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ATIK NAR KABUKLARINDAN EKSTRAKTE EDIiLEN ANTIOKSIiDAN
MADDELERIN SODYUM ALJINAT/KITOSAN DAN ELDE EDILEN
BiYOPOLIMERIK NANOPARTIKULLERE ENKAPSULASYONU

OZET

Son yillarda, basta sanayi alaninda olmak {izere tip, kimya, gida ve diger alanlarda da
tiretimde artis gézlenmistir. Uretim artis1 yan iiriinler ve atik olusumunu beraberinde
getirmektedir. Gida alaninda meyve ve sebze kabuklari uzun yillar atik olarak
kullanilmigtir. Ancak diizgiin bir sekilde islendikten sonra, Kkullanilabilir forma
getirilen kabuklar gida takviyesi olarak degerlendirilebilir. Nar (Punica granatum),
antioksidan o6zelliginden dolayr popiilerligi artan meyvelerden olup, ayrica bu
meyvenin kabuklar1 da narin yaklasik %40’1n1 olugturmaktadir. Yiiksek antioksidan
icerigine sahip olan bu meyve; viicutta zararli serbest radikallerin olusumunu
azaltarak, kanser basta olmak tizere bircok hastaligin olumsuz etkilerinin ortadan
kaldirilmasina yardimci olmaktadir. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon yontemi ile
dogaya zarar vermeden, su ve etanol ¢ozgenleri ile nar kabuklarindan antioksidan
ekstresi elde edilebilir. Elde edilen antioksidan maddelerinin, 151k, 1s1, pH ve benzeri
etkenlerden korunabilmesi i¢in Enkapsiilasyon Teknolojisi’nden yararlanilabilir.
Kitosan (Cs) kabuklu deniz canlilarindan elde edilen, toksik olmayan, biyouyumlu ve
biyobozunabilir bir polimerdir. Aljinat (Alg) ise deniz yosunlarindan elde edilen ve
kitosan ile kimyasal modifikasyona girerek daha iistiin nanopartikiiller iiretilmesine
yardimct olan dogal bir polimerdir. Bu ¢alismada ilk kez, Ultrasonik Destekli
Ekstraksiyon yontemi ile elde edilen antioksidanlar, Kitosan-Aljinat (Cs-Alg)
nanopartikiilleri icerisine enkapsiile edilmistir. Bu kapsamda ilk olarak Sodyum
Aljinat (Na-Alg) ve Cs polimerleri, Kalsiyum Kloriir (CaCl,) ile ¢apraz baglanmasi
saglanilarak biyopolimerik nanopartikiiller (NPs) elde edilmistir. Nanopartikiil
iretimi sirasinda santrifiij hizinin ve siiresinin; partikiil boyutu ve yapisina olan
etkisini gozlemlemek igin, farkli hiz ve siirelerde rnekler hazirlanmistir. Uretilen
nanopartikiillere antioksidan madde yiikklemeden oOnce ve yiikledikten sonra,
Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) ve Fourier Doniisimli Kizilotesi
Spektroskopisi  (FTIR) ile karakterizasyonlar1 tamamlanmistir. Folin-Ciocalteu
yontemiyle toplam fenolik madde miktar1 ve DPPH yontemiyle de antioksidan
aktivite analizleri yapilmistir. Etanol (%100), Saf Su (%100) ve Etanol:Saf Su
(%50:50) ¢ozgenleri ile nar kabuklarinin Ultraviyole Goriiniir Spektroskopisi (UV-
Vis) olgtimleri alinarak farkli ¢6zgen oranlarinin ekstraksiyona etkisini incelenmistir.

vii



PREPARATION OF CHITOSAN-SODIUM ALGINATE BIOPOLYMERIC
NANOPARTICLES AND ENCAPSULATION OF ANTIOXIDANTS
EXTRACTED FROM POMEGRANATE PEELS

ABSTRACT

In recent years, there has been an increase in production in some fields, such as
medicine, chemistry, food and others, especially in industry. The increase in
production also brings about by-products and wastes. In the field of food, fruit and
vegetable shells have been used as waste for many years. However, after properly
processed, the shells formed into usable form can be considered as food supplements.
Pomegranate (Punica granatum) is one of the fruits whose popularity has increased
due to its antioxidant properties, and also, the peels of this fruit constitute about 40%
of the pomegranate. Not only this fruit has high antioxidant content, but also, by
reducing the formation of harmful free radicals in the body, it helps to eliminate the
negative effects of many diseases, especially cancer. Antioxidant extract can be
obtained from pomegranate peels prepared in water and ethanol solvents with the
help of Ultrasonic Assisted Extraction method without damaging the nature.
Encapsulation Technology can be used to protect the antioxidants obtained from
light, heat, pH and similar factors. Chitosan (Cs) is a non-toxic, biocompatible and
biodegradable polymer obtained from shellfish. Alginate (Alg) is a natural polymer
obtained from Marine Algae and helps to produce superior nanoparticles by chemical
modification with chitosan. In this study, antioxidants obtained by Ultrasonic
Assisted Extraction method were encapsulated into Chitosan-Alginate (Cs-Alg)
nanoparticles for the first time. In this context, biopolymeric nanoparticles (NPS)
were obtained by first cross-linking Sodium Alginate (Na-Alg) and Cs polymers with
Calcium Chloride (CaCly). During the production of nanoparticles, in order to
observe its effect on particle size and structure, samples were prepared at different
speeds and durations. Before and after loading antioxidant material to the
nanoparticles produced, their characterizations were completed by Scanning Electron
Microscope (SEM) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). Total
phenolic content was determined by Folin-Ciocalteu method and antioxidant activity
analysis was performed by DPPH method. Ultraviolet Visible Spectroscopy (UV-
Vis) measurements of pomegranate shells, extracted in Ethanol (100%), Pure Water
(100%) and Ethanol:Pure Water (50: 50%) solvents, were investigated and the effect
of different solvent ratios on extraction was investigated.
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1. GIRIS

Gliniimiizde sagliklt ve uzun bir yasam i¢in dogal besinlere yonelim artmistir.
Ozellikle son zamanlarda kanser gibi birgok hastaliga karsi viicudun savunma
mekanizmasini1 korumak adina antioksidan igerikli gida tiikketimi giindeme gelmistir.
Nar, iiziim, karadut gibi meyvelerin antioksidan degerlerinin yiiksek olmasi sebebiyle
ozellikle meyve suyu endiistrisinde kullanimlari mevcuttur. Ancak meyve suyu
endiistrisinde bu faydali gidalarin kabuk kismi atik olarak kabul edilmektedir. Birgok
ilkede atik degerlendirmesinin 6nem kazanmasiyla yapilan ¢alismalarda narin kabuk
kisminda bulunan antioksidan maddelerin meyve kisminda bulunan oranina kiyasla
daha fazla oldugu belirlenmistir.

Yogun tempoda diizensiz ve dengesiz beslenme, sigara tiikketimi ve benzeri
durumlarin yol agtigi, insan saghigina ciddi zararlar verenkimyasal siiregler ve
ozellikle oksitlenme, serbest radikallerin olusumunasebep olmaktadir.Antioksidanlar,
bu serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar etkisiz hale getirir ve hiicrelere zarar
vermelerini Onler. Bu ozellikleri sayesinde hiicrelerin hasar gérmesini ve timor
olusmariskini azalttiklar1 gibi, hiicre yikimin1 da yavaglatarak daha saglikli bir yagam
sanst verirler. Antioksidan 6zelligi bulunan bircok madde vardir. Bu maddelerden
beslenme ile alinanlar arasinda nar da bulunmaktadir. Giinliik diyette yeterli
antioksidanin viicuda alinmasinda nardaki antioksidan maddelerin aljinat ve kitosan
ile enkapsiilasyonundan yararlanilabilir [1].

Oksidasyon; insan ve hayvan hiicrelerinde veya yag igerikli gidalarin renk, tat ve
kokularinda oksijenin oksidatif etkisiyle olusan ve genellikle istenmeyen
degisimlerdir. Serbest radikal olusumuna sebep olan kaynaklarin basinda ultraviole
isinlar, radyasyon, giines isinlarinin bir kismi, viriisler, sigara dumani, stres,
enfeksiyon, iltihap, yag metabolizmasinin toksik iriinleri, klor, oksijen ve zirai
miicadelede kullanilan ilag kalintilar1  yer almaktadir. Oksidasyonun zararh

etkilerinden korunmak i¢in indirgeyici maddelere yani antioksidan maddelere ihtiyag



duyulur. Bu maddeler yoklugunda oksidatif stres meydana gelir ve eger siirekli bir
hal alirsa kanser, norolojik hastaliklar gibi hastaliklara sebep olabilir [2].

Nar kabugu biiyiik olglide fenolik maddeleri icermektedir. Delphinidin, siyanidin,
antosiyaninleri basta olmak {izere gallik asit tipi tanenler, elajik asit ve tiirevleri
antioksidan aktiviteye ciddi katkilar saglayan bilesenlerdir [3]. Narin pembeden mora
uzanan renk tonlarin1 veren maddeler de antosiyanin grubu maddelerdir. Bir¢ok
arastirma ve c¢alismada nar ekstraktlarinin antimikrobiyal ve antiviral etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Guinliik diyette viicuda alimi pek miimkiin olmayan nar
kabugundaki degerli maddelerin gida katkis1 olarak ya da direk viicuttakullanimi
ancak ekstraksiyon islemi sonucugergeklestirilebilir [4]. Elde edilen ekstraktlar daha
sonra fonksiyonel gidalarda, ndtrosetiklerde ve enkapsiilasyon ile iletim sistemi
olarak kullanilabilir.

