilan Cihazlar

UV-1800 Shimadzu UV spektrofotometre, Hettich EBA 20 Mikro santrifiij cihazi,
Bandelin Sonorex Ultrases banyosu, InoLab pH metre, Watson Marlow sciQ 400
Peristaltik pompa, Brookfield DV Ill+ Reometre, Malvern Zetasizer 2000, Olympus
BX51 Optik mikroskop ve FEI Quanta FEG 250 Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) kullanilmastir.

3.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Aljinat Cargill’den (Algogel 6021, 30-50 cP) ve Sigma Aldrich’ten (Aljinik asit
sodium tuzu, kahverengi alglerden, diisiik viskozite, 100-300 cP - % 2 w/w) temin
edilmistir. Asetik asit ve kurkumin Merck’ten temin edilmistir. Kalsiyum kloriir

dihidrat Labkim’den temin edilmistir.

3.3 US Ortaminda Kurkuminin Sudaki Coziiniirliigiinii Arttirma Calismalar

Farkli pH ve konsantrasyonlarda aljinat ¢ozeltileri hazirlanarak kurkuminin sudaki

¢oziniirligl arttirild.

3.3.1 pH 7’de aljinat ¢ozeltisinde kurkumin ¢oziiniirliigii tayini

pH 7°de aljinat ¢ozeltileri hazirlamak i¢in deiyonize su kullanildi. % 0,05 - 0,1 - 0,5 -
1 ve 2’lik (w/w) olmak tiizere 5 ayr1 konsantrasyonda 3’erli setler halinde aljinat
cozeltileri hazirlandi. Aljinat ¢ozeltilerinin 10 mL’sine 20 mg kurkumin ilave edildi.
Cozeltiler 25°C’deki US banyosunda 2 saat tutuldu. Aljinat-kurkumin ¢ozeltileri US
sonrast 1 saat santrifiijlenip dekante edildi. 25°C’deki US banyosunda 1 saat
tutularak hazirlanan aljinat ¢ozeltilerine karst UV Spektrofotometresinde absorbans

degerleri olciildii.
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3.3.2 pH 2,4°de aljinat ¢ozeltisinde kurkumin ¢oziiniirliigii tayini

pH 2,4°te aljinat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1 M asetik asit ¢ozeltisi kullanildi. % 0,1 -
0,5 -1 - 2’lik (w/w) olmak iizere 4 ayr1 konsantrasyonda 3’erli setler halinde aljinat
¢ozeltileri hazirlandi. Aljinat ¢bzeltilerinin 10 mL’sine 20 mg kurkumin eklendi.
Cozeltiler 25°C’deki US banyosunda 2 saat tutuldu. Aljinat-kurkumin ¢ozeltileri US
sonrast 1 saat santrifiijlenip dekante edildi. 25°C’deki US banyosunda 1 saat
tutularak hazirlanan aljinat ¢ozeltilerine karst UV Spektrofotometresinde absorbans

degerleri Olciildii.

3.4 Kalibrasyon

Her aljinat konsantrasyonu i¢in farkli kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi. % 0,05 - 0,1
- 0,5 - 1 ve 2’lik (w/w) olarak hazirlanan aljinat c¢ozeltilerine yaklasik 0,5 mg
kurkumin ilave edildikten sonra 25°C’deki US banyosunda 2 saat tutuldu. Hazirlanan
cozelti iki kez 5°te 1 oraninda seyreltildi. 25°C’deki US banyosunda 1 saat tutularak
hazirlanan aljinat ¢ozeltilerine karst UV Spektrofotometresinde absorbans degerleri

sleiildii.

3.5 Kurkumin Yiiklenmis Kiirecik Eldesi

Hazirlanan ilk sette % 1 ve % 2’lik (w/w) aljinat (Aldrich) - kurkumin
cozeltilerinden enjektorle S mL alinarak % 2°lik (w/w) CaCl; ¢ozeltisinin 50 mL’sine
karistirict lizerinde 15 cm yiikseklikten damlatildi. Olusan kiirecikler 30 dk

karistirtlmaya birakildi. Kiirecikler siiziiliip oda kosullarinda kurutuldu.

Ikinci sette hazirlanan % 0,5 - 1 ve 2’lik (w/w) aljinat (Cargill) - kurkumin
cozeltilerinden enjektorle yaklasik 10 mL alinarak % 2’lik (w/w) CaCl; ¢ozeltisinin
10 mL’sine karistirict lizerinde 15 cm ylikseklikten damlatildi. Olusan kiirecikler 30

dk karistirilmaya birakildi. Kiirecikler siiziiliip oda kosullarinda kurutuldu.

3.6 Kurkumin Yiiklenmis Kiireciklerin Enkapsiilasyon VVerimi Hesabi

Aljinat-kurkumin kiireciklerinden kalan siiziintiideki kurkumin miktarini tespit etmek
icin alinan 6rneklerin deiyonize suya karst UV Spektrofotometresinde absorbanslari

olgtldii.
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3.7 Nano Boyutta Kiire Uretimi

Nano boyutta aljinat kiirecikleri elde edilmek i¢in 4 farkli konsantrasyonda 2 set
halinde ¢ozeltiler hazirlandi. 25°C’deki US banyosunda tutulan 2 numarali ¢ozeltiye
peristaltik pompa ile 15 cm yiikseklikten 1 numarali ¢ozelti damlatildi. ik set
damlatma esnasi ve sonrasi 30 dk US banyosunda tutulurken, ikinci sette aljinat
¢oOzeltileri damlatma Oncesi 2 saat, damlatma esnas1 ve sonrasinda tekrar 30 dk US
banyosunda tutuldu. US sonrasi ¢ozeltiler dondurarak kurutma (freeze drying)

islemine tabi tutuldu.

3.7.1 Aljinat ¢ozeltisine CaCl, ¢ozeltisi damlatilmasi

0,02 mg/mL'lik aljinat ¢ozeltisinin 50 mL'sine, 10 mg/mL'lik CaCl, ¢o6zeltisinden
peristaltik pompa ile 5 mL damlatild:.

Cizelge 3.1 : Aljinat ¢ozeltisine CaCl, damlatilmasi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler.

