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OZET

Gida Biyoaktifleri icin Lipozomal Nanolif Enkapsiilasyon

Sistemlerinin Gelistirilmesi

Nagihan KALINTAS CAGLAR

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Gida Miihendisligi Programi
Doktora Tezi

Danigsman: Dog. Dr. Ayse KARADAG

Fenolik bilesikler ve hidrolizatlar gibi antioksidan, antidiyabetik, antihipertansif,
immiinomodulatdr aktivitileri olan biyoaktif bilesenlerin agiz yoluyla alim
sonrasinda gastronointestinal sistem kosullarina karst dayaniksizligi ve ince
bagirsakta diisiik emilimleri saghk faydalarimi biiylik 6l¢iide kisitlamaktadir. Bu
kisitlamalar1 asacak enkapsiilasyon sistemlerinin tasarimi olduk¢a onemlidir. Bu
calismanin amaci, fenolik bilesikler, 6zellikle antosiyanin agisindan zengin olan
karadut ekstrakt1 (KE) ve model bir biyoaktif hidrolizat olarak glutenin hidrolizati
(GH), 1¢in lipozomal nanolif enkapsiilasyon sistemlerinin tasarlanmasidir.
Caligmanin ilk kisminda, lipozomal KE yiiklii tek eksenli pullulan (PUL)/pektin
(PEK) nanolifleri, KE'nin in vitro biyoerisilebilirli§ini ve biyoyararlanimin
artirmak i¢in gelistirilmistir. KE (%0.8, a/h) igeren lipozomlar, ince film hidrasyonu
ve ultrasonikasyon yontemiyle 76.41£1.23 nm boyutunda iiretilmis ve KE'nin
%79.4040.99'u kapsiillenmistir. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ve konfokal
lazer taramali mikroskop (CLSM) goriintiileri, lipozomlarin kusursuz lif yapist

icinde uniform dagilimimi gostermistir. Lipozomal KE yiiklenmesi, serbest KE

XV



yiiklenmesine kiyasla nanoliflerin mukoadhezyonunu arttirmistir. Lipozomal KE
yiiklii nanolifler, antosiyaninlerin biyoerisilebilirliginde neredeyse iki kat artis
saglamistir. Caco-2 hiicreleri tarafindan dort farkli antosiyaninin hiicresel salinima,
lipozomal KE yiiklii nanoliflerde dnemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur (%3.92-
10.50%).

Calismanin diger kisminda ise, GH’in in vitro gastrointestinal sisteme karsi
stabilitesini ve salim 6zelliklerini iyilestirebilecek, lipozomal GH yiiklii, tek eksenli
PUL/ karboksimetilseliiloz (CMC) ve kabuk PUL/CMC, ¢ekirdek PUL/lipozomal
GH yiiklii ¢ift eksenli hibrit nanoliflerin tiretilmesi amaglanmistir. Lesitine oranla
yar1 yartya fitosterol iceren (1:0.5, a/a), 75.69+0.34 nm boyutunda ve 57.52+2.27
enkapsiilasyon verimliligine sahip 7.5 mg/mL hidrolizat yiiklii lipozomlar ince film
hidrasyon yontemi kullanilarak elde edilmistir. SEM ve CLSM goriintiileri, boncuk
benzeri yapt igermeyen liflerde lipozomlarin uniform dagilimini gostermistir.
Besleme ¢ozeltisindeki GH'nin %61.04 ila %85.22'si tek eksenli ve cift eksenli
elektroegirme yontemleri kullanilarak liflere kapsiillenebilmistir. GH ytiklenmesi
sonucu hem tek eksenli hemde cift eksenli lipozomal liflerin mukoadhesyon
ozelligi artmistir. In vitro sindirimin sonunda, serbest GH, baslangigtaki ABTS ve
FRAP antioksidan aktivitesinin yaklasik %65 ve %50'sini kaybederken, liflerdeki
kayip %13 ile %35 (ABTS) ve %10 ile %25 (FRAP) arasinda degismis olup,
lipozomal lifler, serbest-GH yiiklii liflere gore daha iyi koruma gostermistir.
Lipozomal nanoliflerden GH'nin salinimi (tek eksenli lipozomal lif i¢in %21.05 ve
cift eksenli lipozomal lif i¢in %25.85) mide sindiriminin sonunda serbest GH iceren
tek eksenli lifin (%42.69) yaklasik yaris1 kadar olup, bagirsak sindiriminden sonra
en diisiik salinim lipozomal ¢ift eksenli nanoliflerde gézlemlenmistir. Tasarlanan
lipozomal hibrit nanoliflerin hem fenolik bilesikler hemde biyoaktif hidrolizatlarin

taginmasi i¢in biiyiik bir potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmaistir.

Anahtar  Kelimeler: antosiyanin, pullulan, peptit, mukoadhezyon,

biyoerisilebilirlik

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Development of Liposomal Nanofiber Encapsulation

Systems for Food Bioactive Compounds

Nagihan KALINTAS CAGLAR

Department of Food Engineering
Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Dog. Dr. Ayse KARADAG

Bioactive components with antioxidant, antidiabetic, antihypertensive, and
immunomodulatory activities, such as phenolic compounds and hydrolysates, are
significantly limited in their health benefits due to their instability against
gastrointestinal system conditions and low absorption in the small intestine after
oral intake. The design of encapsulation systems that will overcome these
limitations is of great importance. The aim of this study is to design hybrid
nanofiber encapsulation systems for phenolic compounds, particularly
anthocyanin-rich black mulberry extract (KE) and gluten hydrolysate (GH) as a
model bioactive hydrolysate. In the first part of the study, uniaxial pullulan
(PUL)/pectin (PEK) nanofibers loaded with liposomal KE were developed to
enhance the in vitro bioaccessibility and bioavailability of KE. Liposomes
containing KE (0.8%, w/v) were produced with the size of 76.41£1.23 nm using the
thin film hydration and ultrasonication method, encapsulating 79.40+0.99% of KE.
Scanning electron microscopy (SEM) and confocal laser scanning microscopy
(CLSM) images have shown the uniform distribution of liposomes within the
beadless fiber structure. Liposomal KE loading has enhanced the mucoadhesion of

nanofibers compared to free KE loading. Liposomal KE-loaded nanofiber has
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nearly doubled the bioaccesibility of anthocyanins. The cellular release of four
different anthocyanins by Caco-2 cells was found to be significantly higher in

liposomal KE-loaded nanofibers (3.92-10.50%).