Enkapsiilasyon teknolojisi; kati, sivi ve gaz haldeki bilesenlerin, enzimlerin ve diger
maddelerin, protein, karbonhidrat veya diger maddeler igerikli bir kaplama
materyaliyle kaplanmasi/hapsedilmesi seklinde tanimlanabilir [5]. Son yillarda
yaygin olarak kullanilmaya baslanan enkapsiilasyon teknolojisi, fonksiyonel
gidalarda yer alan flavonoid gibi antioksidan maddelerin korunmasi, kontrollii salimi,
raf dmriiniin uzatilmasi gibi bir cok uygulamada kullanilmaktadir [6].

Kitosan, kabuklu deniz canlilarindabulunan kitinin distile edilmesi ile elde edilen
dogal bir polimerdir.Biyopolimer 6zelliginden dolayisaglik acisindan giivenli, toksik
olmayan, biyouyumlu ve biyobozunur birmaddedir ve gida ve ilag¢ endiistrisinde
genis kullanim alanlarina sahiptir. Aljinat gibi diger biyopolimerlerle kuvvetli baglar
ile kompleks olusturarak 6zellikle kapsiilleme ve ila¢ tasima sistemlerinde biiytlik yer
kaplamaktadir [7].

Aljinat toksik olmayan, biyobozunabilir ve biyouyumlu bir maddedir. Bu 6zellikleri
ile gida ve enkapsiilasyon alaninda genis kullanim alan1 bulmaktadir. Cogunlukla
jellestirici ajan ile kullanilan altinatin, yapilan ¢alismalarla, diger kalsiyum tuzlari

icerisinde CaCl,’nin aljinat i¢in en etkili jellestirici oldugunu ortaya koymustur [8].



2. LITERATUR OZETI

2.1 Nar

Nar (Punica granatum Linn.), genelikle tropik iklimde yetisen iilkemizde de genis bir
iretim ve tiiketim alanina sahip bir meyvedir. Olgun narlarin kabuk rengi, parlak
kirmizi-saridir  [9]. Olgunluk ve hasat donemleri yaz mevsimi sonrasidir.
Ulkemizdenar hasad1 Agustos sonunda baslayip, Kasim ortalarma kadar siirmektedir.
Yetiskin bir nar agaci yilda ortalama 150 kg iiriin vermektedir. Anavatani Giineybati
Asya olan nar “Cin elmast” olarak da adlandirilir [10]. Ulkemizde de gesitlilige sahip
olan narin en ¢ok yetistirilen ve ihra¢ edilen gesidi, hicaznar’dir. Bu nar ¢esidi
kirmiz1 renk kabuklara, kirmizi-viole danelere ve tatli-mayhos bir tada sahiptir. Bu
ozellikleri ile hem giinliik tiikketimde hem de gida endiistrisinde tercih edilmektedir.
Narin meyvesinin yenebilen kisimlari, yani daneleri, meyvenin %52’sini
olugsmaktadir [9]. Nar tanelerinin 100 g'inda; %79 su, %18 karbonhidrat, %1.1
protein ve %0.9 yag oldugu bildirilmektedir [11]. Nar, diger meyvelerle
kiyaslandiginda en yiiksek toplam polifenol konsantrasyonunu igeren, bilinen en eski
meyvelerden biridir [12]. Narlarin gida endiistrisindeki temel kullanimlar1 arasinda
meyve suyu veya nar igerikli igecekler bulunur. Genellikle bir atik olarak kabul
edilen bir meyve suyu yan firiinii olan nar kabugu, meyvenin yaklasik% 30-40"n1
olusturur. Bu yan {riin atiklari genellikle hayvan yemi olarak degerlendirilir. Son
zamanlarda meyve kabuklari, meyve/meyve suyu isleme endiistrisinde Onemli
ekonomik faydalar1 nedeniyle giderek cazip hale gelen yeni biyoaktif bilesik
kaynaklart olarak kabul edilmektedir. Meyve kabugundaki faydali dogal
antioksidanlarin arastirlmasina ve gida, ilag ve kozmetik endiistrisinde
kullanilmasina ilgi artmaktadir [13]. Kim ve arkadaslariyla yapilan bir ¢alismada nar
kabugu zengin bir antioksidan ve fenolik madde kaynagi olarak bildirilmistir.
Stiphesiz, narin antioksidan kapasitesi, fenolik maddelerin ve 6zellikle elagik asitin

varhigiyla ilgilidir [14]. Bir¢ok meyve kabugunda bulunan bu bilesikler, nar



ekstrelerinin farkli kisimlarmin antioksidan, antiviral ve antimikrobiyal aktiviteye
neden oldugu belirlenmistir [15]. Gegmisten giinlimiize kadar nar kabugundan
fenolik madde elde etmek i¢in ¢ok gesitli galismalar yayinlanmistir. Bunlarin basinda
4 saat boyunca aseton, etil asetat, metanol ve su ile bir Soxhlet ekstraksiyonu
yontemiyle kurutulmus nar kabugundan fenolik maddeler ekstre edilmistir.
Antioksidan kapasiteleri belirlenen nar kabugu ekstraktlarinin hem antioksidan hem
de antimutagenik 6zelliklere sahip oldugutespit edilmistir [16]. Yine bir ¢alismada,
kurutulmus toz nar kabugundan fenolikleri metanol, koloroform ve etil asetat gibi
cozgenlerle ekstrakte etmis ve bu ekstrenin Staphylococcus aureus, Escherichia coli
gibi direngli bakteriler lizerinde antimikrobiyal etki gdsterdigini saptamiglardir [17].
Nar kabugundan elde edilen fenolik maddeler, Soxhalet ekstarksiyonu, normal
karistirma, mikrodalga-destekli ekstraksiyon ve basingli sivi ekstraksiyonu gibi
cesitli ekstraksiyon metotlariyla ekstrakte edilebilir [18]. Nar kabuklarinin, narin
cekirdek ve nar pulp ekstraktlart ile kiyaslandiginda antioksidan aktivitesinin
digerlerine kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Yapilan bir ¢aligmada, Cin’de
yaygin tiiketilen 28 meyvenin kabuk, pulp ve c¢ekirdek iceriklerinde antioksidan
aktiviteyi incelemisler ve nar kabuklarinin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Daha sonra yaptiklar1 bir calismada ise, nar
kabuklarindan antioksidan bilesikleri etanol, metanol ve aseton ¢oziiciileri ile
ekstrakte etmislerdir. Bu ¢alisma sonunda kabuklardaki antioksidan aktivitenin pulp
ekstraktinin antioksidan aktivitesine kiyasla daha yiiksek oranda antioksidan

aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [19].

2.2 Antioksidanlar

Antioksidanlar, gidalar1 ve bu gidalar tiikketen canlilar1 oksijen gibi serbest radikal
molekiillerin oksidatif zararlarina karst koruyan ve bu molekiillerin olumsuz
etkilerini 6dnemli Olclide azaltan bilesiklerdir. Antioksidanlarin en 6nemli kaynag:
bitkisel gidalar oldugundan diyetle aldigimiz antioksidanlar fitokimyasal
antioksidanlar olarak da adlandirilirlar. Antioksidanlar, canlilardaki serbest
radikallerle reaksiyona girerek radikalleri nétralize edip hiicrelerin  onlardan
etkilenmesini engelleyen veya kendini yenilemesini saglayan maddelerdir.

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek tiimor gelisimini 6nlerler [20].



Insanlarda antioksidan vitaminlerinin ihtiyacinin yas ve cinsiyete gore degisimi

Tablo 2.1°de gosterilmistir;

Tablo 2.1: Insanlarda antioksidan vitaminlerin ihtiyacinin degisimi [21].

(RE)* Retinol, 1 retinol = 1 pg vitamin A seklinde belirlenmistir.

Antioksidanlar Erkek Kadin

20-39 yas | 40-59 >60 yas 20-39 40-59 >60 yas

yas yas yas

Vitamin A 878 + 1115 =+ |1117 + 961 + 1945 + 997 +
(RE)* 40.6 80.2 61.5 74.4 52.8 58.5
Vitamin C 102+45 107 £ 110+75 | 85+59 91+53 99+3.8
(mg) 6.0
Vitamin E | 104 +/104 +£[92+045 |82 +/91 =+ 76 +
(mg) 0.47 0.44 0.32 0.41 0.24

Antioksidanlar, oksidatif zincir reaksiyonlarinin (chain-breaking) baslamasini
(initiation) veya gelismesini (propagation) onleyerek, lipitlerin veya diger
molekiillerin oksidasyonunu geciktiren veya engelleyen bilesiklerdir. Antioksidanlar,
2 basikla incelenebilir; oksidatif zincir reaksiyonlarinin “baglamasini 6nleyen primer
antioksidanlar” ve “gelisimini Onleyen ikincil veya koruyucu (preventive)
antioksidanlar”. Bu reaksiyonlar sonunda, antioksidanlar, lipit radikali (R*) ile
reaksiyona girerek lipit oksidasyonunun baglamasini Onleyebilir ya da peroksi
(ROO*) veya alkoksi (RO*) radikalleri ile reaksiyona girerek oksidasyonunun
gelisimini  dnleyebilirler. Ikincil antioksidanlar ise, lipitlerin oksidasyonunu
geciktirirler [22]. Oksijen kullanan canlilarda; lipit, protein ve DNA gibi biyolojik
molekiillerin oksidasyonunu 6nleyen enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidan
bilesikler bulunur. Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatiyon
peroksidaz (GPx), Glutatyon Rediiktaz (GR), Glutatyon-S-Transferaz (GST) 6nemli
antioksidan enzimlerdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise; Askorbik asit, E
vitamini, karotenoidler, fenolikler basta olmak iizere, indirgenmis glutatiyon,
albumin, seruloplazmin ve ferritinden olusur. Askorbik asit, E vitamini ile
provitamin A aktivitesi gosteren P-karoten, oksijenin reaktif formlarini, fenolik
maddeler ise, serbest radikalleri baglayarak, metallerle selat olusturur ve
lipoksigenaz enzimini etkisiz hale getirerek antioksidan etki gosterir [19].