1. Cozelti 2. Cozelti

CacCl, Aljinat

C (mg/mL) V (mL) C (mg/mL) V (mL)

10 5 0,02 50

3.7.2 CaCl; ¢ozeltisine aljinat ¢ozeltisi damlatilmasi

1 mg/mL'lik CaCl, ¢ozeltisinin 50 mL'sine, 0,2 mg/mL'lik aljinat ¢ozeltisinden
peristaltik pompa ile 5 mL damlatildu.

Cizelge 3.2 : CaCl; ¢ozeltisine aljinat damlatilmasi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler.

1. Cozelti 2. Cozelti

Aljinat CaCl,

C (mg/mL) V (mL) C (mg/mL) V (mL)

0,2 5 1 50

3.7.3 Seyreltik kosullarda aljinat ¢ozeltisine CaCl, ¢ozeltisi damlatilmasi

0,01 mg/mL'lik aljinat ¢ozeltisinin 50 mL'sine, 5 mg/mL'lik CaCl, ¢ozeltisinden
peristaltik pompa ile 5 mL damlatildu.
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Cizelge 3.3 : Seyreltik kosullarda aljinat ¢6zeltisine CaCl, damlatilmasi igin
hazirlanan ¢ozeltiler.

1. Cozelti 2. Cozelti

CacCl, Aljinat

C (mg/mL) V (mL) C (mg/mL) V (mL)

5 5 0,01 50

3.7.4 Seyreltik kosullarda CacCl; ¢ozeltisine aljinat ¢ozeltisi damlatilmasi
0,5 mg/mL'lik CaCl, ¢ozeltisinin 50 mL'sine, 0,1 mg/mL'lik aljinat ¢dzeltisinden

peristaltik pompa ile 5 mL damlatildu.

Cizelge 3.4 : Seyreltik kosullarda CaCl, ¢ozeltisine aljinat damlatilmasi igin
hazirlanan ¢ozeltiler.

1. Cozelti 2. Cozelti

Aljinat CaCl,

C (mg/mL) V (mL) C (mg/mL) V (mL)

0,1 5 0,5 50

3.8 pH Olgiimii

Deiyonize su ve 1 M CH3COOH kullanilarak iki farkli pH degerinde hazirlanmis

aljinat ¢ozeltilerinin, kurkumin ilavesinden once, pH metre ile pH degerleri ol¢iildii.

3.9 Zeta-Potansiyel ve Viskozite Ol¢iimii

US ortaminda 3 set olarak hazirlanmis % 0,05 — 0,1 ve 0,5 (w/w) aljinat igeren aljinat
- kurkumin c¢ozeltilerinden 1’er tanesi ve US’e maruz birakilmamis aljinat -
kurkumin ¢ozeltilerinden % 0,5 aljinat igeren secilerek zeta potansiyeli ve viskozite
Olglimleri gergeklestirilmistir. Segilen bu 4 ¢ozelti 0,8 - 0,7 ve 0,6 seyreltilerek

Ol¢timler tekrarlanmistir.

3.10 Nano-Boyuttaki Kiireciklerin Boyut Analizi

US ortammnda damlatmasi yapilan ¢o6zeltiler ilk ©nce optik mikroskopta

goriintiilenerek boyut analizi yapilmistir. Daha etkin bir boyut analizi i¢in ¢ozeltiler
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dondurarak kurutma (freeze drying) islemine tabi tutularak c¢ozeltideki aljinat-
kurkumin kiirecikleri konsantrasyonu arttirilmaya gidilmis ve SEM’de boyut analizi

tekrarlanmistir.
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4. SONUCLAR VE YORUMLAR

Bu tez, US ortaminda kurkuminin sudaki ¢ozilinlirligiinii arttirma amacl yapilmis

calismalar1 icermektedir.

Calismalarda, US ortaminda ve iki farkli pH degerinde 25°C’de aljinat g¢ozeltileri
hazirlanmistir. 5 farkli konsantrasyonda hazirlanmis bu aljinat ¢ozeltilerinde

kurkumin ¢oziiniirliigii saptanmaistir.

Elde edilmis aljinat - kurkumin g¢ozeltilerinin UV-Vis spektrofotometresi ile
absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir. US ortaminda hazirlanmis bu ¢ozeltiler ile US’e
maruz birakilmamis aljinat-kurkumin ¢6zeltilerinin zeta-potansiyel ve viskozite
analizleri yapihmistir. Olgiimler sonucu US 6ncesi ve sonrasi viskozite

karsilastirilmast yapilmis ve spesifik ve intrinsik viskozite hesaplari yapilmistir.

Farkli konsantrasyonda aljinat ¢ozeltileri ile hazirlanmis aljinat-kurkumin
¢ozeltilerinden kiirecikler elde edilmistir ve elde edilen bu kiirecikler igin

enkapsiilasyon verimi hesaplanmistir.

Calismanin son asamasinda ise US ortaminda 25°C’de aljinat ¢ozeltileri ile nano-
boyutta kiireler elde edilmistir. Kiire boyut analizi ilk olarak Optik Mikroskop ile
gerceklestirilmis ve daha sonra Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile boyut

analizi tekrarlanmistir.

4.1 Kalibrasyon

Kurkuminin 5 farkli konsantrasyondaki aljinat ¢ozeltilerinde ¢oziintirligiini

hesaplamak amaciyla kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.

Aljinat ¢ozeltisinde maksimum absorbans dalgaboyu 430 nm alinmistir. Kurkumin
konsantrasyonuna kars1 ilgili absorbans degerleri ile ¢izilmis kalibrasyon grafikleri
ve R® degerleri ile bu grafiklerden elde edilmis konsantrasyon - absorbans

denklemleri asagida verilmistir.
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0,16 -

0,14 -

0,12 -

0,1 -

y = 2,4158x + 0,0027
R2=1

0,08 -

Absorbans

0,06 -

0,04 -

0,02 -

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Kurkumin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.1 : % 0,05’lik (w/w) aljinat ¢dzeltisi igin hazirlanmis kurkumin kalibrasyon
grafigi.