In the other part of the study, it was aimed to produce uniaxial PUL/
carboxymethylcellulose (CMC) and coaxial hybrid nanofibers with core
PUL/liposomal GH and shell PUL/CMC, lipozomal GH-loaded, to improve the
stability and release properties of GH through the gastrointestinal system.
Liposomes loaded with 7.5 mg/mL hydrolysate, containing phytosterol at half the
amount of lecithin (1:0.5 / w/w), with a size of 75.69+0.34 nm and an encapsulation
efficiency of 57.5242.27, were obtained using the thin film hydration method. SEM
and CLSM images have shown a uniform distribution of liposomes in beadless fiber
morphology. Between 61.04% and 85.22% of GH in the feeding solution was
encapsulated inside the fibers utilizing uniaxial and coaxial electrospinning
techniques. GH loading resulted in enhanced mucoadhesion characteristics in both
uniaxial and coaxial liposomal fibers. At the end of the digestion, free GH exhibited
a reduction of approximately 65% and 50% in initial ABTS and FRAP antioxidant
activity, respectively, whereas the fibers had a decline ranging from 13% to 35%
(ABTS) and 10% to 25% (FRAP). The liposomal fibers demonstrated superior
protection relative to the free-GH loaded fibers. The release of GH from liposomal
nanofibers was 21.05% for uniaxial fiber and 25.85% for coaxial fiber after the
gastric digestion, almost half of the free GH-loaded uniaxial fiber release at 42.69%.
The lowest release following intestinal digestion was noted in liposomal coaxial
nanofibers. The developed liposomal hybrid nanofibers have significant promise

for the delivery of phenolic compounds and bioactive hydrolysates.

Keywords: anthocyanin, pullulan, peptide, mucoadhesion, bioaccessibility
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Karadut (Morus nigra L.) meyvesi, Ozellikle antosiyaninler olmak iizere birgok
flavonoid acisindan zengindir. Ancak, potansiyel saglik faydalarinin, gida isleme,
depolama ve gastrointestinal transit sirasinda kararsizliklari nedeniyle sinirli oldugu
bilinmektedir (Gonzales vd., 2015). Sadece sinirli miktarda polifenoliin, yetersiz
midede kalis siiresi, diisilk gecirgenlik ve/veya diisiik ¢oziiniirliik nedeniyle

bagirsak kanalinda emilebildigi bildirilmistir (Fang & Bhandari, 2010).

Biyoaktif peptitler ise, saglig1 olumlu yonde etkileyen ve viicutta bir¢ok potansiyel
fizyolojik islev sergileyen protein kaynakli parcalardir (Kaur vd., 2020).
Antioksidan peptitlerin ve hidrolizatlarin serbest radikallerle (ROS) hizla
reaksiyona girebildigi bildirilmistir (Chakka vd., 2015). Biyoaktif peptitler, insan
viicudundaki oksidatif hasar1 ve buna bagl hastalik risklerini azaltmaya yardime1
olabilecek ajanlar olarak kabul edilmektedir (He vd., 2013; Girgih vd., 2011).
Ancak, biyoaktif peptitler gida {riinlerinde, ilaglarda veya diyet takviyesi
formiilasyonlarinda serbest formda kullanildiginda, isleme kosullari altinda diistik
biyoyararlanim ve stabilite sorunlar1 yasayabilecekleri belirtilmistir (Sarabandi,
2020). Mide ve bagirsaktaki olumsuz kosullarin yani sira, bagirsak epitelinde
bulunan enzimler ve epitelin iizerini kaplayan mukus tabakasi biyoyararlanim
seviyesini onemli Olc¢lide etkilemektedir (Xu vd., 2019; Amigo ve Hernandez-

Ledesma, 2020).

Bu smirlamalar1 agsmak i¢in farkli tasima sistemleri onerilmektedir. Lipozomlar,
toksik olmayan ve biyouyumlu tasiyicilar olarak, hem hidrofobik hem de hidrofilik
bilesikleri yakalama yetenekleri sayesinde fenollerin ve biyoaktif peptitlerin

enkapsiilasyonunda 6ne ¢ikmaktadir (Hasan vd., 2014; Mozafari vd., 2008).



Lipozomlarin fenolik bilesiklerin ve biyoaktif peptitlerin biyoyararlanabilirliklerini
ve stabilitelerini arttirdiklari bildirilmistir (Chi vd., 2019; Saroglu & Karadag, 2024;
Niu vd., 2016). Ancak, su bazli dispersiyonlarda bulunan lipozomlar agregasyon,
bozulma, hidroliz ve oksidasyon reaksiyonlar1 sebebiyle stabilitelerini
kaybedebilmekte, kapsiillenmis bilesiklerin sizmasina neden olabilmektedir
(Karadag vd., 2013). Son zamanlarda, iki veya daha fazla tasiyici sistemin
birlestirildigi hibrit kapsiilleme sistemleri, bir yontemin faydalarmi kullanarak

digerinin dezavantajlarini asmak i¢in tercih edilmektedir (Tan vd., 2021).

Elektroegirme (elektrospinning), yiiksek kapstilleme verimliligi, kullanim kolaylig:
ve maliyet etkinligi nedeniyle ila¢ dagitim sistemlerinde yaygin olarak kullanilan
basit bir tekniktir. Ancak, nanolif tasima sistemlerinin en biiyiik zorlugu, yiiklii
bilesenin hizli salinimim1 kontrol etmektir (Li vd., 2014). Dahasi, lipozomlarin
stabilitesi Ozellikle tek eksenli elektroegirme siirecinden etkilenebilmektedir
(Mickova vd., 2012; Pires vd., 2019). Cift eksenli elektrospinning yaklasimi da
lipozomlarin stabilitesini korumak ve uzun siireli salinimlarini artirmak i¢in tercih
edilmektedir (Li vd., 2014; Mickova vd., 2012; Jiang vd., 2014;
Feng vd., 2019). Cift eksenli elektrospinning veya c¢ekirdek-kabuk elektrospinning,
nanoliflerin {iretimi i¢in ikinci nesil bir tekniktir. Kabuk c¢ozeltisi, genellikle
dondiiriilebilir bir polimerik malzemeden olusan dis igne araciligiyla uygulanirken,
i¢ igne tarafindan iletilen ¢ekirdek ¢ozeltisi cesitli polimerler veya kapsiillenmis
maddeler icerebilir. Feng vd. (2019) ve Li vd. (2014) 6nce somon kalsitonini
lipozomlara hapsedip, pektinle kapladiktan sonra, tek ve c¢ift eksenli
elektrospinning tekniklerini kullanarak PVA ve sodyum aljinat polimer liflerine
enakpsiile etmislerdir. Pektin kaplama ve ¢ift eksenli elektrospinning isleminin,
peptitin stabilitesini ve salimim 6zelliklerini artirdig: bildirmislerdir. Lipozomlari
nanoliflere entegre etmekte, biitiinliiklerini ve islevselliklerini koruyarak, yiiklii
bilesenlerin lif matrislerinden hizl bir sekilde salinimini 6nleyebilmekte (Tan vd.,,
2021) ve lipozomlarin gida uygulamalari i¢in antimikrobiyal gida ambalaji
(Alehosseini vd., 2019; Cui vd., 2018), antioksidan stabilizasyonu (de Freitas
Zompero vd., 2015), kolon hedefli peptid iletimi (Feng vd., 2019), yenilebilir yara
tyilestirme malzemesi (Karakas vd., 2023) ve diyet takviyeleri olarak oral filmler

gibi gelistirilmis islevselliklerle kullanimini genisletebilmektedir.