Antioksidanlarin siniflandirilmas: Sekil 2.1°de gosterilmistir.



Antioksidanlar

— T

Dogal antioksidanlar Sentetik Antioksidanlar
— \ BHT, BHA,
Enzimatik Enzimatik olmayan Troloks ve ¢esitleri
Selat olusturucu
SOD / \ Sentetik maddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E vitamini
Glutatyon rediiktaz Sertiloplazmin Askorbik asit
Glutatyon-S-transferaz Ferritin Flavonoidler
Albumin

Sekil 2.1: Antioksidanlarin siniflandirilmasi.

Serbest radikal olusumuna neden olan kaynaklarin basinda UV isinlar, radyasyon,
giines 1sinlarinin bir kismi, enfeksiyon, sigara dumani, virisler, stres, iltihap, yag
metabolizmasimin toksik iriinleri, tarim ilaci kalintilar1 yer almaktadir. Serbest
radikaller biitiin hiicresel molekiiller ile reaksiyona girebilirler ve hiicresel hasar
olusumu ile yaglardaki peroksidasyon ve DNA hasarlari meydana gelir. DNA hasar1
ile serbest oksijen radikallerinin, mitokondrial ve niikleer DNA’daki timinle
reaksiyona girmesiyle, tek zincir kirilmalar1 olusur ve bu sekilde hiicrelerin enerji
kaybetmesiyle hiicre oliimii gergeklesir. Bugiine kadar oksidatif olarak degisime
ugrayan yaklasik 20 tir DNA tespit edilmistir [23]. Canlilar sahip olduklar
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri sayesinde serbest
radikallerin zararl etkilerinden korunmaktadirlar. Aksi taktirde reaktif oksijenler
hiicrelerin oliimiine sebep olurlar. Gidalarda lipit oksidasyonu gergeklestiginde,
istenmeyen kimyasal reaksiyonlar sonucu sagliga zararli bilesikler olusur. Bu
sebeple, bu riski en aza indirmek ve lipit oksidasyonunun neden oldugu bozulmalari
geciktirmek adina, bazi sentetik antioksidanlar (biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoliien (BHT), t-biitilhidrokinon (TBHQ) ve propil gallat) gibi
eklenir. Ancak, bu antioksidanlar potansiyel saglik riskine sahiptir ve birgok iilkede
kullanimi smirlandirilmis hatta yasaklanmistir. Bu nedenle, sentetik antioksidanlar

yerine dogal antioksidanlara ilgi artmaktadir [24].



Fenolik bilesikler, bir aromatik halkaya bagli bir veya birden fazla hidroksil grubu
iceren maddelerdir. Fenolikler en aktif dogal antioksidanlardan olup, serbest
radikalleri baglayarak, metallerle selatlar1 olusturarak ve lipoksijenaz enzimini inhibe
ederek antioksidan etki gostermektedirler. Polifenollerin siniflandirilmas: Sekil
2.2’de gosterilmistir. Fenolik bilesiklerden olan polifenoller, lipit ve Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) baglarimi kiran radikalleri (ROO-) baglarla baglanarak siipiirebilen
antioksidanlardir [25].

Polifenoller

Flavonoid Flavonoidler Fenolik asitler
olmavan
Hidrolizlenebilir || Flavonoller Hidroksibenzoik
taninler asitler
- Flavonlar Hidroksisinnamik
asitler
Izoflavonlar

Flavanonlar

Antosiyaninler

Flavanoller

Sekil 2.2: Polifenollerin siniflandirilmasi.

Fenolik maddelerin emilimlerinde selat olusumu, molekiil boyutu, midede kalma
stiresi, gidanin karisimi (yag, protein, karbohidrat), pargalama ve pisirme islemi,
¢oziinlirliigi, ilk gecis etkisi, bagirsak membranlarinin gecirgenligi ve karacigerdeki
biyotransformasyon gibi faktorler tarafindan degisebilecegi bildirilmistir. Bitkisel
kaynakli gidalardan bir¢ogu, en gii¢lii antioksidan olan fenolik maddeleri igermekle
birlikte oksidatif zararlara kars1 viicudun savunmasina da katkida bulunmaktadir. Bu
maddeler gidalar1 bozulmalara karst korurken tiiketilmeleri durumunda da

viicudumuza antioksidan madde saglamaktadirlar. Bitkisel kaynakli fenolik



maddeler; fenolik asitler, stilbenler, lignanlar ve flavonoidler gibi alt gruplara
ayrilirlar ancak bunlar igerisinde antioksidan olarak dnem tasiyanlar, fenolik asitler
ve flavonoidlerdir. Antioksidan 6zelliklerinden dolay1 flavonoidler, beslenmedeki en
onemli antikansorejenlerden biridir [26].

Nar, yiiksek oranda fenolik madde igermektedir. Bu fenoliklerin dnemli bir boliimii
de narm kabugunda bulunur. Yiiksek molekil agirligina sahip fenolik bilesikler;
kondense olabilen (proantosiyanidinler) ve hidrolize olabilen fenolikler
(ellajitanenler ve gallotanenler) olarak 2 gruba ayrilmaktadirlar [27]. Nar kabuklari
hidrolize olabilen fenolikler agisindan son derece zengin olup, basta ellaji tanen ve
izomerleri olmak tizere, gallik asit, ellajik asit ve glikozitlerini (pentoside, hexoside
vb.) icermekte olup bunlardan yaygin bulunanlarin kimyasal yapilar1 Sekil 2.3’de
belirtilmistir.

Ellagic acid

Punicalagin

Sekil 2.3: Nar kabugunda bulunan 6nemli fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari [27].

Nar kabuklar1 polifenoller ve aktif bilesenler bakimindan zengin bir kaynak
olmasmin yam sira antioksidan ve antimikrobiyal ozellikleri ile de gidalarda
koruyucu madde olarak ve gida filmlerinin aktif paketleme 6zelliklerinin

iyilestirilmesinde de kullanilmaktadir [28].



2.3. Ekstraksiyon

Oziitleme olarak da bilinen ekstarksiyon islemi istenilen aktif bilesenlerin ayrilmasi
ve segici ¢oziiciilerle isleme tabi tutularak istenmeyen ve ¢oziinmeyen maddelerin
ortamdan uzaklastirilmasidir. Bir¢ok ekstraksiyon yontemi mevcuttur. Ancak
giinimiizde sanayi acisindan daha diisiik maliyetli, yiiksek verimli, siirdiiriilebilir,
saglik acgisindan ise toksik kalinti kalmadan viicuda zararsiz maddeler kullanilarak

yapilan ekstarksiyon yontemleri arastirilmaya baslanmigtir [29].
Ekstraksiyon yontemleri

e Soxhlet Ekstraksiyonu

e Siiperkritik Akigkan Ekstraksiyonu

e Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

e Ultrason Destekli Ekstraksiyon

e Hizlandirilmis Coziicli Ekstraksiyonu

e Homojenizator Destekli Ekstraksiyon [29].

Ultrason destekli ekstraksiyon klasik ekstraksiyon yontemlerinden farkli olarak
fiziksel ve kimyasal olaylar icermektedir. Bu sayede daha az islem siiresi, daha
yiiksek kalite ve azaltilmis kimyasal madde kullanim1 ve verim artisi ile ¢evre dostu
avantajlar sunmaktadir. Ultrason ile ekstrakte edilen iiriinlerde ekstrakte edilebilir
bilesiklerin salinmasin1 kolaylastirmakta ve hiicre duvarini parcalayarak kiitle
tasinmasini arttirmaktadir. Calisma siiresinin kisaltilmasimin yani sira az miktarda
¢oziicii kullanildigindan ¢evreye zararsiz, temiz ve tekrarlanabilir bir yontemdir.
Aromatik maddeler, pigment, antioksidan ve diger organik ve mineral bilesikler
giivenli ve verimli sekilde ekstrakte edilebilmektedir [30]. Bunlarin basinda da ve
ultrason ile ekstraksiyon gelmektedir. Ultrason destekli ekstraksiyon ile, bitki
(polifenoller, antosiyaninler, aromatik bilesikler, polisakaritler ve fonksiyonel
bilesikler) veya hayvandan (Kitin, lutein) bitki ve yaglarin, proteinlerin ve biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonu saglanabilmektedir [31].