0,18 -
0,16 -

0,14 -

o
[HEN
N

I

y = 2,9063x + 0,002
R2= 1

Absorbans

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Kurkumin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.2 : % 0,1’lik (w/w) aljinat ¢ozeltisi i¢in hazirlanmis kurkumin kalibrasyon
grafigi.
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y =1,4826x + 0,0001
R2=10,9877

Absorbans

*

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Kurkumin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.3 : % 0,5’lik (w/w) aljinat ¢ozeltisi i¢in hazirlanmis kurkumin kalibrasyon
grafigi.

0,12

0,1 -

0,08 -
y =1,8817x + 0,005
R?*=0,9993
0,06

Absorbans

0,04

0,02 -

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Kurkumin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.4 : % 1’lik (w/w) aljinat ¢ozeltisi i¢in hazirlanmis kurkumin kalibrasyon
grafigi.
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0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Kurkumin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.5 : % 2’lik (w/w) aljinat ¢o6zeltisi i¢in hazirlanmis kurkumin kalibrasyon
grafigi.

Cizelge 4.1 : Aljinat ¢ozeltileri i¢in kalibrasyon denklemleri ve R? degerleri.

Caljinat (%0) Kalibrasyon Denklemi
0,05 y =2,4158x + 0,0027 R2=1
0,1 y = 2,9063x + 0,002 R2=1
0,5 y =1,6285x - 0,0074 R2=0,9999
1 y =1,8817x + 0,005 R?=0,9993
2 y =1,4203x - 0,0059 R?=0,992

42US Ortammda pH ve Aljinat Konsantrasyonlarnm Kurkumin

Coziiniirliigiine Etkisi

pH 2,4 ve 7°de 25°C’de US ortaminda hazirlanmis aljinat-kurkumin ¢dzeltilerinin,
UV-VIS spekrumunda 6lgiilmiis absorbans degerleri ile hesaplanmis kurkumin
miktarlart asagida verilmistir. pH 7°de iki farkli aljinat polimeri kullanilarak 5 farkl
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmis ve hazirlanmis bu ¢ozeltilere kurkumin ilave

edilereck US ortamindaki ¢oziniirliikleri ilgili kalibrasyon denklemleri ile
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hesaplanmistir. pH 2,4’de 4 farkli konsantrasyonda hazirlanmis ajjinat ¢ozeltilerine
de ayni1 sekilde kurkumin ilave edildikten sonra, US ortamindaki ¢oziiniirliikleri ilgili

kalibrasyon denklemleri ile hesaplanmustir.

Cizelge 4.2 : pH 7’de aljinat (Aldrich) ¢ozeltilerinde elde edilmis kurkumin

¢Ozlinlirligu.
Set 1 Set 2 Set 3
( ) Ckur Ckur
Caljinat % C C C
kur kur kur
Abs Abs Abs ORT STD
(mg/10 mL) (mg/10 mL) (mg/10 mL)

0,05 0,196 0,8001 0,245 1,0029 0,481 1,9798 1,2610 0,5150

0,1 0,317 1,0838 0,208 0,7088 0,277 0,9462 0,9129 0,1549

0,5 0,275 1,7341 0,267 1,6849 0,27 1,7034 1,7075 0,0202

1 0,285 1,4880 0,314 1,6421 0,482 2,5349 1,8883 0,4615

2 0,688 4,8855 0,764 5,4206 0,927 6,5683 5,6248 0,7019

(6]

~

BmSetl
Set 2
H Set 3

w

Ckurkumin (mg/lo ml—)

0,05 0,1 0,5 1 2
% Aljinat

Sekil 4.6 : pH 7’de aljinat (Aldrich) c¢ozeltilerinde elde edilmis kurkumin
¢cOzlintrligi.
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1 1 1

Ckurkumin (mg/lo mL)

N
1

0,05 0,1 0,5 1 2
% Aljinat

Sekil 4.7 : pH 7’de aljinat (Aldrich) ¢ozeltisinde elde edilmis ortalama kurkumin
¢Oziiniirligl ve standart sapmalari.

Cizelge 4.3 : pH 7°de aljinat (Cargill) ¢ozeltilerinde elde edilmis kurkumin

¢Oziinlrligu.
Set 1 Set 2 Set 3
C (O/ ) Ckur Ckur
aljinat \'70 Crur Crur Crur
Abs < Abs « Abs « ORT ~ STD
(mg/10 mL) (mg/10 mL) (mg/10 mL)
0,05 - - 0,302 1,2389 0,208 0,8498 1,0443 0,1945

0,1 0,188 0,6399 0,201 0,6847 0,16 0,5436 0,6227 0,0588

0,5 0,27 1,7034 0,292 1,8385 0,29 1,8262 1,7893 0,0609

1 0,484 2,5455 0,469 2,4658 0,687 3,6243 2,8786 0,5283

2 0,916 6,4908 0,958 6,7865 0,68 4,8292 6,0355 0,8614
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Sekil 4.8 : pH 7’de aljinat (Cargill) c¢ozeltilerinde elde edilmis kurkumin
¢cOziiniirligu.

Ckurkumin (mg/lo mL)
w IS (6]

N
1

-
1

o

0,05 0,1 0,5 1 2
% Aljinat

Sekil 4.9 : pH 7°de aljinat (Cargill) ¢ozeltilerinde elde edilmis ortalama kurkumin
¢Oziinilirliigl ve standart sapmalari.
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Cizelge 4.4 : pH 2,4’te aljinat ¢ozeltisinde elde edilmis kurkumin ¢oziintirligii.