Agizdan ila¢ salmim sistemi tasarlarken, gastrointestinal kanaldaki mukus
tabakasina yapisan ve onunla etkilesime giren mukoadhezyonlu polimerler tercih
edildiginde, bu polimerler yiiklii bilesigin kalis siiresini uzatabilmekte ve siirekli
salinimi kolaylastirabilmektedir (Andrews vd., 2009). Lipozomlarin polimerik
hidrojellere (Joraholmen et al., 2019), yenilebilir filmlere (Montero vd., 2019) ve
nanoliflere (Karakas vd., 2023) dahil edilmesinin, mukoadhesif 06zelliklerini

arttirdig1 bildirilmistir.

Gida uygulamalarinda lipozomal nanolifler hakkinda yapilan 6nceki ¢alismalarda,
cogunlukla polietilen oksit (PEO), polivinil alkol (PVA) (de Freitas Zémpero vd.,
2015; Feng vd., 2019) ve polivinilpirrolidon (PVP) (Cui vd., 2017) gibi sentetik
polimerler kullanilmis, siirli sayida ¢alismada ise kitosan (Cui vd., 2018) ve zein-
jelatin (Alehosseini vd., 2019; Karakas vd., 2023) gibi biyopolimerler de

incelenmistir.

Pullulan (PUL) genellikle tercih edilen biyobozunur, biyouyumlu ve Food-grade
bir biyopolimerdir. Pullulan, o-(1, 6) glikozidik baglarla bagli tekrarlayan
maltotrioz birimlerinden olusan temel bir yapiya sahiptir. Maltotrioz {initeleri ise a-
(1, 4) glikozidik baglartyla birbirine baglanan glikoz monomerlerinden olusur. Bu
0zel baglanma modu pullulana esnek bir yapi, suda 1yi ¢oziinme ve lif olusturma
yetenegi kazandirmaktadir (Liu vd., 2016). Pektin (PEK) ise elektroegirme
yonteminde kullanilmak i¢in uygun bir polimer degildir ancak karboksil gruplari
(Thirawong vd., 2007) gibi bircok H-baglama grubu, icerdigi i¢in mukoadhezyon
ozellikleri saglayabilmektedir. Ayn1 zamanda proteazlar ile amilaza kars1 direnci
sayesinde, 1Uziim antosiyaninleri (Karadag vd., 2024) gibi kapsiillenmis
malzemeleri sindirim siireci boyunca koruyabildigi bildirilmistir. Li vd., (2023),
PUL/PEK  nanoliflerinin  simiile = edilmig  gastrointestinal  sividaki
parcalanabilirligini arastirmis, liflerin mide sivisi altinda yapisim1 korudugunu,
bagirsak sivisinda erimeye ve par¢alanmaya basladigini ve hedeflenmis ilaclar veya
biyoaktif tasima alanlarinin gelistirilmesi i¢in belirli bir potansiyele sahip oldugunu
aktarmislardir. Ote yandan, karboksimetil seliiloz (CMC), elektrospinning igin
uygun olmasa da, pullulan ile uyumlu, suda ¢6zlinebilen ve mukoadhezyon 6zellige
sahip bir polimerdir (Brako vd., 2018). CMC'nin COO™ ! gruplari ile pullulanin -

OH gruplar1 arasinda hidrojen baglariin olugmasinin, elde edilen filmin malzeme



ozelliklerini iyilestirebilecegi ve bdylece elektrospinning islemi i¢in uygunlugunu

arttirabilecegi diisiniilmektedir (Shao vd., 2018).

Calismamizin ilk kisminda, karadut ekstrakti (KE) yiiklii lipozomlarin liretimi i¢in
cesitli sonikasyon siireleri denenerek optimizasyon yapilmistir. PUL/PEK
biyopolimer karisimlar kullanilarak tek eksenli nanolif iiretimi gerceklestirilmistir.
Nanolifler i¢in belirli oranda lipozomal KE yiiklenerek oran ve morfoloji
optimizasyonu saglanmustir. ikinci kisminda glutenin hidrolizati (GH) yiiklii
lipozomlarin tretimi igin c¢esitli fitosterol miktarlar1 denenerek lipozomlarin
enkapsiilasyon verimliligi yiikseltilmistir. PUL/CMC biyopolimer karisimi
kullanilarak tek eksenli ve c¢ift eksenli elektroegirme yoOntemlerinin proses
parametreleri optimize edilip nanolif liretimleri gerceklestirilmistir. Literatiirde, KE
ve GH’in lipozomlarin icerisine hapsedilip ardindan sadece food grade
biyopolimerler tercih edilerek tek ve cift eksenli elektroegirme yoOntemleri
kullanilarak nanoliflerin igerisi gomiildiigli, elde edilen liflerin in vitro
biyoerisilebilirlik, biyoyararlilik, gastrointestinal sistem kosullarina kars: stabilite
ve salim karakteristiklerinin arastirildig1 bir ¢aligmaya rastlanmamustir, bu yoniiyle

calismamiz yenilikgi bir yaklasim igermektedir.

1.2 Tezin Amaci

Caligmamizda saglik iizerine olumlu etkileri oldugu bilinen fenoliklerce zengin
karadut ekstraktt (KE) ve biyoaktif hidrolizatlara model olarak glutenin
hidrolizatinin (GH), gastroinstestinal sistem kosullarina kars1 stabilitesini ve salim
ozelliklerini iyilestirerek in vitro biyoyararliligini, biyoerisilebilirligini arttirmay1
hedefleyen hibrit bir enkapsiilasyon sistemi olarak tiim bilesenlerinin dogal gida
katk1 maddeleri olan tek ve ¢ift eksenli lipozomal nanolif gelistirilmesi ve

karakterizasyonu amaglanmaistir.