2.4. Tla¢ Tasima Sistemleri Ve Nutrasétikler

Ilag tasima sistemleri, bir ilacin veya dogal bilesigin belirli bir hastalikli bolgeye

minimum toksikolojik etki ile yiiksek verimle iletilmesi ve etki etmesi i¢in



kullanilmaktadir. Bu sistemler libozomlar, mikro-nano kiireler, 6n ilaglar ve diger
bircok maddeden olusmaktadir. Nanoteknolojinin bu alanda ¢esitli tibbi
uygulamalarda polimerlerin nanometre Olgeginde iiretilmesinde biiylik katkisi
bulunmaktadir. Ilag tasima sistemlerinde biyopolimerlerin kullanimi, sentetik
polimerlere kiyasla biyouyumluluk, biyobozunurluk ve diisiik toksisite
saglamaktadir. Bu sayede iletilmesi istenen maddelerin, az ¢oziiniirliige bagl ortaya
cikan distiik biyoyararlanim, zayif bagirsak emilimi, hedef bolgeye eksik dagitim,
fizyolojik yan etkiler ve plazma tutarsizligi gibi sorunlarin ortadan kaldirilmasi

miimkiin olmaktadir [32].

2.5. Enkapsiilasyon Teknolojisi

Enkapsiilasyon islemi; kati, sivi veya gaz haldeki gida maddelerinin, enzimlerin,
mikroorganizmalarin, protein veya karbonhidrat temelli bir kaplama malzemesiyle
paketlenmesi seklinde tanimlanabilir. Bu sebeple enkapsiilasyon gida endiistrisi
disinda, kimya, ziraat, tip, eczacilik, biyoteknoloji gibi bircok alanda
uygulanabilmektedir. Mikroenkapsiilasyon, yiikleme yapilacak maddeninuygun
malzemelerle kaplanmasi ve kiigiik bir kiire seklinde esit ylizey dagilimina sahip
duvarlama ve yiikleme yapilmis maddenin belirli zaman araliginda sabit bir miktarda
diizenli salinimi islemidir [33].

Nano enkapsiilasyon, 1-1000 nm arasinda degisen c¢aplardaki madde yiikli
pargaciklarin olusumunu igerir. Yiiklenecek madde nanopartikiiliin yiizeyine absorbe
edilebilir veya partikiil igerisine kapsiillenebilir. Nanopartikiiller, mikron
biiytikligiinde partikiillerle karsilastirildiginda, daha biiyiik bir yiizey alanina sahip
olmasiyla, gelismis biyoyararlanimi, gelismis kontrollii salinim avantajlar1 saglar.
Fenolik madde kapsiillenmesinde daha ¢ok nano-enkapsiilasyon teknolojisinden
yararlanilir [34]. Sekil 2.4’de enkapsiilasyon isleminde nanopartikiillere madde

yiikleme asamasi gosterilmistir.
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Oz madde Bos nanopartikiil Oz madde iceren nanopartikiil

Sekil 2.4: Nanopartikiillere madde yiiklenme asamasi.

Enkapsiilasyon yontemleri kapsiile edilecek madde ve nanopartikiiliin {iretildigi
polimerlere gore degisiklik gosterir. Biyopolimerlerle iiretilen nanopartikiiller i¢in
yaygin kullanilan {iretim ve enkapsiilasyon yontemi iyonik jelasyondur. Bu yontem
ile bos kiireler elde edilir ve kiire igerisine madde yiiklemesi saglanir. Genellikle
fenolik madde gibi dogal bilesiklerin kapsiile edilmesinde biyopolimerlerden
yararlanilir. Mide ve bagirsak ortamimin pH diizeylerinden {iriiniin etkilenmemesi

icin genellikle kitosan-aljinat biyopolimerleri birlikte kullanilabilir [35].

2.6. Biyopolimerler

Polimerler, ¢ok sayida ayni veya farkli atomlarin kimyasal baglarla baglanarak
olusturdugu uzun zincirler olarak tanimlanabilir. Polimerler cok sayida tekrarlanan
monomer denilen kiigiik birimlerden olusur. Eger polimer zinciri iizerindeki
atomlarayn1 tiirdense bu polimerlere homozincir, farkli ise heterozincir polimer
denilir. Biyopolimerler, dogadaki bitkiler ve hayvanlardan elde edilen polimerlerdir.
Son zamanlarda biyopolimerik nanopartikiiller, kapsiilleme ve nutrasotiklerin
kontrollii bir sekilde verilmesi i¢in fonksiyonel gidalar alaninda biiyiik ilgi
gormiigtir.  Genel  olarak  biyopolimerik  nanopargaciklar  proteinlerden,
polisakkaritlerden ~veya bunlarin tiirevlerinden  sentezlenir.  Biyopolimer
nanopargaciklarin genellikle biyobozunurluk, biyouyumluluk ve diistik toksisiteye
sahip olmas1 gibi 6zellikleri 6zellikle gida uygulanabilir hale getirir. Biyopolimer
nanopargaciklari, ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan farmasétik ve gida

nano tastyicilari olarak onaylanmistir. Biyopolimerler yenilenebilir, dogal olarak bol
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miktarda bulunur ve gida endiistrisinde diisiik maliyetli bilesenler olarak
kullanilabilir. Ayrica, biyopolimerler jelasyon, emiilsifikasyon ve su tutma dzellikleri
de dahil olmak tizere kullanish fonksiyonel 6zellikler sergiler. Yapilan arastirmalarda
biyopolimerlerin hem hidrofilik hem de hidrofobik olan ilaglar1 hapsedebildigi ve
viicutta biyouyumluluk probleminin yasanmadigi goriilmiis ve bu o6zellikleri
sayesinde biyopolimerlerin sentetik polimerlere karsi 6nde oldugunu gostermistir.
[lag salim sistemlerinde biyopolimerlerin kullanim1 son yillarda hizla artmistir [36].
Gilintimiizde, kitosan ve aljinat gibi dogal biyopolimerler tarafindan hazirlanan
polimerik nanopartikiiller, biyolojik bozunabilirligi, biyouyumluluk ve giivenli
olmalar1 nedeniyle ilag dagitim sisteminde ¢ok c¢alisilan maddeler olmustur. Aljinat,
asidik kosullarda kararlidir ancak alkali ortamlarda siser ve yavasga ¢Oziinmeye
baslar. Bu nedenle aljinat, tasidigi bilesiklerin, mide gibi asitli bir ortamda tutulmasi
ve serbest birakilmasiyla, 6nce mide sonra ince bagirsak gibi ndtr ortamlarda
kontrollii bir salim yapma potansiyeline sahiptir. Ancak bu nanopartikiiller zamanla
oda sicakliginda kararsizlik gosterebilir ve bu da kapsiillenmis maddenin
nanopartikiil ~ matrislerinden  kolayca sizmasina sebep olabilir.  Aljinat
nanopartikiillerinin kitosan ile kaplanmasi bu ortamlarda daha stabil kalmasina
yardime1 olur. Pek ¢ok ¢alismada yliklenen maddenin mide ve bagirsak ortamindan
gecerken bozulmamasi i¢in bu biyopolimerlerden yararlanilmistir. Biyopolimerik
nanopargaciklar, kiiclik boyutlarindan kaynaklanan benzersiz ozellikleri ve
davraniglar1 nedeniyle son birka¢ yilda 6nemli ilgi gérmiistiir. Bu nanopartikiiller,
teshis ve ilag dagitimi gibi genis bir uygulama yelpazesine sahiptir. Biyopolimerik
nanopartikiillerin tasiyict olarak avantajlari arasinda kontrollii salinim, yiiklemede
kombinasyonu yapma yetenegi, hem terapi hem de goriintiileme, ilag molekiillerinin

korunmasi ve spesifik hedeflemesi bulunur [37].

2.6.1. Kitosan

Kitosan, karides, yengec ve istakoz gibi kabuklu deniz canlilarindan elde edilen
dogal biyopolimer olan kititinin kismi N-deasetilasyonu ile hazirlanan dogal bir
polimerdir. Kitosan bazi mikroorganizmalarda, maya ve mantarlarda da bulunur.
Kitin ¢ogu ¢oziiciide ¢oziinmese de, Kitosan, asetik asit, formik asit gibi organik

asitlerle hazirlanan ¢ozeltilerde ¢oziiniir. Kitosan (1-4) bagli 2-amino-2-deoksi-b-D-
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glikopiranozdan olusan dogrusal bir polisakarittir. Selillozdan sonra, kitin dogada en
yaygin bulunan polisakkarittir. Biyolojik olarak giivenli, nontoksik, biyouyumlu ve
biyobozunur maddedir. Kitosanin yapist 1950°de ¢oziilmiistiir ve 1970 yillarinda ilag
dagitim sistemlerinde gelistirilmistir. Sekil 2.5’de kitosanin kimyasal yapisi
gosterilmistir. Kitosan sadece sulu asidik ortamlarda ¢6ziiniir ancak mide ve
bagirsak pH’sindan etkilenmez. Bu sebeple bu ortamlarda ilag tagimak icin kitosan

cok yaygin kullanilmaktadir [38].

OH OH OH

HO O lo O lo 0
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
- ~n

LY

Sekil 2.5: Kitosanin kimyasal yapisi.