Setl Set 2 Set 3
C (0/) Ckur Ckur
aljinat \'70 o (o (o
Abs o Abs o Abs o ORT STD
(mg/10 mL) (mg/10 mL) (mg/10 mL)

0,1 0,176 0,5986 0,147 0,4989 0,195 0,6640 0,5872 0,0679

0,5 - - 0,264 1,6665 0,253 1,5990 1,6327 0,0337

1 0,262 1,3657 0,237 1,2329 0,242 1,2594 1,2860 0,0574

2 0,186 1,3511 0,15 1,0976 0,145 1,0624 1,1704 0,1285

1,8 -
. I

1,4 4

1 - mSetl
Set 2
H Set 3

Ckurkumin (mg/lo ml—)
—

0,4 -

0,2 -

01 0,5 1 2
% Aljinat

Sekil 4.10 : pH 2,4’te aljinat ¢ozeltisinde elde edilmis kurkumin ¢oziiniirligi.
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Sekil 4.11 : pH 2,4’te aljinat c¢ozeltisinde elde edilmis ortalama kurkumin
¢Oziiniirliigl ve standart sapmalari.
Cizelge 4.5 : pH 2,4 ve pH 7’de aljinat cozeltilerinde elde edilmis kurkumin
coOziiniirligi.
Ckurkumin
(mg/10 mL)
Caljinat pH 7 pH 7 pH 24
(%) . . .
(Aldrich) (Cargill) (Aldrich)
Set 1 Set 2 Set 3 Set 1l Set 2 Set 3 Set 1 Set 2 Set 3
0,05 0,8001 11,0029 11,9798 - 1,2389  0,8498 - - -
0,1 1,0838 0,7088 0,9462 0,6399 0,6847 05436 05986 0,4989 0,6640
0,5 1,7341 16849 1,7034 11,7034 1,8385 1,8262 - 1,6665  1,5990
1 1,4880 1,6421 25349 25455 2,4658 3,6243 1,3657 11,2329 1,259
2 48855 54206 6,5683 6,4908 6,7865 4,8292 1,3511 1,0976 1,0624
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7/
6
, m Aldrich pH 7, Set 1
5 m Aldrich pH 7, Set 2
1S .
g sV m Aldrich pH 7, Set 3
g m Cargill pH 7, Set 1
Eg 1% = Cargill pH 7, Set 2
£ = Cargill pH 7, Set 3
O,V = Aldrich pH 2,4, Set 1
m Aldrich pH 2,4, Set 2
1 - i Aldrich pH 2,4, Set 3
O T T T T
0,05 0,1 0,5 1 2
% Aljinat

Sekil 412 : pH 2,4 ve pH 7’de aljinat ¢ozeltilerinde elde edilmis kurkumin
¢cOziiniirligi.

o1
1

~
1

Aldrich, pH 2,4
== Cargill, pH 7
== Aldrich, pH 7

w
1

Ckurkumin (mg/lo ml—)

FAd

0,05 0.1 05 1 2
% Aljinat

Sekil 4.13 : pH 2,4 ve pH 7’de aljinat ¢ozeltilerinde elde edilmis ortalama kurkumin
¢Oziiniirliigl ve standart sapmasi.
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Cizelge 4.6 : pH 2,4 ve pH 7°de mg aljinatta elde edilmis ortalama kurkumin
¢Oziinlrligu.

Caljinat (%)

Ckurkumin

(mg/mg aljinat)

pH 7 pH 7 pH 2,4
(Aldrich) (Cargill) (Aldrich)
0,05 0,2521 0,2088 -
0,1 0,0912 0,0622 0,0587
0,5 0,0341 0,0357 0,0326
0,0188 0,0287 0,0128
0,0281 0,0301 0,0058
0,26
0,24
0,22
= 02
©
= 0,18
©
= 0,16
£
cEn 0,14 —&— Aldrich, pH 7
\.é 0,12 Cargill, pH 7
£ 01 —a— Aldrich, pH 2,4
© 008
0,06
0,04
0,02 -
O T T T 1
0.05 0.1 0.5 1 2
% Aljinat
Sekil 4.14 : pH 2,4 ve pH 7’de mg aljinatta elde edilmis ortalama kurkumin

¢Oziinlrligu.
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4.3 US Ortaminda Hazirlanmis Aljinat-Kurkumin Cozeltilerinden Elde Edilmis

Kiireler

US ortaminda hazirlanmis aljinat - kurkumin c¢ozeltilerinin enjektdr yardimi ile
%2’lik CaCl, ¢ozeltisine 15 cm yukaridan damlatilmis ve 30 dk karigtirilmistir.

Sonrasinda uygun bir filtre ile kiirecikler toplanmuistir.

Yukaridaki iglemler sonucu elde edilmis aljinat-kurkumin kiirecikleri Sekil 4.15 ve

Sekil 4.16°da goriilmektedir. Kiireciklerin ¢aplar1 yaklagik 2 mm civarindadar.

Sekil 4.15 : % 1’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmig kurkumin kiirecikleri.
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Sekil 4.16 : % 2’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmis kurkumin kiirecikleri.
4.4 Kurkumin Yiiklenmis Kiirelerin Enkapsiilasyon Verimleri

US ortaminda hazirlanmig aljinat - kurkumin ¢ozeltisi ile iretilen kiireciklerin
enkapsiilasyon verimi;

Aktif bilesenin __ Cozelti icinde
baslangi¢ miktari kalan miktar (4 1)

X
Aktif bilesenin baslangi¢ miktari 100

Enkapstilasyon verimi (%) =

formiilii ile hesaplanmistir.

Ilk set sonucu elde edilen % verim, % 96,66 = 1,57 olarak hesaplanmistir. Ikinci set

sonucu hesaplanmis % verim % 96,64 + 2,09°dur.
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Cizelge 4.7 : Kiirecikler disindaki kurkumin miktarlar1 (Aldrich).

Setl Set 2 Set3
Caljinat (%) Ciurkumin Ciurkumin Churkumin
Abs (mg/10 Abs (mg/10 Abs (mg/10
mL) mL) mL)
1 - - 0,026 0,1049 0,016 0,0537
2 0,016 0,1526 0,03 0,1213 0,029 0,1818

Cizelge 4.8 : Kiireciklerde enkapsiilasyon verimi (Aldrich).

% Verim
Caljinat (%)
Set 1 Set 2 Set 3
1 - 93,61 97,87
2 96,87 97,76 97,23

Cizelge 4.9 : Kiirecikler disindaki kurkumin miktarlar: (Cargill).

Ckurkumin
Caljinat (%) Abs
(mg/10 mL)
0,5 0,010 0,1068
1 0,012 0,0372
2 0,010 0,1119

Cizelge 4.10 : Kiireciklerde enkapsiilasyon verimi (Cargill).