Tasarlanan hibrit enkapsiilasyon sistemlerinde, sulu dipsersiyon seklinde bulunan
lipozomlarin  termodinamik dengesizliklerine ¢o6ziim olarak, lipozomlar
nanoliflerin icerisine 2 farkli sekilde (tek ve cift eksenli elektroegirme yontemleri)
gomiilmiistiir. Liflerin iiretilmesinde kullanilan biyopolimerlerin se¢iminde ise
mukoadhesif 6zellige sahip olan karobsimetil seliiloz (CMC) ve pektin (PEK) lif
yapma 0Ozelligi bilinen pullulan (PUL) ile birlikte kullanilmistir. Lipozomal KE,

PUL/PEK nanoliflerin igerisine tek eksenli elektroegirme yontemi kulllanilarak
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hapsedilmis, simiile edilmis gastrointestinal sindirime ve in vitro Caco-2 hiicre
monolayer modeline tabi tutulmus, fenolik bilesiklerdeki degisiklikler analiz
edilmistir. Lipozomal GH ise, PUL/CMC nanoliflerin igerisine hem tek eksenli
elektroegirme yontemiyle hemde PUL/CMC kabuk, PUL/lipozomal GH ¢ekirdek
cozeltileri kullanilarak cift eksenli elektroegirme yontemiyle nanoliflerin igerisine
gomiilmiistiir. Elde edilen lifler simiile edilmis gastrointestinal sindirime tabi
tutulmus ve hidrolizatlarin antioksidan kapasitesindeki degisiklikler ile salinim
Ozellikleri analiz edilmistir. Tiim liflerin uygulama potansiyelini degerlendirmek
icin, taramal1 elektron mikroskobu (SEM), konfokal lazer mikroskobu (CLSM) ile
morfoloji, fizikokimyasal 6zelliklerin degerlendirilmesine ek olarak mekanik ve
mukoadhesif o6zellikleri, Fourier donilisim kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi,
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ve termogravimetrik analizi (TGA)

kullanilarak degerlendirilmistir.

1.3 Hipotez

Calismada, fenolik bilesikler o6zellikle antosiyaninler agisindan zengin olan,
antidiyabetik, antioksidan, antiinflamatuar ve antihiperlipidemik aktiviteler gibi bir
cok saglik faydasi bulunan karadut ekstrakti ve antioksidan, antidiyabetik ve
antikanser  Ozellikleri bulunan glutenin  hidrolizatinin  enkapsiilasyonlari
hedeflenmistir. Biitlin bu saglik faydalarina ragmen, bu aktif gida bilesenleri, agiz
yoluyla serbest olarak alinmasi sonucu stabilite ve diisiik biyoyararlilik sorunlariyla
karsilagsmaktadir. Bu calismada, KE ve GH oncelikle lipozomlarin igerisine
hapsedilmis, lipozomal sistemlerin stabilite sorunlarinin giderilmesi i¢in nanolif
yapilarinin igerisine gdmiilmiis, tercih edilen mukoadhesif biyopolimerlerle KE ve
GH’in biyoerisilebilirligi, biyoyararliligt ve gastrointestinal sisteme karsi

stabilitesinin arttirilmasi amaglanmastir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Gida Biyoaktiflerinin Enkapsiilasyonu

2.1.1 Fenolik Bilesiklerin Enkapsiilasyonu

Fenolik bilesikler, dogal bilesiklerin en biiyiik gruplarindan biridir ve yapisal
cesitlilikleri ile ilgili olarak genis bir biyolojik aktivite yelpazesine (antioksidan,
anti-inflamatuar, anti-alerjik, antiviral, antikanser, antimikrobiyal, antimutajenik ve
kardiyoprotektif vb.) sahiptir (Buci¢-Koji¢ vd., 2020). Fenolik bilesiklerin en
onemli biyolojik aktivitlerinden biri olan yiiksek radikal temizleme etkisi, hidrojen
atomlar1 ve elektronlarin1 bagislayabilme kapasitelerinden kaynaklanmaktadir
(Zeb, 2020). Fenolik bilesikler, flavonoidler, fenolik asitler, tanenler, stilbenler ve
lignanlar olarak alt gruplara ayrilirlar. Antosiyaninler ise, flavonoidler olarak
bilinen biiyiik ve yaygin bitki bilesenleri grubunun alt1 alt grubundan biridir.
Kimyasal olarak antosiyaninler, lineer bir {i¢ karbon zinciriyle baglanmis iki benzen
halkasi, C6—C3—C6 temel iskeletine sahiptir (Wilska, 2007). Literatiirde 600’den

fazla farkli antosiyanin ve tiirevi bildirilmistir (Veitch ve Grayer, 2008).

Bunlar, cogu meyve, sebze, ¢icek ve bazi tahil tanelerinin parlak ve ¢ekici turuncu,
kirmizi, mor ve mavi renklerinden sorumludur. Renk verme 6zelliklerine ek olarak,
antosiyaninler giiclii antioksidan aktivite sergiler ve bu da noronal hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet, iltihaplanma ve benzeri bir¢ok

hastaligin 6nlenmesine yardimci olmaktadir (Yousuf vd., 2016).

Karadutlar, flavonoidlerin, 6zellikle antosiyaninlerin ¢ok zengin kaynaklaridir.
Karadut (Morus nigra L.), Morus cinsine ait olup Asya, Avrupa, Afrika ve Kuzey
Amerika'da dogal olarak yetismektedir. Farkli fitokimyasallar1 insan sagligi
tizerinde biyolojik aktiviteye sahip iyi bir kaynagi olarak taninmis olup, aym

zamanda kiiresel meyve iiretiminde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Khalifa, Zhu,
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Li ve Li, 2018). Karadut Tiirkiye’de de dnemli bir tarim iirlinii olarak ytizyillardir
yetistirilmektedir. Tiirkiye'de yaklasik 2,3 milyon dut agaci bulunmakta ve yilda
yaklasik 65.000 ton dut meyvesi iiretilmektedir (ipek vd., 2012). Tiirkiye'nin ana
dut tiretim alanlar1 Karadeniz bolgesi ile dogu ve orta Anadolu bolgeleridir (Ozrenk
vd., 2010), burada hasat donemi Haziran ile Agustos aylar1 arasindadir (Elmaci ve
Altug, 2002). Ayrica, Tiirkiye'de yetistirilen dut agaglarinin %95'i beyaz (M. alba),
%3"t kirmiz1 (M. rubra) ve %2's1 siyahtir (M. nigra) (Ercisli ve Orhan, 2007). Son
zamanlarda, dut meyvesinin antidiyabetik, antioksidan, antiinflamatuar ve
antihiperlipidemik aktiviteler gibi g¢esitli biyolojik aktiviteler sergiledigi
bildirilmigtir (Kamiloglu vd., 2013). Bu biyolojik aktiviteler, bazi cesitlerde
bulunan antosiyaninler de dahil olmak {izere polifenol bilesenlerinden
kaynaklanmaktadir (Bae ve Suh, 2007). Huo vd. (2023), karadutlarda siyanidin-3-
glukozit ve siyanidin-3-rutinozit basta olmak {izere, 11 farkli antosiyanin 20 farkli
fenolik bilesen tespit etmistir. incelenen karadutlarm giiclii bir antioksidan kapasite
gosterdigini bildirmistir. Kamiloglu vd. (2013) ise Tiirkiye’de yetisen karadutlarda
klorojenik asit, rutin ve siyanidin-3-O-glukoziti sirasiyla en yiiksek oranda bulunan

fenolik asit, flavonol ve antosiyanin olarak bildirmistir.