Yara iyilestirme, antimikrobiyal aktiviteler gibi 6nemli biyolojik 6zellikler gosterir.
Insan viicudunda ciltte tahrise sebep vermeden kullanilabilmektedir. Miikemmel bir
film olarak, mikro/nanopartikiiller, mikrokiireler mikrokapsiilleri ve jeller halinde
islenebilir. Ayrica, yapisindaki serbest amino gruplari sayesinde kimyasal
modifikasyonlara uygundur. 1993 yilinda Gallo tarafindan beyine ilag iletimi
calismalarinda kitosan kullanilmistir. Kitosan muko-yapiskan ve emilim arttiric
ozellikler ile hiicreler arasindaki siki baglantiyr agarak caligilan ilacin mukoza
hiicrelerini gegebilmesini saglar [39]. Ayrica kitosanin 1sinlama yontemi ile de gida
endiistrisinde katki ve koruyucu amaclh kullanimi i¢in arastirmalar yapilmaktadir.
Kitosanin antioksidan aktivitesi, C2 pozisyonundaki amonyum (NH**) iyonunun, H*
iyonu vererek serbest radikalleri dengelemesinden gelmektedir. Kitosan, portakal,
elma, patates cipsi, fermente kurutulmus sosis, sigir etive meyve sularinin
korunmasinda antioksidan katki maddesi olarak kullanilmistir [40]. Biyobozunur

olusu ile kitosan nanopartikiillerinden film iiretimi ile de gidalarin dig ambalaji ile
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korunmasi amaglanmistir. Yapilan calismalarda gida ile etkilesime girmeden gida
muhafazasinda kitosandan yararlanilabilecegi belirtilmistir [41]. Yakin zamanda
nisasta, jelatin, seliiloz, Kitosan, sodyum aljinat ve bunlarin tiirevleri gibi birgok
polisakarit gida ambalajlarinin uygulanmasi i¢in arastirilmistir. Diger polisakaritlere
kiyasla Kitosan, gazlara segici gegirgenlik (CO, ve Oy), iyi antibakteriyel aktivite,
mitkemmel film olusturma yetenekleri gibi belirgin avantajlar1 nedeniyle film
malzemeleri olarak secilmistir. Bununla birlikte, zayif su buhar1 bariyer performansi
ve ciddi kirilganlik gibi durumlar gida ambalajlarina dogrudan uygulanmasini
siirlandirirken ¢apraz baglama maddesiyle kimyasal modifikasyon ile bu

dezavantajlarin listesinden gelmenin miimkiin oldugu gériilmektedir [42].

2.6.2. Sodyum aljinat

Aljinat, kahverengi deniz yosunlarinin hiicre duvarindan elde edilen dogal bir
polisakkarittir [43]. Aljinik asitin (1-4) bagli B-D-mannuronat ve C-5 epimeri o-L-
guluronat homopolimerlenin lineer bir kopolimeridir. Aljinik asitin kimyasal yapisi
Sekil 2.6’da belirtilmistir, bu asitin uygun bazlarla muamele edilmesi sonucu aljinat
elde edilir. Aljinik asitin tek degerlikli katyonlarla verdigi tuzlar genellikle suda
¢oziiniirken, 1ki ve ¢ok degerlikli katyonlar ile verdigi tuzlar suda ¢oziinmeyen
kararli jel yapilar olustururlar. Aljinat, biyopolimer ve polisakkarit yapisindan dolay1
nontoksiktir ve bu sayede yenilebilen gida ambalajlarinda ve hatta dogrudan gida
katkis1 olarak kullanilabilmektedir. Aljinat dogal bir madde oldugundan, diisiik
toksisite ve yiiksek biyobozunurluk gibi avantajlara sahiptir [44]. Aljinik asit inter
molekiiler baglar1 sebebiyle yiiksek yogunluklu "asit jel" olusumunu saglar.
Olusturdugu bu jel yapilar su tutma kapasitesi kapiller kuvvetler nedeniyle ilag

tasima sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [43].
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Sekil 2.6: Aljinik asitin kimyasal yapisi.

Aljinik asit ve aljinat tuzlar1 toksik olmamasi ve jel Ozellikleri sayesinde tipta,
sanayide ve giinlik hayatta pek ¢ok uygulama alan1 bulan maddelerdir. Giinliik
yasamdan en bildigimiz 6rnegi mide ilaglaridir. Midede asit artis1 ve reflii gibi
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan suruplarbazi basit bazlar ve sodyum aljinat
icermektedir. Aljinat discilikte dis kaliplarinda ve basit dolgularda kullanilmaktadir
[45]. Gida endiistrisinde de kendine yer bulan aljinatin gidalarda temel olarak
jellestirici ve emiilsiye edici olarak kullanilmasinin yaninda, viskozite saglayici, jel
olusturucu gibi hem kaplamalarda hem de gida katkis1 olarak kullanimlar
bulunmaktadir. Aljinat gida katki maddeleri olarak uluslararasi E kodlamasina
sahiptir. Yapilan bir ¢alismada sodyum alginat ile kaplanmis mercan baliginda
antioksidan kapasitenin arttigi, raf omriiniin uzadigi belirtilmistir [46]. Kaplama
malzemesi olarak alginat kullanimi ile iiriiniin duyusal 6zelliklerinin gelistigi ve su
kaybinin azaltildigr belirlenmistir. Alginatin, taze dilimlenmis meyve dilimlerinde
meydana gelen enzimatik esmerlesme reaksiyonlarmi da onledigi tespit edilmistir
[47]. Aljinat jelleri kitosan, nisasta, selilloz ve dekstran gibi arastirilan bir¢ok
biyopolimer arasinda, kiireler, jeller, mikro ve nanokapsiiller olusturma kabiliyetine
sahiptir. Bu ozellik ile aljinat, "yumurta modeli" olarak adlandirilan, fonksiyonel
gruplar1 birbirine baglayan ve capraz baglama maddesi olarak da iglev goren iki
degerlikli katyonlarla etkilesime girebilmesinden kaynaklanmaktadir [48]. Sodyum

aljinatin kalsiyum ile iyonik jelasyon yontemi ile olusturdugu yumurta modeli yapisi
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Sekil 2.7°de belirtilmistir. Ozellikle kiiresel kapsiillemelerde bu sebeplerle aljinat
oldukca tercih edilen bir biyopolimer olmustur. Uygun kombinasyonlarla aljinatin

nanokiire olusumu baska biyopolimerlerle de zenginlestirilebilir.

OH

OH

Sekil 2.7: Sodyum aljinat-kalsiyum baglanmasi-yumurta modeli.

2.6.3 Yapilan benzer ¢calismalar

Byopolimerler iizerine bir¢ok calisma mevcut olup, son zamanlarda 6zellikle iki
polimerin kompleks olusturmasina dayanan aragtirma ve yontemler artmistir. Nalini
ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢aligmada polifenolik bir nutrasétik olan kuersetinin
aljinat/kitosan nanopartikiillerine yiiklemesi gergeklestirilmis iyonik jelasyon
yontemi kullamilmustir. Kuersetin yiiklii ve ylikleme yapilmamis aljinat/kitosan
nanopartikiillerinin ~ morfolojileri, kapsiilleme yiizdeleri hesaplanmis  ve
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Nanopartikiillerin biiyiikliikleri ortalama 118-225 nm
ve %82 oraninda kuersetin kapsiillenmesi belirlenmistir. Bu c¢alisma ile iiretilen
aljinat/kitosan nanopartikiillerinin ilag¢ yiikleme ve saliminda saglik agisindan giivenli
bir sekilde kullanilabilecegi ortaya konmustur [49]. Ahmad vd. yapilan diger bir
calismada ise aljinat nanopartikiillerinin kantrollii katyonla indiiklenen jellesme
yontemiyle iiretimi gergeklestirilmis ve antitiiberkiiloz ila¢ yiiklemesi yapilmstir.
Daha az doz ile daha yiiksek verim elde edilmesi amaclanarak farelere oral yoldan
uygulama yapilmistir. ilag seviyeleri dokularda yiiksek performansh sivi
kromotografisi (HPLC) ile olgiilmiis ve sonugta tek bir dozla 7-11 giin boyunca
plazmada antitiiberkiiloz ilacin salindig1 tespit edilmistir. Aljinat nanoparcaciklarinda

%70-90 arasinda degisen yiiksek ilag kapsiilleme verimi elde edilmistir [50].
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Sarmento vd. Yine Kitosan/aljinat nanopartikiillerini iyonik jelasyon teknigi ile
tiretmisler ve igine insiilin molekiilinii hapsederek pH ortamindaki yapisini
arastirmiglardir. Yapilan analizler sonucunda insiilinin yapisinin bozulmadan
biyolojik etkinliginin nanopartikiillerle korundugu, Cs/Alg nanopartikiillerinin ilag
tasima sistemlerinde giivenle kullanilabilecegi belirtilmistir [51]. Li ve arkadaslari
Cs/Alg nanopartikiillerini iyonotropik jelasyon teknigi ile iiretmisler ve nifedipin
salimin1 incelemislerdir. Nanopartikiillerin boyutlar1 yaklasik olarak 20-50 nm
capinda oldugu bulunmustur. Nifedipin salimi gastrointestinal sistemde baslangigta
yiilksek oranda olup sonrasinda kontrollii ve basarili bir sekilde gerceklestigi
belirlenmistir [52].