Cajjinat (%0) % Verim
0,5 93,72
1 98,53
2 97,68

4.5 US Ortaminda Hazirlanms Nano-Boyut Kiireler ve US Siiresinin Etkisi

2 farkli yontem ile US ortaminda kiire elde edilmistir ve kiirelere US siiresinin etkisi
gozlenmistir. Asagida 25°C’de peristaltik pompa yardimiyla US ortamindaki

cozeltiye 15 cm yiikseklikten damlatmasi yapilmis ve US’e tabi tutulmasinin
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ardindan uygun bir yilizeye alinmis ve kurutulmus kiireciklerin Optik Mikroskop
gorlintlileri ve ¢ozeltilerden dondurarak kurutma islemi sonrasi aliman SEM

goriintiileri verilmistir.
4.5.1 Nano-boyut aljinat kiireciklerinin optik mikroskop goriintiileri

4.5.1.1 Aljinat cozeltisine CaCl, c¢ozeltisi damlatilmas: ile elde edilen aljinat

Kkiirecikleri

Sekil 4.17 : Aljinat ¢ozeltisine CaCl, c¢ozeltisi damlatilmas: ile elde edilen
kiireciklerin 30 dk US’e maruz birakildiktan sonraki optik
mikroskop goriintiileri. Sekillerde sag alt kosedeki dlgek 50 pm’yi
gostermektedir.
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4.5.1.2 CaCl; gozeltisine aljinat ¢ozeltisinin damlatilmasi ile elde edilen aljinat

kiirecikleri

Sekil 4.18 : CaCl, ¢ozeltisine aljinat ¢oOzeltisi damlatilmasi ile elde edilen
kiireciklerin 30 dk US’e maruz birakildiktan sonraki optik
mikroskop goriintiisii. Sekilde sag alt kosedeki olgek 10 um’yi
gostermektedir.

4.5.1.3 Seyreltik kosullarda aljinat cozeltisine CaCl, cozeltisi damlatilmasi ile

elde edilen aljinat kiirecikleri

Sekil 4.19 : Seyreltik kosullarda aljinat ¢ozeltisine CaCl, ¢ozeltisi damlatiimast ile
elde edilen kiireciklerin 30 dk US’e maruz birakildiktan sonraki optik
mikroskop goriintiisii. Sekilde sag alt kosedeki olgek 10 pum’yi
gostermektedir.
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4.5.1.4 Seyreltik kosullarda CacCl, ¢ozeltisine aljinat ¢ozeltisinin damlatilmasi ile

elde edilen aljinat kiirecikleri

Sekil 4.20 : Seyreltik CaCl, ¢ozeltisine aljinat ¢ozeltisi damlatilmasi ile elde edilen
kiireciklerin 30 dk US’e maruz birakildiktan sonraki optik mikroskop
gorlintiisii. Sekilde sag alt kdsedeki 6lgek 10 pm’yi gostermektedir.

4.5.2 Nano-boyut aljinat kiireciklerinin SEM goriintiileri

4.5.2.1 Aljinat c¢ozeltisine CaCl, cozeltisi damlatilmasi ile elde edilen aljinat

kiirecikleri

Sekil 4.21 : Aljinat ¢ozeltisine CaCl, ¢oOzeltisi damlatilmasi ile elde edilen
kiireciklerin SEM goriintiisii (damlatma esnasinda 30 dk US’e tabi).
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I AR R L — T R—
2 PM|5.00 kV [10.1 mm | 100 000 x |High vacuum | MEM-TEK

12/12/2013 HV WD mag O | vacMode 500 nm
12:08:28 PM | 5.00 kV [10.1 mm | 200 000 x |High vacuum MEM-TEK

Sekil 4.22 : Aljinat ¢ozeltisine CaCl, c¢ozeltisi damlatilmas: ile elde edilen
kiireciklerin SEM goriintiileri (aljinat ¢ozeltileri damlatma 6ncesi 2
saat ve damlatma esnasindan itibaren 30 dk US’e tabi).
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4.5.2.2 CaCl, c¢ozeltisine aljinat ¢ozeltisinin damlatilmasi ile elde edilen aljinat

Kkiirecikleri

Mode 'spot' |
h vacuum| 2.0 MEM-

HV mag O vacMode

:43:34 AM | 5.00 kV [10.5 mm| 400 000 x |High vacuum|

Sekil 4.23 : CaCl, ¢ozeltisine aljinat ¢Ozeltisi damlatilmas1 ile elde edilen
kiireciklerin SEM goriintiileri (damlatma esnasinda 30 dk US’e tabi).
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WD mag O | vacMode |spot — 500 nm —

mm | 100 000 x |High vacuum| 2.0 MEM-TEK

mag O vacMode pot
h vacuum | 4.0

Sekil 4.24 : CaCl, ¢ozeltisine aljinat ¢ozeltisi damlatilmasi ile elde edilen
kiireciklerin SEM goriintiileri (aljinat ¢ozeltileri damlatma oncesi 2
saat ve damlatma esnasindan itibaren 30 dk US’e tabi).
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4.5.2.3 Seyreltik kosullarda aljinat cozeltisine CaCl, ¢ozeltisi damlatilmasi ile

elde edilen aljinat kiirecikleri

HV
10.00 kV|10.0 mm/| 100

2/12/2013 HV mag D vacMode spot [—) gm
33:13 AM | 5.00 kV |10.1 mm |40 000 x |High vacuum| 2.0 MEM-TEK

SO0

Sekil 4.25 : Seyreltik kosullarda aljinat ¢ozeltisine CaCl, ¢ozeltisi damlatilmasi ile
elde edilen kiireciklerin SEM gorintiileri (damlatma esnasinda 30 dk

US’e tabi).
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mag O vacMode |~=—————1pum
100 000 x |High vacuum| MEM-TEK

2013 HV WD mag O | vacMode |————1um
31 PM | 5.00 kV [10.3 mm| 100 000 x |High vacuum MEM-TEK

Sekil 4.26 : Seyreltik kosullarda aljinat ¢ozeltisine CaCl, ¢ozeltisi damlatilmasi ile
elde edilen kiireciklerin SEM goériintiileri (aljinat ¢ozeltileri damlatma
Oncesi 2 saat ve damlatma esnasindan itibaren 30 dk US’e tabi).
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4.5.2.4 Seyreltik kosullarda CaCl, ¢ozeltisine aljinat ¢cozeltisinin damlatilmasi ile

elde edilen aljinat kiirecikleri

-

13 HV WD mag O ‘vacMode spot | 500 nm —
AM |5.00 kV | 9.8 mm | 100 000 x |High vacuum| 2.0 MEM-TEK

Sekil 4.27 : Seyreltik kosullarda CaCl, ¢ozeltisine aljinat ¢ozeltisi damlatilmasi ile
elde edilen kiireciklerin SEM goriintiileri (damlatma esnasinda 30 dk