Ancak, sicaklik, pH, oksijen, 151k ve enzimler gibi yaygin isleme kosullarina karsi
kararsizliklar ve diisiik sulu ¢oziiniirliikleri nedeniyle, cogu fenolik bilesigin gida
matrisine entegrasyonu hala zorludur (Bora vd., 2018; Wei vd., 2017). Ayrica,
gastrointestinal sividaki diisiik ¢oziintirliikleri ve yine gastrointestinal kanaldaki
yetersiz kalig siireleri nedeniyle, oral biyoyararlanimlar1 da diisiik diizeylerdedir
(Peanparkdee ve Iwamoto, 2020). Son olarak, baz1 fenolik bilesiklerin ac1 tadi ve
hos olmayan kokusu, yiyeceklerin  duyusal Ozelliklerini  olumsuz
etkileyebilmektedir (Magsoudlou vd., 2020). Tiim bu olumsuzlar1 asmak ig¢in,
fenolik bilesiklerin ¢esitli dagitim sistemleri ve tasiyicilarla kapsiillenmesi,
stabilitelerinin arttirilip raf omiirlerini uzatabilir ayn1 zamanda dogru zamanda ve

hedef konumda serbest birakarak aktivitelerini koruyabilir (Zhang vd., 2023).
2.1.2 Biyoaktif Hidrolizatlarin Enkapsiilasyonu

Biyoaktif peptitler, saglik tizerinde olumlu etki saglayan ve viicutta ¢ok sayida
potansiyel fizyolojik fonksiyon gosteren protein tiirevli parcalardir (Kaur vd.,
2020). Genellikle 2 ile 20 aminoasit biiytikliiglinde yapilar olan biyoaktif peptitler,

enzimler veya asitlerle muamele edilerek, mikrobiyal fermantasyon veya
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gastrointestinal sindirim islemi sonucu proteinlerden salinmaktadir (Méller vd.,
2008). Bu bilesiklerin antihipertansif (Miralles vd., 2018), antitrombotik (Chang
vd., 2017), antidiyabetik (Kehinde ve Sharma, 2020), antimikrobiyal (Heymich vd.,
2021), antioksidan (Ibrahim vd., 2018) gibi bir¢ok aktiviteleri ve immiinomodiilator
etkisi (Santiago-Lopez vd., 2016) oldugu bildirilmistir.

Antioksidan peptitler ve hidrolizatlarin ise serbest radikallerle (ROS) hizla
reaksiyona girebildigi bilinmektedir (Chakka vd., 2015). Siiperoksit anyonu ve
hidroksil radikali gibi ROS olusumu, solunum sirasinda aerobik organizmalar i¢in
kacinilmaz bir sonuctur. Kontrolsiiz iiretilen serbest radikaller ¢ok kararsizdir ve
viicuttaki diger kimyasal gruplar veya maddelerle hizla reaksiyona girerek hiicre
veya doku hasarina yol acarlar (Je vd., 2007; Li ve Li, 2013). Insanlarda ROS
olusumu, hiicresel DNA, proteinler ve lipidlerin oksidatif hasarma neden
olabilmektedir (Seifried vd., 2007). Asir1 reaktif serbest radikalleri uzaklastiracak
antioksidan eksikligi durumunda, viicutta kardiyovaskiiler, kanser, norodejeneratif,
Alzheimer ve inflamatuar hastaliklar gelisebilmektedir (Shui ve Leong, 2006). Bu
baglamda, biyoaktif peptitler insan viicudunun oksidatif hasarin1 ve iligkili hastalik
risklerinin azaltmasina yardimci olacak ajanlar olarak goriilmektedir (He vd., 2013;
Girgih vd., 2011). Cok sayida ¢alisma, lipid peroksidasyonunun da bir¢cok kronik
hastaligin olusumunda rol oynadigini ortaya konulmustur (Ramana vd., 2019).
Ozellikle gidalardaki lipid peroksidasyonu, gidalarin besin degerlerini etkilemekle
birlikte , olusan potansiyel olarak toksik reaksiyon liriinlerinin tiiketilmesini takiben
hastalik riski s6z konusu olabilmektedir. Gidalarin oksidatif bozulmalarini 6nlemek
ve ciddi hastaliklara karsi koruma saglamak i¢in gida maddelerinde ve canli
viicudunda meydana gelen lipid oksidasyonu ve serbest radikallerin olusumunu

engellemek 6nemlidir.

Bugday diinya capinda en cok tiiketilen gida gruplarindan biridir. Arastirma
ekibimiz tarafindan da bugday toplam proteinin %85 ini olusturan glutenin alt iki
fraksiyonu olan gliyadin ve gluteninin farkli ticari proteazlarla (flavorzyme,
subsitilin ve savinaz) muamele edilmesi sonucu elde edilen hidrolizatlarin
teknolojik  ozelliklerine ve biyoaktivitelerine odaklanilmistir.  Calismada
gluteninden elde edilen farkli hidrolizatlarin antioksidan, antidiyabetik ve

antikanser aktivitesi oldugu belirlenmistir (Bozkurt vd., 2021).



Ancak incelenen ¢aligmalarda, biyoaktif peptitlerin gida {irlinii, ila¢ ya da gida
takviyesi formulasyonunda serbest halde kullanilmas1 durumunda biyoyararlilik ve
proses kosullarinda stabilite sorunlar1 yasayabilecekleri belirtilmistir (Sarabandi,

2020). Bu sorunlar su sekilde siralanabilir:

a) Peptitlerin sindirim sistemi proteazlar1 ve peptidazlar tarafindan hidrolize
edildiginde yapisal biitiinliiklerini ve islevlerini kaybetme riski
bulunmaktadir (Udenigwe, 2014; Picariello vd., 2013). Biyoaktif peptitlerin
oral yoldan alinmasi sirasinda, sistemik dolagima ulasmadan once en az 40
farkli enzimin etkisine maruz kaldigi belirtilmektedir. Bir¢ok ¢alismada
biyoaktif peptit ya da hidrolizatin in vitro olarak sindirim sistemi
enzimleriyle muamele edilmesi sonucu aktivitelerinde yiiksek ya da diisiik
oranda azalma oldugu bildirilmistir (Ao ve Li, 2013; Megias vd., 2009;
Song vd., 2020; Fernandez-Musoles vd., 2013; Zhu vd., 2014; Chen ve Li,
2012; Yap ve Gan, 2020). Ao ve Li (2013) yaptig1 calismada alkalaz ile
muamele edilmis kazein hidrolizatlarin1 negatif ve pozitif fraksiyonlara
ayirmustir. NCF (negatif yiikli fraksiyon) ve PCF’nin (pozitif yiikli
fraksiyon) TEAC (troloks esdegeri antioksidan kapasite) degerleri sirasiyla
2.16 £ 0.04 mM ve 2.15 + 0.03 mM olarak belirlenmistir. NCF ve PCF’nin
ORAC (oksijen radikali absorbsiyon kapasitesi) degerleri ise sirasiyla
428.44 +34.55 umol TE/g ve 477.59 + 5.86 pmol TE/g olarak bildirilmistir.
NCF’deki prolin igerigi, PCF’dekinden daha yiiksek bulunmustur, bu
nedenle NCF’nin daha 1yi sindirim direncine sahip oldugu yorumu
yapilmistir. NCF ve PCF’nin TEAC degerlerinin 2 saatlik simiile edilmis
mide sindirimi sirasinda 6nemli 6l¢lide azaldig: belirlenmistir. Daha fazla
tripsin ve kimotripsin sindirimi ile, NCF’nin TEAC degeri GI sindiriminin
sonunda 2.128 £+ 0.035 mM’ye yiikselmistir, ancak sindirilmemis NCF ile
onemli bir fark gozlemlenmemistir (p>0.05). Bununla birlikte, simiile
edilmis bagirsak sindiriminde PCF’nin TEAC degeri azalmistir. GI
sindiriminin sonunda TEAC degeri, sindirilmemis PCF’ninkinden daha
diisiik oldugu bildirilmistir. ORAC degerleri incelendiginde gastrointestinal
sindirim sirasinda ilk 2 saat icinde azalma goriiliirken son iki saatte artiglar
gbézlemlenmistir. Megias vd. (2009), aycicegi protein hidrolizatlarinin
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dayanikliliklarin1  arastirmistir. 30 dakika alkalazla muamele edilen
hidrolizat selatlama aktivitesinin stabilitesini belirlemek i¢in mide sivisi ve
bagirsak sivisi simulasyonlari ile inkiibe edilmistir. Mide s1vis1 simulasyonu
sirasinda aktivite artarken, bagirsak sivisi sebebiyle diisiis gdzlemlenmistir.
Hidrolizatlarin kismen parcalandigi, bagirsak sivisinin daha yiiksek bir
pargalanmaya sebep oldugu bu sebeple enkapsiilasyonun mantikli bir
¢Ozlim olucagi belirtilmistir. Daha 6nce 3 saat pepsin ve pankreatin ile elde
edilmis ACE inhibisyonuna sahip protein hidrolizatlar1 ve hidrolizattan
tanimlanmis FVNPQAGS peptidinin Caco-2 ekstraktlartyla muamele
edilmesi sonucu stabiliteleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda 5 dakika
alkalazla muamele edilen hidrolizatlarda ayni sekilde test edilmistir. Her iki
hidrolizattaki ACE inhibe edici aktivite, 2 saat inkiibasyondan sonra
yaklagik %60 azalmistir. Sonug olarak aygicegi hidrolizatlarindaki ACE
inhibe edici aktivite sergileyen peptitlerin, yalnizca gastrointestinal sistem
enzimlerine maruz kaldiginda degil, ayn1 zamanda Caco-2 hiicreleri
tarafindan iiretilen peptidazlarla da stabilitelerini belirli oranlarda kaybettigi
gbzlemlenmistir. Song vd. (2020), pamuk tohumunu alkalaz ile muamele
ederek hidrolizatlar elde etmis, elde ettikleri hidrolizatlar1 5 farkli
fraksiyona ayirmistir. Antioksidan aktiviteye sahip fraksiyonlarin ayni
zamanda antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve aralarinda korelasyon
oldugu bildirilmistir. Hidrolizatlarin DPPH aktiviteleri gastrointestinal
enzimlerle maumele sonucu diismiistiir. Fakat ABTS radikal siipiirme
aktivitelerinde artiga sebep olmustur. Pepsin ve tripsinin hidrolizi ile kiigiik
peptidler ve amino asitler olusur, iriinlerin daha hidrofilik hale gelmesini
ve ABTS*+ ile kolayca reaksiyona girmesini saglayabilir. In vitro sindirim
sonrasinda  antimikrobiyal aktivitenin  goriilmedigi  belirlenmistir.
Fernandez-Musoles vd. (2013), daha 6nce ayrintili olarak tanimladiklari
hidrolizattan elde ettikleri peptitlerin (RRWQWR ve iki ana fragmanindan
RWQ ve WQ) stabilitesini, Caco-2 hiicrelerini kullanarak arastirnistir. Ug
peptidinde, fir¢a kenarli peptidazlarin etkisine duyarli oldugu bildirilmistir.
Prolin kalintis1 igerenler bazi peptid dizileri, Caco-2 firca kenarh
peptidazlarin etkisine daha direngli iken N-terminal ucunda kd&sin
bulunduranlarin hidrolize kars1 oldukc¢a hassas oldugu bildirilmistir. Zhu vd.

(2014), geleneksel yontemlerle elde edilmis jambondan elde edilen
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b)

antioksidan peptitlerin alkali kosullar altinda antioksidan aktivitelerini hizla
kaybettigini bildirmistir. Simiile edilmis iki asamali sindirim sisteminin
sonuglari, antioksidan aktivitenin pepsin muamelesiyle arttigini, ancak
tripsin ile daha fazla hidrolizle azaldigin1 gostermistir. Pepsin, peptitleri
daha kiiciik fraksiyonlara hidrolize etmekte etkili bulunmustur, bu da dahili
hidrofobik amino asitlerin artan maruziyetine yol agmistir ancak tripsin,
peptitleri daha serbest amino asitlere hidrolize ederek peptitlerin
antioksidan aktivitesini etkileyen yiizey hidrofobikliginde diisiise neden
olmustur seklinde yorumlanmistir. Chen ve Li (2012), farkli molekiil
agirligma sahip antioksidan peptit fraksiyonlarmin iki asamali
gastrointestinal sistem modeline maruz birakmistir. 3000 Da iizerinde
molekiiler agirliga sahip fraksiyonlarin altindakilere kiyasla daha kolay
degrade oldugu belirlenmistir. Ayrica peptitlerin, mide sindiriminden ¢ok
bagirsak sindirimiyle hidrolize olma egiliminde oldugu bildirilmistir. 1000
Da’nin altindaki peptitlerin ABTS, hidroksi radikali siipiirme aktiviteleri ve
ORAC degerlerinde diger fraksiyonlara gore GI sistem modeli
uygulamasindan sonra daha az diislis gdzlemlenmistir. Sonug olarak, 1000
Da’nin altindaki kazeinden tiiretilmis antioksidan peptitlerin oral yoldan
uygulamalara daha uygun oldugu yorumu yapilmistir. Yap ve Gan (2020),
a-amilaz, o-glukosidaz ve DPP-IV inhibitorii olan peptitleri in silico
yontemler kullanarak gastrointestinal sistem enzimlerine karsi stabilitelerini
belirlemistir. Cogu peptid, gastrointestinal bozulmaya duyarli bulunmus ve
tiiketicilere alerjiye neden olabilecegi bildirilmistir. Bagirsak liimeni ve
mikrovillilerin firga kenar peptidazlarinin biyoaktif peptitleri daha kiigiik
molekiillere ve serbest aminoasitlere sindirebilme olasiligina ek olarak
mukus tabakasida emilime engel olabilmektedir (Amigo ve Hernandez-
Ledesma, 2020). Biyoaktif peptitler mukus tabakasina giremeyebilir veya
mukus tabakasi i¢inde sikisip kalabilir ve epitel hiicrelerine ulasmadan 6nce
sindirim enzimleri tarafindan hidrolize edilebilirler (Lundquist ve
Artursson, 2016).