Bir¢cok ekstraksiyon c¢alismasinda ozellikle meyve kabuklarindan elde edilecek
maddeler i¢in soxhalet ekstaktorii kullanilir. Ancak yliksek ¢dzgen ihtiyaci ve seri
tiretimde kullanigli olamamasi gibi durumlardan dolay1 alternatif yontemler de
bulunmaktadir. Tablo 2.2°de ultrason destekli ekstraksiyon ile iirtinlerden farkl
sicaklik ve ¢oziiclilerle yapilan ekstraksiyon caligmalari Ozetlenmistir. Cozgen
oranlari ve siireler degistirilerek en uygun yontem bulunmaya ¢alisiimistir. Kaderides
ve arkadaglari, nar kabuklarindan fenolik bilesiklerin ultrason destekli ekstraksiyonu
ve daha sonra sprey kurutma ile kapsiillenmesine dayanan bir yontem
gelistirilmiglerdir. Cesitli parametrelerin ekstraksiyon verimi, kapsiilleme verimi ve
mikrokapsiillerin fiziksel 6zellikleri tizerindeki etkilerini incelenmisler ve ultrason
destekli ekstraksiyonun mikrokapsiilasyonda verimi arttirdigini gézlemislerdir [53].
Literatiirde %50 sulu etanolle nar kabugundan ultrasonik destekli ekstraksiyon
caligmast bulunmamistir. Kitosan-sodyum aljinat biyopolimerik nanopartikiillerin
karakterizasyonlar1 sonrast nar kabuklarindan %50 sulu etanolle ekstrakte edilen

antioksidanlarin yliklenmesi ¢alismasi ilk defa bu tez ¢alismasinda yapilmistir.
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Tablo 2.2: Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminin uygulama ozeti.

Uriin Céziicii Siire | Sicakhk Ultrasonik Kaynak
(dakika) Banyo Frekansi
Nar Etanol,Su, 20-30 25°C 20 kHz [53]
Kabugu Etil-asetat, 40-60
% 50 sulu metanol
Hindistan %50 etanol-su 20-40 30°C 25 kHz [54]
Cevizi 60 45°C
Kabugu 60°C
Zeytin %70-90 etanol 6-30 25°C 20 kHz [55]
Yapragi 40°C
Piring Metanol/su 20 10°C 24 kHz [56]
Taneleri 70°C
Siyah Cay | %80 Sulu metanol 30 30°C 26 kHz [57]
40°C 40 kHz

Yapilan c¢alismalar dikkate alinarak farkli ¢dzgenlerin ekstraksiyona etkisini
belirlemek amaciyla %100 etanol, %100 su ve %50 sulu etanol olmak iizere ii¢ farkl
¢ozgen ile nar kabuklarindan ekstraksiyon yapilmistir. Bundan sonraki asamalarda en
az ¢ozgen zarari ile en fazla verim elde edilen yontem iizerinden nanopartikiillere

antioksidan madde yiiklemesi gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Kitosan (low molecular weight) Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya)’den, Aljinik
asit sodyum tuzu (low viscosity) Alfa Aesar’dan, Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Carlo
Erba’dan, Asetik Asit (CH3COOH, % 99 saflikta) ve Etil alkol (C;HsOH, %99
saflikta) Sigma-Aldrich, DPPH, Gallik asit, Folin reaktifi (Ege Universitesi)
kimyasallar1 kullanilmastir.

Ekstarkte edilecek narlar Izmir-Selguk yéresinden temin edilmistir.

Isiticili karistiricl, otomatik pipetler, santrifiij, saf su cihazi, ultrasonlu su banyosu
(Isolab), pH metre, etiiv, peristaltik pompa (Shenchen lavV1), buzdolabi, hassas
terazi (Radwag), evaporator (Buchi-Rotavapor R-100), liyofilizatér (Biobase) Izmir
Katip Celebi Universitesi’nden kullanilmistir.

Karakterizasyon igin SEM, FTIR ve UV-Vis cihazlart Izmir Katip Celebi
Universitesi’nden; antioksidan analizleri igin de tiim cihaz ve kimyasallar Ege

Universitesi’nden kullanilmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Nar kabugu ekstraksiyonu

Narlar yikanip kurulandiktan sonra miimkiin oldugunca az bicakla temas edecek
sekilde kesilerek nar taneleri ayirma aparati ile kabuklarindan ayrildi. Kabuklar
tekrar yikanarak kurulandi (nar tanelerinin sularinin kalmamasi igin). Temiz filtre
kagid1 {izerine serilen nar kabuklari Izmir’de 2018 y1li Kasim ayinda oda sicakliginda
151k almayan ortamda kurumaya birakilmistir. Kurutulan nar kabuklari, ev tipi
ogiitiiciiden gegirilerek kiigiik parcalar elde edildi. Calismalarda kullanilan tiim
madde ve materyaller Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 de gosterilmistir.
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Sekil 3.1: Yikanmis, ayiklanmis nar kabuklari.

Sekil 3.2: Ev tipi ogiitiicii. Sekil 3.3: Ogiitiilmiis kuru nar kabuklar.
Ekstraksiyon islemi igin ¢ozgen olarak %50 etanol:su (v/v) hazirlanmstir.

Orneklerden 10 g tartilarak 150 mL ¢dziicii ile muamele edilmistir. Bir gece karanlik

ortamda 151k ve hava almayacak sekilde maserasyona birakilmistir.
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Sekil 3.5: Ultrasonik su banyosu.

Cozgen ile maserasyona birakilan Ornekler (Sekil 3.4) beherle birlikte 50 KHz
enerjili ultrasonik su banyosuna (Sekil 3.5) konulmus, 35°C’de 60 dakika
tutulmustur. Islem sonunda tortu kalmamasi igin 6rnekler filtre kagidindan stiziilerek

(Sekil 3.6) evaporator i¢in balona aktarilmistir.
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Sekil 3.6:.Filtrasyon islemi.

40°C’de evaporatérde etanol-su ¢ozgeni ugurularak geriye fenolik maddelerin

kalmasi1 saglanmistir. Evaporatorde ¢ozgen ugurma islemi Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Sekil 3.7: Evaporatorde ¢ozgenin ugurulmasi.
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3.2.2 Fenolik madde analizleri

Tiim antioksidan ve fenolik madde analizlerinin dogru sonugla c¢alismalar
yonlendirmesi i¢in nar kabugu orneklerinin ekstraksiyon sonrasi liyofilize ekstre

(LE) ve liyofilize olmayan ekstre (E) halleri ayr1 ayr1 analiz edilmistir.
3.2.2.1 Toplam fenolik miktar1 tayini

Folin—Ciocalteu yontemi kullanilarak gergeklestirildi. 1:10 oraninda seyreltilmis 200
pl ornek cozeltisi ve 1,5 ml Folin-Ciocalteu reaktifi (10 kat seyreltilmis olarak)
karistirildi. %7,5 (w/v)’lik sodyum karbonat ¢ézeltisinden 1,2 ml eklendikten sonra
tiipler vortekste karigtirildi ve 25°C’de karanlik ortamda 90 dakika bekletildikten
sonra UV-Vis spektrofotometrede 765 nm’de absorbans o6lgiildii. Toplam fenol
icerigi gallik asit kalibrasyon egrisinden yararlanilarak gallik asit esdegeri olarak

verildi. Deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve sonuglarin ortalamasi alindi.
3.2.2.2 Toplam flavonoid tayini

Toplam flavonoid tayini spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda gergeklestirildi.
Kalibrasyon standard1 olarak katesin kullanildi. Uygun oranlarda seyreltilmis 0,25 ml
ornek ¢ozeltisi ve 1,25 ml saf su karistirildi. Sirasiyla 75 pl % 5°1ik NaNO,, 6 dakika
sonra 150 ul % 10’luk AICI3.6H,0 ve 5 dakika sonra 0,5 ml 1 M NaOH ilave edildi.
En son saf su ilave edilerek 2,5 ml’ye tamamlandi. 10 saniye vorteksten sonra
spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda absorbans okundu. Toplam flavonoid
icerigi katesin kalibrasyon egrisinden yararlanilarak katesin esdegeri olarak verildi.

Deneyler ii¢ tekrarl olarak gergeklestirildi ve sonuglarin ortalamasi alindi.
3.2.2.3 Antioksidan aktivite tayini

Orneklerin antioksidan aktivitesi, hidrojen baglama kabiliyeti DPPH metoduyla (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil radikalini yakalama) Olgiildi. Uygun oranda seyreltilmis
orneklerden 100 pl alindi ve iizerine 2 ml 0,1 mM DPPH metanol soliisyonu ilave
edildikten sonra vortekste karistirilip oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dakika
bekletildi. Reaksiyon sonucunda olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 517

nm’de Ol¢tldii.
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3.2.3 Kitosan-sodyum aljinat nanopartikiillerin hazirlanmasi

Kitosan ve soydum aljinat biyopolimerlerinin nanopartikiil {iretiminde iyonik
jelasyon yontemi kullanilmistir. Kalsiyum Kloriir (CaCly) ile ¢apraz baglanarak
nanopartikiillerin tiretimi yapilmigtir. Kitosan-aljinat nanopartikiilleri Sarmento vd.
(2007b)’e ve Giin (2013, yiiksek lisans tezi)’ne gore hazirlandi. Oncelikle 0,074 g
sodyum aljinat tartilarak 117,5 mL distile suda 0,05 g CaCl, 25,0 mL suda ve 0,022 g
kitosan 25 mL % 1’lik asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziildli. Karisir durumdaki sodyum
aljinat (0,63 mg/mL) ¢Ozeltisine 7,5 mL kalsiyum kloriir ¢ozeltisi (2,0 mg/mL)
peristaltik pompa (Sekil 3.8) yardimiyla saniyede bir damla olacak sekilde
damlatildu.

Sekil 3.8: Peristaltik pompa ile iyonik jelasyon islemi.