US’e tabi).
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12/12/2013 HV WD mag O | vacMode |spot| 400 nm
6:48:45 PM [30.00 kV[10.4 mm | 200 000 x |High vacuum | 4.0 MEM-TEK

12/12/2013 HV WD mag O | vacMode |spot 400 nm
6:51:51 PM [30.00 kV[10.4 mm | 200 000 x |High vacuum | 4. MEM-TEK

Sekil 4.28 : Seyreltik kosullarda CaCl, ¢ozeltisine aljinat ¢ozeltisi damlatilmasi ile
elde edilen kiireciklerin SEM goriintiileri (aljinat ¢ozeltileri damlatma
Oncesi 2 saat ve damlatma esnasindan itibaren 30 dk US’e tabi).
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4.6 Aljinat Cozeltilerinin pH Degerleri

Deiyonize su ve 1 M CH3;COOH ile iki farkli set olarak hazirlanmis aljinat

coOzeltilerinin dl¢iilmiis pH degerleri asagida verilmektedir.

Cizelge 4.11 : Deiyonize su ile hazirlanmis aljinat ¢ozetileri pH degerleri.

Caljinat (%0) pH
0,05 6,85
0,1 7,24
0,5 7,62

1 1,27
2 7,34

Cizelge 4.12 : 1 M CH3COOH ile hazirlanmis aljinat ¢ozeltileri pH degerleri.

Caijinat (%0) pH
0,1 2,26
0,5 2,65

1 2,86
2 3,07

4.7 US Ortaminda ve US Olmayan Ortamda Hazirlanmis Alj-Kur Cozeltilerinin

Viskozite ve Zeta-Potansiyel Degerleri

US ortaminda hazirlanmis 6rneklerden 3 farkli konsantrasyondan secilmis aljinat -
kurkumin ¢ozeltilerinin ve seyreltilmis kosullarinin viskozite ve zeta-potansiyel
Olctimleri asagida verilmistir. Ayrica US olmadan hazirlanmis 6rnekle kiyaslamak
amaciyla oda kosullarinda karigtirilarak hazirlanmis bir aljinat - kurkumin
cozeltisinin de 6l¢iilmiis zeta-potansiyel ve viskozite degerleri agsagida verilmistir. Bu
degerlerden ilgili denklem ile spesifik viskozite hesab1 yapilmis ve konsantrasyona

kars1 gizilen spesifik viskozite/konsantrasyon grafigi ¢izilmistir.
n : Cozeltinin viskozitesi

Mo : Coziicliniin viskozitesi
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n
=— 4.2
Nr e (4.2)

bagintis1 polimer ¢ozeltisi ve ¢ozlicii arasindaki iliskiyi gosterir.

n—"No
No

Nsp = Nrel — 1= (4.3)

nsp = [T]]C + k'[ﬂ]zcz + (4-4)

Spesifik viskozite ¢ozelti derisiminden etkilenir ve derisimle degisimi Huggins

bagintisiyla verilir.

Nsp - Spesifik viskozite

MNrel . Relatif viskozite
] - Intrinsik viskozite
k' : Huggins sabiti
T]sp/C =[n] + k'[T]]ZC + - (4.5)

Polimer derisimi diistiikge nsp/c orani kiigiiliir ve yeterince seyreltik ¢ozeltilerde [n]

degerine ulasir. Mark Houwink bagintist:
[n] = KM (4.6)
Su i¢in Sl¢iilmiis viskozite degeri 1,236 mPa.s’dir.

Cizelge 4.13 : US ortaminda % 0,05’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmis alj-kur ¢ozeltisi
ve seyreltmelerinin viskozite ve zeta-potansiyel degerleri.

c . Zeta
aljinat .

L ; Nso N5/C Potanisyel
(g/mL) (mPa.s) V)
0,0005 1,587 0,237 567,961

0,0004 1,53 0,262 594,660 (-) 60,9+ 8,9
0,00035 1,56 0,432 748,959
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n,/C
(2]
o
o

450 -

400 T T T 1
0,00035 0,0004 0,00045 0,0005 0,00055

C (g/mL)

Sekil 4.29 : US ortaminda % 0,05’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmis alj-kur ¢ozeltisi
C-nsp/C grafigi.

Cizelge 4.14 : US ortaminda % 0,1’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmis alj-kur ¢o6zeltisi
ve seyreltmelerinin viskozite ve zeta-potansiyel degerleri.

Zeta

MNsp Ns/C Potanisyel
(g9/mL) (mPa.s) (mv)

Calj inat n

0,0008 1,842 0,490 612,864

0,0007 1,775 0,436 622,977 (-)64,2+33

0,0006 1,721 0,392 653,991

660
655
650

nsp/C
(o))
w
ol

625
620
615

610 . . . . .
0,0006 0,00065 0,0007 0,00075 0,0008 0,00085

C (mg/mL)

Sekil 4.30 : US ortaminda % 0,1’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmis alj-kur ¢ozeltisi C-
Nsp/C grafigi.
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Cizelge 4.15 : US ortaminda % 0,5’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmis alj-kur ¢ozeltisi
ve seyreltmelerinin viskozite ve zeta-potansiyel degerleri.

Zeta

MNsp Nsp/C Potanisyel
(g9/mL) (mPa.s) (mv)

Calj inat n

0,004 4,481 2,625 656,351

0,0035 4,083 2,303 658,113 (-)63,5+4,6

0,003 3,697 1,991 663,700

656

655 T T T T T 1
0,003 0,0032  0,0034 0,0036 0,0038 0,004 0,0042
C (mg/mL)

Sekil 4.31 : US ortaminda % 0,5’1ik (w/w) aljinat ile hazirlanmus alj-kur ¢ozeltisi C-
Nsp/C grafigi.

Cizelge 4.16 : US olmadan % 0,5’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmis alj-kur ¢ozeltisi ve
seyreltmelerinin viskozite ve zeta-potansiyel degerleri.