Mevcut bilgiler hala ¢ok az olmakla birlikte gida matriks-peptit
etkilesimlerinin  peptitlerin  biyoyararlmimim1  azaltti§i  bildirilmistir
(Udenigwe ve Fogliano, 2017; Kamdem ve Tsopmo, 2019). Ayrica,

oksidasyon reaksiyonu sonucu olusan serbest radikaller ile peptitlerin
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niikleofilik kisimlar1 arasinda etkilesimler nedeniyle, yeni peptit tiirevleri
olusabildigi ve bunlarin biyoyararlinimi degistirebildigi de aktarilmistir
(Udenigwe ve Fogliano, 2017; Kamdem ve Tsopmo, 2019).

¢) Baz peptitler, degisen kosullar altinda (pH, sicaklik, oksijen), depolama ve
gida prosesleri sirasinda parcalanmaya ugrayabilmektedir (Zhao vd., 2013;
Sarabandi, 2020).

d) Peptitlerin sahip oldugu yiiksek derecede acilik, duyusal kabul
edilebilirlikte azalmaya ve oral formiilasyon da hidrolizat kullaniminin
siirlanmasina yol agmaktadir (Udenigwe, 2014).

e) Peptitlerin oral yolla alimi takiben kanda hizli bir sekilde eliminasyona

ugradig bilinmektedir (Arhewoh vd.,2005).

Tim bu faktorler, potansiyel saglik yararlarmi biiyiik Ol¢iide sinirlayacak ve
peptitleri tiiketilinceye kadar aktif formlarda tutmak hatta bunlari dogrudan
fizyolojik hedeflere ulagtirmak icin koruyucu mekanizma arayisin1 gerekli
kilacaktir. Enkapsiilasyon yontemi kullanilarak gelistirilebilecek etkili bir tasima
sistemi ile biyoaktif peptitler olumsuz kosullardan korunurken ayni zamanda
aktivitelerini gosterecekleri hedef bolgede kontrollii ve uzatilmis salimlari

saglanabilir.
2.1.3 Lipozomlar

Lipozomlar, kolesterol ve dogal toksik olmayan fosfolipitlerden olusturulabilen
kiigiik kiiresel sekilli yapay vezikiillerdir. Fosfolipitlerin, sulu c¢ozeltilerde
hidrasyona ugradiklarinda ani bir sekilde kapali yapilar olusturduklar
gosterilmigtir. Bu tiir bir veya daha fazla fosfolipid c¢ift katmanli zar iceren
vezikiiller, enkapsiile edilecek maddenin dogasina bagl olarak suda veya lipid
fazda coziinen ilaglar tasiyabilmektedir (Akbarzadeh vd., 2013). Lipozomlarin
boyutlar1 50 nm-2.5 pm arasinda degisebilmektedir. Tiim lipozom hazirlama

yontemleri {i¢ ila dort temel adim igcermektedir. Bunlar su sekilde siralanabilir;

a) Organik solventin buharlagmastyla lipidleri kurutma
b) Sulu ortamda lipid dispersiyonu
¢) Lipozom saflagtirmasi

d) Son iirliniin analizi (Ahmed vd., 2019).
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Lipozomlarin hazirlanmasi, mekanik, ¢oziicii dispersiyon yontemleri ve hazirlanan
vezikiiliin kaynasmasi veya boyut doniisiimiine dayali yontemler gibi {i¢ farkli
teknik kullanilarak gergeklestirilebilir (Samad vd., 2007). Lipozom formiilasyonu
i¢in en yaygin ve basit uygulanabilir yontemlerden biri mekanik yontemler igerisine
dahil olan ince film hidrasyon yontemidir (Banghan vd., 1965). Bu teknikte, lipit
genellikle kloroform veya kloroform, metanol, etanol karisimlar1 gibi bir organic
¢Oziiciide ¢oziilerek lipozomlar hazirlanir ve ardindan ¢oziicii vakum altinda
uzaklastirilarak ince film tabakasi elde edilir. Organik ¢o6ziiciiler tamamen
uzaklagtirildiktan sonra, lipid kalintisi bir su bazli tampon kullanilarak hidrate
edilir; lipidler kendiliginden siser ve hidratasyona ugrayarak lipozomlari olusturur.
Bu yontem, bir mikrometreden daha biiylik ¢apta ¢ok katmanli vezikiillerin
heterojen boyutlu agregasyonunu igeren lipozomlar iiretebilmektedir. Partikdillerin,
ekstriizyon veya sonikasyon gibi farkli teknikler kullanilarak boyutlari

kiigiiltilebilmektedir (Ghanbarzadeh vd., 2013; Bhatia vd., 2004).

Lipozomlar, boyutlari, hidrofobik ve hidrofilik karakterleri, biyouyumluluklari
nedeniyle, hem biyoaktif peptitler hemde fenolik bilesiklerin enkapsiilasyonunda
one c¢ikmaktadir. Li vd. (2015) yaptig1 calismada daha Once yine ayni ekip
tarafindan antioksidan 6zelligi (Girgih vd., 2013) belirlenen somon balig1 protein
hidrolizatlarini, siit yagi globiil zart (MFGM) fosfolipidlerinden elde edilen
lipozomu kitosanla kaplayarak enkapsiile etmistir. Calismada 1sitma yontemi
kullanilarak ham lipozomlar elde edilmistir. MFGH ve somon hidrolizatlar1 belirli
oranlarda karistirithip hidrate edimis, gliserol varliginda 60-80 °C'ye 1sitilmastir.
Ardindan yiiksek basingli homojenizatorde homojenize edilmistir. Daha sonra
farkli miktarlarda kitosanla bire bir oranda karistirilmistir. Enkapsiilantlarin
karakterizasyonu belirlenmis, fiziksel dayaniklilik 6zellikleri ve gastrointestinal
sistem enzimlerine dayanikliliklar: incelenmistir. %10 MFGH ve %0,4 kitosanla
kapli sistemin enkapsiilasyon verimliligi en yiiksek (%75) bulunmustur. Salinim
oranlar1 incelendiginde kitosan kapli lipozomlarin simiile edilmis mide ve bagirsak
stvist ile muamelesi sonrasi kitosanla kaplanmamis lipozomlara kiyasla daha stabil
olduklar1 belirlenmistir. Kitosan kaplamanin dondurma c¢oziindiirme gibi
uygulamalardan sonrada kaplama olmayan lipozomlara gore daha az somon
hidrolizatinin enkapsiilasyon sisteminden ayrilmasini sagladigi belirtilmistir.