Cozelti 30 dakika karistirilip iizerine 25 mL kitosan ¢dzeltisi yine saniyede bir damla
olarak eklendi. Olusan karisim oda sicakliginda hava ve 1sik almayacak sekilde
diisiik devirde bir gece karismaya birakildi. Ertesi giin ¢ozelti santrifiij tiiplerine
konularak 2800 rpm ve 14000 rpm’lik devirlerde 40 ve 60 dakika santrifiijlendi.
Stipernatan ve nanopartikiillerin ayrimi tiiplerde iken gozlendi. Santrifiij Oncesi

orneklerin hazirlik asamasi Sekil 3.9°da gosterilmistir.
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Sekil 3.9: Santrifiij 6ncesi 6rnekler.

Saf su ile yikamadan gegirilen nanopartikiiller (Sekil 3.10) daha sonra yapilacak olan
karakterizasyon iglemleri i¢in petri kaplaria 1 cm?’ genisliginde yayilarak 40°C’lik
etivde iki giin kurumaya birakildi. Kurutulan 6rneklerin SEM ve FTIR

karakterizasyonlar1 yapildi.

Sekil 3.10: Santrifiij sonrasi etiivde kurutulacak nanopartikiiller.

Kitosan-aljinat nanopartikiillerinin hazirlanma semasi Sekil 3.11°de gosterilmistir.
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1
1 Kalsiyum Kloriir
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57eltisi : | itosan Cozeltisi
¢ ' (0,88 mg/mL) '

Nanopartikul
Cozeltisi

Santrifij

/ \

Nanopartikiil Stipernatan

Sekil 3.11: Kitosan-sodyum aljinat nanopartikiil {iretim akis semast.

En 1yi yikleme parametlerinin belirlenmesi i¢in iki farkli antioksidan
konsantrasyonunda calisilmistir. Elde edilen antioksidandan (5 ve 7 mg/mL) alinarak
karisir durumdaki sodyum aljinat (0,63 mg/mL) ¢ozeltisine peristaltik pompa ile
saniyede bir damla damlatildi. 30 dakika karistirilip ardindan CaCl, ¢6zeltisi (2.0
mg/mL) bu karisima damlalar halinde eklendi ve 30 dakika daha karismasi saglandu.
Son olarak kaplama icin kitosan ¢ozeltisi (0.88 mg/mL) saniyede birer damla
damlatilarak eklendi. Karisim oda sicakliginda hava ve 1s1k almayacak sekilde diisiik
devirde bir gece karismaya birakildi. Ertesi giin ¢ozelti santrifiij tiiplerine konularak
2800 rpm ve 14000 rpm’lik devirlerde 40 ve 60’ar dakikalarda santrifiijlendi.

Siipernatan ve nanopartikiillerin ayrimi gozlendi.
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3.2.4 Kitosan-sodyum aljinat nanopartikiillerinin karakterizasyonlari

Antioksidan madde yiikleme isleminden Once ve sonra biyopolimerik
nanopartikiillerin yapisal ve morfolojik 06zelliklerini incelemek i¢in c¢esitli
karakterizasyon yontemleri uygulanmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM),

Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) analizleri yapildi.
3.2.4.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), nanopartikiillerin yilizey yapilarinin ve
boyutlarinin 6zelliklerinin incelenmesine yardimci olur. Bunun i¢in 40°C’de etiivde

kurutulan 6rnekler toz halinde SEM cihazinda incelenmistir.

3.2.4.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR firetilen nanoparcaciklarin aralarinda olusturduklar1 baglar hakkinda bilgi verir.
Orneklerin karakterizasyon i¢in hazirlanmasi SEM ile aynidir. Etiivde kurutulmus

orneklerin FTIR 6l¢iimleri alinmastir.

3.2.4.3 Ultraviyole Gériiniir Spektroskopisi (UV-Vis)

UV-Vis olglilen maddenin molekiiler absorpsiyonu hakkinda bilgi verir. Kuru nar
kabuklarinin %100 etanolde (E), %100 suda (S) ve %50 etanol-su (E-S) ¢6zgenleri

igerisindeki absorpsiyonlar1t okunmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

SEM goriintiileri iiretilen nanopartikiillerin boyut ve yapisal 6zellikleri hakkinda
bilgi verir. Biyopolimerik madde ile calisildiginda elektriksel iletkenlik diisiik
oldugundan kaplama yapildiktan sonra daha saglikli goriintiiler elde edilebilir. Bu
calismadaki biyopolimerik nanopartikiiller SEM goriintiileri alinmadan dnce Altin-
Paladyum (Au-Pd) ile 3-15 nm araliginda kaplama islemine tabi tutulmustur. Sekil
4.1°de farklh santrifiij siirelerinde {liretilen nanopartikiillerin yiikleme yapilmis ve
yapilmamis SEM goriintiileri  gosterilmektedir. Burada yiikleme yapilmamis
nanopartikiiller (Np), ylikleme yapilmig nanopartikiiller (YNp) olarak gosterilmistir.

&

:
N

EHT= 2,00k Signal A= InLens ate :2 100 nm* EHT= 200 kV Signal A= InLens Date :26 Jun 2019
WD= 2.1 mm Mag= 1 KX Time Wo= 2.1 mm Mag= 207.94KX  Time :9:57:33

ZEISS

100 nm* EHT= 2.00 kV
Mag = 100.00 K X ime :10:19:2S WD= 20mm

Sekil 4.1 (devam): Farkli santrifiij hizlarinda hazirlanan nanopartikiillerin SEM
gorintiileri.
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R
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Sekil 4.1 (devam): Farkli santrifiij hizlarinda hazirlanan nanopartikiillerin SEM

gorintiileri.
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200 nm* EHT = 200 kV Signal A= InLens Date:264un2019 50 oo [N ‘700 nm* EHT= 200kV Signal A = InLens Date :26 Jun 2019
WD= 24mm Mag= 5000KX  Time 11:16:02 e —— WD= 3.0 mm Mag= 200.00KX  Time:11:23:26

ZEISY

EHT= 2004V St A= ntens  Dato 282019 e (NN 100 nm* EHT= 2,00 kV SignalA=Inlens  Dafe:26Uun2019  poco
WD= 3.0 mm Mag= 100.00KX  Time :11:28:34 v WD= 3.0 mm Mag= 20000KX  Time :11:28:55
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iR = Signal A = InLens Date :26 Jun 2019 ZEISS

- 200 nm* EHT= 200KV SignalA=inlens  Date:264un2019 o |-
’5,‘,}‘,"4;‘% — WD= 2.9 mm Mag= 100.00KX  Time:11:32:14 / &}‘m D= 2.3 mm Mag= 25000KX  Time :11.08:07

Sekil 4.1 (devam): Farkli santrifiij hizlarinda hazirlanan nanopartikiillerin SEM
goriintiileri.
(A: 14000 rpm/40 dakika/ Np, B: 14000 rpm/60 dakika /Np, C: 2800 rpm/40 dakika/
Np, D: 14000 rpm/60 dakika/ Np, E: 14000 rpm/40 dakika/ YNp, F: 14000 rpm/60
dakika /YNp, G: 2800 rpm/40 dakika/YNp, H: 14000 rpm/60 dakika/ YNp).
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SEM goriintiileri ile Olg¢lilen nanopartiiil boyutlart ve goriintiileri kiyaslanmus,
goriintli sonucu Olglilen nanometrik boyutlarin kiyaslamalar1 Tablo 4.1°de ifade
edilmistir. Olciimler sirasinda yiikleme yapilmamis nanopartikiiller (Np), yiikleme
yapilmis nanopartikiiller (YNp) arasindaki dagilimin uygunlugunu 6l¢gmek adina her
ornegin Ozellikle biiyiik ve kiiciik partikiil boyutlar1 da dikkate alinarak ortalamasi
alimmigstir. Yiikleme yapilan biyopolimerik nanopartikiillerin yiizeyi daha piirtizsiiz

iken bos nanopartikiillerin daha gézenekli bir yapiya sahip oldupu goriilmiistiir.

Tablo 4.1: Nanopartikiil 6rneklerinin boyut kiyaslamasi.

Biyopolimerik Santrifiij hiz1 | Santrifiij siiresi | Olgiilen boyut
Nanopartikiiller (rpm) (dakika) aralig1 (nm)
NP (Sekil 4.1A) 14000 40 40-90
NP (Sekil 4.1B) 14000 60 50-90
NP (Sekil 4.1C) 2800 40 70-130
NP (Sekil 4.1D) 2800 60 70-90

YNp (Sekil 4.1E) 14000 40 100-140
YNp (Sekil 4.1F) 14000 60 106-130
YNp (Sekil 4.1G) 2800 40 102-110
YNp (Sekil 4.1H) 2800 60 100-115

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada iyonik jelasyon yontemi ile iiretilen kitosan-aljinat
nanopartikiillernin biytikliikleri 50-500 nm araliginda bulunmus, yiizeyin piiriizsiiz
ve ¢ok gozenekli oldugu belirtilmistir [58]. Baska bir ¢alismada ise yiikleme
yapilmamis Kitosan nanopartikiil biiytikliklerinin 100 nm den kiigiik oldugu
belirtilmistir [56]. Bu ¢aligmada elde edilen nanopartikiil boyutlart ve morfolojileri
onceki ¢aligmalarla uygunluk gostermistir.