Caljinat n Zet_a
Nsp Ns/C Potanisyel
(g/mL) (mPa.s) (mv)
0,005 9,225 6,463 1292,718
0,004 8,526 5,898 1474514 (-)472+224
0,0035 7,552 5,110 1460,009
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1500

1450

1400 -
1350 -
1300 -
1250 -
1200 -
1150 -
1100 -
1050 -

1000 . . . .
0,0035 0,004 0,0045 0,005 0,0055

C (mg/mL)

nsp/C

Sekil 4.32 : US olmadan % 0,5’lik (w/w) aljinat ile hazirlanmis alj-kur ¢ozeltisi C-
Nsp/C grafigi.

4.8 Yorumlar ve Oneriler

Notral ve asidik kosullarda kurkuminin aljinat ile etkilesimini arttirmak amaciyla
caligmalar US ortaminda gergeklestirilmistir. Ultrasonik bozunmadan yararlanmanin
bir baska nedeni aljinat polimerlerini kirarak nano-boyutta kiirecik eldesini

kolaylagtirmak ve polimer zincir uzunluklarinin homojen olmasini saglamaktir.

25°C’de, 2 saat US’e tabi tutulmus Orneklerde notral kosullarda diisiik aljinat
konsantrasyonlarinda (% 0,05 - 0,1 - 0,5 w/w) kurkumin ¢oziintirligi 0,0622 +
0,0058 mg/mL ile 0,1789+0,0060 mg/mL arasinda degismektedir. Aljinat yiizdesi
I’e ¢ikarildiginda kurkumin c¢oziiniirligii 0,2878 + 0,0528 mg/mL, ylizde 2’ye
¢ikarildiginda ise 0,6035 + 0,0861 mg/mL’ye yiikseldigi tespit edilmistir. Asidik
kosullarda en yiiksek kurkumin c¢ozinirligi % 0,5 aljinat igeren Orneklerde

goriilmiistiir ve bu deger 0,1632 + 0,0033 mg/mL’dir.

Polimer yiizdesinin daha diisiik oldugu ¢ozeltilerde ultrasesin daha etkili oldugu
bilinmektedir, yiiksek polimer konsantrasyonlarinda kavitasyon balonlarinin olusum
ve patlama hareketi baskilanir ve ultrasesin polimer bozunmasi iizerine etkisi azalir.
Diisiik aljinat konsantrasyonlarindaki kurkumin tutma kapasitesinin aljinat ylizdesi
ile orantili olmayisi bu sekilde yorumlanabilir. Ancak sonuglar agik bir sekilde
gostermektedir ki ¢ozeltideki aljinat yiizdesi 2’ye ¢ikartildiginda (pH 7) kurkumin
¢Oziiniirliiglinde ciddi bir artis goézlenmistir. Fakat bu artis asidik kosullarda

goriilmemektedir. Asidik kosullarda aljinat konsantrasyonundaki artis ile kurkumin
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¢Oziiniirligli arasinda bir iligki goriilmemistir. Bunun nedeni, asidik kosullarda
kurkumin ¢oziinilirliigiiniin notral kosullara kiyasla olduk¢a diisiik olmasi ile

bagdastirilabilir.

Ayni orneklerde kurkumin miktart mg aljinat basina hesaplandiginda, hem nétral
hem de asidik kosullarda maksimum c¢oziiniirliigiin  ¢ozeltideki aljinat
konsantrasyonu azaldikga artttig1 goriilmiistiir. En yiiksek kurkumin ¢oztintirliigii pH

7°de % 0,05 aljinat olan ¢ozeltidedir ve 0,2521 mg/mg aljinat olarak hesaplanmustir.

Aljinat - kurkumin ¢ozeltileri CaCl, ¢6zeltisine enjektor yardimiyla damlatilarak
icine kurkumin hapsedilmis aljinat kapsiilleri elde edilmistir. Kiireciklerin ¢aplari
yaklagik 2 mm, oda kosullarinda kurutulduktan sonra ise yaklasik 1 mm civarindadir.
Kiirelerin enkapsiilasyon verimleri hesaplandiginda ilk sette % 96,66 + 1,57, ikinci
sette ise % 96,64 + 2,09 olarak bulunmustur. Cozeltideki kurkuminin sadece % 3,5
oranindaki bir miktar1 CaCl, ¢ozeltisinde serbest kalmistir, diger kismi1 ise aljinat
beraberinde kapsiil olugturmustur. Bu sonuglardan, kurkumin aljinat komplekslerinin

basaril bir sekilde olusturuldugu goriilmektedir.

Kurutulmus bu kiireciklerden 1 g dozlarda gida veya ilaglara takviye edildiginde
alinacak kurkumin miktar1 2,92 mg/g kuru kiirecik ve 2,73 mg/g kuru kiirecik olarak

hesaplanmustir.

Aljinat kurkumin c¢ozeltilerinin US 06ncesi ve US sonrast viskozite oOl¢timleri
sonucunda, US sonrasi viskozite degerinin US Oncesine gore yartyartya azaldigi
gorilmiistiir, buradan aljinat polimerlerinde ultrasonik bozunmanin etkin bir sekilde
gerceklestirildigi ¢ikarilabilir. Olgiimler sonucunda C-nsp/C grafikleri ¢izildiginde
cozeltideki aljinat konsantrasyonu arttikca msp/C degerinde azalma gozlenmistir,
bunun sonucunda sulu ¢ézeltilerinde her ikisi de (-) yiiklenen aljinat ve kurkuminin
olusturdugu kompleksin aljinatin polielektrolit 6zelligini korudugu saptanmuistir.
Cizilen grafiklerde egimler incelendiginde, c¢o6zeltideki aljinat konsantrasyonu
arttikca egimde azalma oldugu, yani ¢dzeltinin polielektrolitik davranisinda azalma

oldugu goriilmektedir.

Cozelti icindeki parcaciklarin elektrostatik potansiyelleri ve kolloidal stabilitesi
hakkinda bilgi veren zeta-potansiyel Sl¢iimlerine bakilmistir. US’e tabi tutulmus
ornekler US olmamis 6rnekle karsilagtirilmistir. Hata oran1 US olmamis 6rneklerde +

224 iken US ortaminda hazirlanmis Orneklerde = 8,9, 3,3 ve 4,6 oldugu
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goriilmektedir. Olgiimlerden US’e maruz birakilan aljinat c¢dzeltilerinde polimer
zincir dagiliminin daha homojen oldugu, US’e tabi tutulmamis Grneklerde ise

polimer molekiil agirliginda homojen olmayan bir dagilim oldugu sdylenebilir.

Calismanin son kisminda aljinat kiireciklerinin ¢apimi nano boyuta indirilmesi
tizerine deneyler yapilmistir. Aljinat konsantrasyonunda ve bununla birlikte CaCl,
konsantrasyonunda azalmaya gidilmistir ¢iinkii aljinat kapsiillerinin boyutu
konsantrasyonla dogrudan baglantilidir. Calismalar US ortaminda yiiriitilmiistiir.
Bilindigi gibi US ortaminda polimerler kavitasyon balonlarinin olusumu ve ardindan
patlamasindan dogan sikisma ve gevseme durumlarima maruz kalirlar. Cozelti
icerisindeki bu hareket polimer zincirinde bozunmaya, hassas baglarda kirilmaya
neden olur. US’in polimer zinciri tizerindeki bu etkisinden yararlanilarak, nano-boyut

aljinat kiire eldesi US ortaminda gerceklestirilmistir.

Optik mikroskop goriintiileri ile yaklasik 100 nm boyutunda kiirecikler elde edildigi
saptanmis ancak kesin bir boyut analizi yapilamamistir. Daha etkin bir boyut analizi
icin SEM’de analiz yapilmadan 6nce ¢ozeltiler dondurarak kurutma (freze drying)
islemine tabi tutulmus ve ¢ozeltideki kiirecik konsantrasyonu arttirilmistir. SEM
goriintiilerinden kiirecik eldesinde etkin bir sekilde nano-boyuta inildigi tespit
edilmis ve 9,77 nm’ye kadar degisen ¢aplarda kiirecikler elde edilmistir. Deneylerde
iki set olusturulmus ve ilk set damlatma anindan itibaren 30 dk US’e tabi tutulurken
ikinci sette aljinat ¢ozeltileri damlatma Oncesi 2 saat US’e maruz birakilmis ve
damlatma ami1 ve sonrasinda tekrar 30 dakika US’e tabi tutulmustur. SEM
gorlntiilerinden US siiresinin uzamasi ile genel olarak kiirecik c¢apinda kiiclilme

oldugu sdylenebilir.

Sonug¢ olarak bu aragtirmada US ortaminda % 2’lik (w/w) aljinat ¢ozeltisinde
kurkumin ¢6ziiniirliigii 0,6035 + 0,0861 mg/mL’ye kadar arttirllmistir (pH 7, 25°C)
ve hazirlanan ¢ozeltiler % 96,66 + 1,57 verimle kapsiillenmislerdir. Ve c¢aligmanin
ikinci  kisminda 9,77 nm’ye kadar nano-boyutta aljinat kiire iiretimi

gerceklestirilmistir.

Kanser hiicrelerinin (+) yiiklii olmast ve (-) yiiklii komplekse gii¢lii bir hedef
olusturmas1 yoniinde se¢ilmis aljinat polimeri yerine ileriki g¢alismalarda sulu

¢ozeltisinde (-) yiiklenen kurkumin i¢in (+) yiiklii bir biyo-yararli ajan segilerek
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kurkumin ile daha gii¢lii bir kompleks olusturmasi ve sudaki ¢oziiniirliigiinii daha

fazla arttirmasi1 amaglanabilir.
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EKLER
EK A : Aljnat Cozeltlerinin UV-Vis Spektrumlari

EK B : Aljinat - Kurkumin Cozeltilerinin UV-Vis Spektrumlari
EK C : Aljinat - Kurkumin Kiirecikleri Enkapsiilasyon Verimi UV-Vis Spektrumlari
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Sekil A.1 : pH 7, aljinat (Aldrich) ¢ozeltilerin UV-Vis spektrumlari.
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Sekil A.2 : pH 7, aljinat (Cargill) ¢6zeltilerinin UV-Vis spektrumlari.
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Sekil A.3 : pH 2,4, aljinat ¢ozeltilerinin UV-Vis spektrumlari.
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Sekil B.1 : pH 7, % 0,05°lik alj (Aldrich)-kur ¢ozeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.2 : pH 7, % 0,1’lik alj (Aldrich)-kur ¢ozeltisi UV-Vis spektrumu.

75



Absorbans

210 260 310 360 410 460 510 560
Dalgaboyu

Sekil B.3 : pH 7, % 0,5’lik alj (Aldrich)-kur ¢6zeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.4 : pH 7, % 1’lik alj (Aldrich)-kur ¢ozeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.5 : pH 7, % 2’lik alj (Aldrich)-kur ¢ozeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.6 : pH 7, % 0,05°lik alj (Cargill)-kur ¢6zeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.7 : pH 7, % 0,01°lik alj (Cargill)-kur ¢o6zeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.8 : pH 7, % 0,5’lik alj (Cargill)-kur ¢6zeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.9 : pH 7, % 1’lik alj (Cargill)-kur ¢ozeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.10 : pH 7, % 2’lik alj (Cargill)-kur ¢6zeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.11 : pH 2,4, % 0,1’lik alj-kur ¢ozeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.12 : pH 2,4, % 0,5’lik alj-kur ¢ozeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.13 : pH 2,4, % 1°lik alj-kur ¢6zeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil B.14 : pH 2,4, % 2’lik alj-kur ¢dzeltisi UV-Vis spektrumu.
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Sekil C.1: pH 7, % 1’lik alj (Aldrich)-kur ¢dzeltisinin kiirecik enkapsiilasyon verimi
UV-Vis spektrumu.
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Sekil C.2 : pH 7, % 2’lik alj (Aldrich)-kur ¢ozeltisinin kiirecik eldesi sonrasi
enkapsiilasyon verimi UV-Vis spektrumu.
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Sekil C.3 : pH 7, % 0,05 - 1 ve 2’lik alj (Cargill)-kur ¢6zeltisinin kiirecik eldesi
sonrasi enkapsiilasyon verimi UV-Vis spektrumu.
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