FTIR Ol¢limleri 6l¢iilen maddenin monomerlerinin arasindaki baglar hakkinda bilgi
verir. Yiikleme yapildiktan sonra piklerde degisiklik olur ancak baglarda kopma
gozlenmemesi gerekir. Yikleme yapilmadan onceki ve yiikleme yapildiktan sonra
alman FTIR spektrumlarinda bag kopmasi gozlemlenmemis, yap1 degismeden

yiiklemenin saglikli yapildig: anlasilmistir. Bunun sonucunda Sekil 4.2.A° da 3351
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cm™de goriilen pik —OH ve —NH gruplarinin gerilme titresim hareketlerine isaret
etmektedir. Ornek santrifiij yapilmadan sulu ¢dzelti igerisinde bulundugundan
kitosanda hidrojen baglar1 artmis oldugu, Sekil 4.2.B ve Sekil 4.2.C’ye kiyasla -OH
gerilme bandinin daha yayvan oldugu acgikca goriilmektedir ve bu yayvanlagin
sonucunda Sekil 4.2.B, Sekil 4.2.C ve Sekil 4.2.D’ de net olarak goriilen 2975 cm*
ve 2900 cm™ civarindaki asimetrik ve simetrik —CH gerilme bantlar
gozlemlenememektedir. Nanopartikiill —sentezinde %100 deasetile kitosan
kullanilmadigindan deasetile olmamis —CONH, gruplarinin varligini isaret eden
1599 cm™ civarinda C=0 ve 1416 cm™ civarinda C-N bag gerilme ve titresimleri
gozlemlenmektedir. 1050 cm™ civarindaki siddetli pik C-O gerilme titresim
hareketinin bir sonucudur. Santrifiij hizlar1 bazinda karsilagtirma yapildiginda Sekil
4.2.B ve Sekil 4.2.C’ de kiiciik, yalnizca madde miktarlarinin esitsizliginden kaynakl
olabilecek farkliliklar gozlenmektedir. Bu, kimyasal ortam farki olmadigindan
beklenen bir durumdur. Sekil 4.2.E’ de —OH gerilmelerinden sorumlu olan 3360 cm™
pikinin genisligi ve siddeti nanopartikiil igerisine ylikleme yaptigimiz nar ekstratinin
fenolik ve diger —OH grubu igeren dogal bilesiklerce zengin oldugunu destekler
niteliktedir. Elde edilen sonuglar Mingyu ve arkadaslarinin nanopartikiiller igin

yaptigi ¢alismayla benzer bulunmustur [59].
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Sekil 4.2: Bos kitosan-sodyum aljinat nanopartikiillerinin FTIR spektrumlari. (A:
santrifiij dncesi ornekler, B: 2800 rpm’de/yiiklemesiz, C: 14000 rpm’de/yiiklemesiz,
D: 2800 rpm’de yiikleme yapilmis, E: 14000 rpm’de/yiikleme yapilmis

santrifiijlenmis ornekler).
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Nar kabuklar1 farkli ¢ozgenler araciligi ile ultrasonik destekli ekstraksiyonda
ekstrakte edilip sonuglart UV-Vis’de incelenmistir. Ekstreler yalnizca etanolde
cozerek (E), 1/1 (v/v) oraninda etanol ve su ile ¢ozerek (E-S) ve sadece suda ¢ozerek
(S) absorbanslar1 okunmus, absorbans grafigi Sekil 4.3°de verilmistir.

UV-Vis olctimleri incelendiginde 280-300 nm araliginda pikler goriilmiistiir.
Orneklerin etanolde ve %50 sulu etanolde ¢oziilen drneklerden 290-300 araliginda
maksimum absorbans alinmigken sadece su ile ¢Ozerek daha az absorbsiyona
ulagilmistir. Etanoliin ¢6zme etkisi yiiksektir ancak ¢dzgen icerisine su kullanilmasi
hiicre porlarindan difiizyonu kolaylastirdigindan benzer verimde sonuglar
gozlenebilir. Caligsmalarda kimyasal kullanimini azaltmak adma %350 sulu etanol
(ES) tercih edilmistir. Tarafinfan yapilan bir ¢alismada nar ekstraksiyonunda UV-Vis
Olctimii alinmais, en yliksek absorbsiyon 231 nm’de goriilmiistiir. Calismasina kiyasla
sadece nar kabuklar ile ¢alisildigindan daha yiiksek nanometrelerde sonug¢ ¢ikmasi

ongorilmistiir.
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Sekil 4.3: UV-Vis Spektroskopisi sonuglart.

DPPH inhibisyonu 6lgme yontemine gore 100 ug/mL konsantrasyonda ekstreler
calistlmis ve % 74.38 inhibisyon gostermistir. Bu inhibisyon 14.38 pg/mL alfa
tokoferole esdeger aktivite olarak hesaplanmistir. 30 dakikalik 6l¢iim sonunda DPPH
radikalinin stok ¢ozeltisinin agik mordan sartya doniisen rengi ortamdaki serbest

radikalleri slipiirdiigiiniin gostergesidir. Renk degisimi Sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Antioksidan madde analizleri. (A: DPPH reaktifi stok ¢6zeltisinin analiz
oncesi rengi. B:30 dakika sonundaki DPPH reaktifinin renk degigimi).

Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit ile ¢izilen standart Ol¢li egrisi ve
hesaplanan  regrasyon denklemine gore %2.82 olarak  hesaplanmistir.
Toplam flavonoid tayini spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda gerceklestirildi.
Toplam flavonoid miktarlar1 ise katesin ile ¢izilen standart 6l¢ii egrisi ve hesaplanan

regrasyon denklemine gore %0,656 total flavonoit igerdigi tespit edilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, iyonik jelasyon yontemiyle tretilen farkli santrifiij devirlerinde
ve slirelerinde calisilan kitosan-soydum aljinat nanopartikiillerinin karakterizasyon
ve optimizasyon c¢alismalari yapilmis, nar kabuklarindan elde edilen fenolik
maddelerin bu biyopolimerik nanopartikiillere yiiklemesi incelenmistir. SEM
sonuclarina bakildiginda yiiksek santrifiij hizinin nanopartikiil boyutlarina etki ettigi,
ancak santrifiij siiresinin (40 ve 60 dakika) dikkate deger etki etmedigi
goriilmustiir. Yiiklemenin her iki hizda ve siirede iiretilen nanopartikiillere basarili bir
sekilde yapildigi hem boyut hem sekil olarak fark edilmistir. FTIR sonuglarinda
antioksidan maddenin yiiklendigi, pikler arasindaki farkliliklar sayesinde sonuglara
yansidigt goriilmistiir. Sonug olarak bu ¢aligmada, biyopolimerik nanopartikiillerin
karakterizasyonlar1 basarili bir sekilde yapilmis, calisma sartlar1 optimize edilmistir.
En 1yi nanopartikiil yapis1 14000 rpm devirde 40 dakika santrifiijlenmis orneklerde
tespit edilmigstir. Yapilan antioksidan ve fenolik madde analizlerinde nar kabuklarinin
ekstrelerinden yiiksek oranda antioksidan madde ve fenolik madde elde edildigi
goriilmiistiir. Daha oOnce yapilan meyve ekstraktlar1 analizlerine kiyasla nar
kabugunun bir¢ok meyveden daha yiiksek antioksidan madde icerdigi anlasilmistir.
Farkli oranlarda su ve etanolle ekstreler elde edilip UV-Vis sonuglar1 alindiginda
etanol ve sulu etanol arasinda c¢ok fark olmadigi, sadece sui le ekstraksiyon igin
yontemin giiclendirilmesi gerektigi anlagilmistir. Nar kabuklarindan ultrasonik
destekli ekstraksiyon yontemi ile daha az ¢oziicli ile antioksidan elde edilmis ve
yiikksek fenolik icerige sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle gida ve ilag
endiistrisinde kullanilacak olan antioksidan gibi ekstrakte maddelerin iiretiminde
yiiksek konsantrasyonlarda metanol ve aseton gibi ¢oziiciilere ihtiya¢ duyulmadan
insan saghigma olumsuz etkisi olmadan ekstraksiyon isleminin yapilabilecegi
goriilmiistiir. Bu konuda yapilan galismalarin yetersiz oldugu fark edilerek bu alanda
yapilacak olan yeni ve diger ¢aligmalara da 1sik olmak amaglanmistir. Elde edilen

antioksidan yiiklii biyopolimerik nanopartikiiller sayesinde kontrollii salim miimkiin

36



olmakla birlikte, farkl: alanlarda da kullanimi s6z konusu olabilmektedir. Ozellikle
sporcular, sigara igenler, kanser hastalar1 ve orta yas istii kisilerin daha fazla
tilketmesi gereken antioksidanlarin gida takviyesi olarak kullanimima uygun
nutrasdtiklerin iiretilmesine 1sik tutulmasi hedeflenmistir. Nar kabuklarindan elde
edilen fenoliklerin viicuda uyumlulugunu ve bu ortamlardaki davraniglarini
incelemek adina salim ve biyouyumluluk ¢alismalarinin da yapilmasi gerekmektedir.
Bu ¢alismada 6n kosullarin hazirlanmasi ve stabilizasyonu yapilmistir. EKstraksiyon
yontemlerinin daha az ¢oziicii ile yapilarak daha yesil c¢evre politikasinin
belirlenmesi, atik olarak diisiindiigiimiiz maddelerin degerlendirilmesi {izerine daha
cok caligmalar yapilmasi ve biyopolimerler sayesinde insan tiiketimine uygun hale

getirilmesi konusunda daha ¢ok arastirilmalar yapilmasi gerekmektedir.
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