Partikul caplar 6l¢iimleri goz Oniine aliarak 4 haftalik depolama sonrasinda 20
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°C’de %0,6 oraninda kitosanla kaplanmis enkapsiilantlarin agregasyona daha

meyilli oldugu belirlenmistir.

Gonk vd. (2016), 6zellikle simiile edilmis bir gastrointestinal sistemde (GIT) farkl
kosullar altinda yer fistig1 peptid fraksiyonu (PPF) ile yiiklenmis nanolipozomlarin
stabilitesini ve biyoyararlanimini arastirmistir. Nanolipozomu hazirlamak i¢in ince
tabaka dispersiyon metodu (etanol) ile yiliksek basingli mikro-akigkanlastirma
(HPM) kullanilmustir. Ayrica, in vitro GIT sindirimi sirasinda nanolipozomlarin
biyoyararlanimin1 degerlendirmek i¢in gosterge olarak ACE inhibitor aktivitesi
kullanilmistir. En iyi enkapsiilasyon verimliligi ve dolum kapasitesi 120 MPa
basing altinda sirasiyla 65% ve %4,31 olarak belirlenmistir. Farkli pH kosullar
altinda en yliksek s1zint1, ham lipozom ve nanolipozom igin sirastyla% 21.96 + 0.95
ve %12.53 +0.53 ile pH 2.0'da gozlenmistir. Diger pH degerleri i¢in ham lipozom
ile nanolipozom arasinda istatistiksel bir farklilik gozlemlenmemistir. Serbest
hidrolizat, ham lipozom ve nanolipozomun in vitro salinim verileri incelendiginde
4 saat sonunda sirastyla % 49.44 + 3.07, % 3.57 + 0.23 ve % 1.27 + 0.06 oldugu
belirlenmistir. Gastrointestinal sistem enzimleri ile muamale sonucu ACE
inhibisyon aktiviteleri incelendiginde serbest hidrolizat, nanolipozom ve ham
lipozom i¢in degerlerin artti1 belirlenmistir. TEM goriintiilerinde ham lipozom
pargalanma  gosteritken nanolipozomun yapisal biitiinliigliinii  korudugu
gozlemlenmistir. Nanolipozomun, pepsin, pankreatin ve diisik pH ortaminin

saldirisindan kaginarak hidrolizati basartyla korudugu sonucuna varilmistir.

Mosquera vd. (2014) endiistriyel soya yan iirliniinden elde edilen kismen
saflagtirllmis fosfatidilkolinden yapilan nanolipozomlarda, esperase ile enzimatik
hidrolize tabi tutulan c¢ipura pullarindan elde edilen bir kolajen peptidik
fraksiyonunu kapsiillemistir. Peptit fraksiyonunun molekiiler agirlik dagilimi ve
aminoasit kompozisyonu incelenmistir. ACE inhibisyonu ve ABST radikali
siiptirme 6zelligine bakilmistir. Lipozom film hidrasyonu yontemiyle elde edilmis
ve sonikasyon uygulanmistir. Enkapsiilasyon verimliligi %74.6 £ 0.9 olarak
belirlenmistir. Kapsiillenmis peptid fraksiyonunun antioksidan aktivitesi ve ACE
inhibe edici aktivitesinin, 4 ° C'de 8 giin sonunda sabit kaldig1 bildirilmistir. Fakat
serbest peptit fraksiyonunun ABTS radikal siipiirme kabiliyeti yaklasik % 42.2
oraninda 6nemli Sl¢iide azalirken, ACE inhibe edici aktivite yaklasik % 13.6
artmistir (p <0.05).
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Mosquera vd. (2016), yaptiklar1 ¢alismada biiyiik karidesten Esteraz kullanilarak
elde edilen diisiik molekiil agirligina sahip ACE inhibisyon aktivitesi bulunan
hidrolizat1 (<1 kDa) fosfodikolin nanovesikiilleri ile enkapsiile etmek ve peptit dolu
kapstilantlar igeren balik jelatini jelinin karakterizasyonunu arastirmay1
amaglamistir. Lipozomlar film hidrasyonu yontemi ve sonikasyon uygulanarak elde
edilmistir. Enkapsiilasyon verimliligi igerikteki peptit oranina gore %44-52.5
arasinda degismistir. Lipozomlarin stabilitesi farkli pH degerlerinde test edilmistir.
1.5 ve 2 g.L'! degerinde peptit fraksiyonu igeren hidrolizatlar 1 hafta 4 °C’de
depolandiktan sonra zeta pontasiyellerinde artis goriilmiistiir. Zeta degerlerindeki
bu artisin lipozomlarin stabil yapida kaldigimi kanitladigi belirtilmigtir. Ayni
zamanda pH 1 ve 8 arasinda 24 saat boyunca 4 °C’de lipozomlar depolanmistir. pH
1’de olgiilen zeta potansiyeli ¢cok diisiiktiir ve sistemin stabil olmadig1 sonucuna
varilmigtir. Ayni sekilde pH 2 ve 8 degerlerinde sistem stabil degildir fakat pH 3-7
aras1 elde edilen nanovesikiillerin stabil oldugu sonucuna varilmistir. Peptit

fraksiyonunun ACE inhibisyon aktivitesi 0.096 + 0.005 g L™! olarak belirlenmistir.

Sarabandi vd. (2019a), keten tohumu kiispesinden farkli proteazlar(alkalaz,
pankreatin, tripsin) kullanarak hidrolizat elde etmistir. Hidrolizatlari
nanolipozomlara doldurarak fizikokimyasal 6zelliklerini incelemistir. Hidrolizatla
dolu nanolipozomlar1 maltodekstrinle karigtirip piiskiirtmeli kurutma yontemiyle
kurutmustur. Nanolipozomlarin zeta potansiyeli bos lipozoma gore artmistir (-
9’dan -10/-15 mV). Enkapsiilasyon verimliligi %85 ile %90 arasinda degismistir.
Buzdolab1 ve oda sicakliginda 8 hafta depolama sonucu nanolipozomlarin
enkapsiilasyon verimliliklerinin sirasiyla %56-63 ve % 42-49'unun korundugunu
bildirilmistir. Dondurma-¢ozdiirme islemi, nanolipozomlardan daha yiiksek yiiklii
peptit salinimi ile sonuglanmistir, bdylece eritme sonrasinda enkapsiilasyon
verimliliginin yaklasik % 40-45'1 korunabilmistir. DPPH ve ABTS radikal siipiirme
degerleri kor 6rneklere (bos lipozom) gore artis gostermistir. Piiskiirtmeli kurutma
sonucu diisiik nem diizeyine sahip iyi bir akis 6zelligi ve yiiksek ¢oziiniirlikk
gosteren tozlar elde edilmistir. Fakat ortalama boyut 120 kat artmis ve enkapsiile
komponentlerin %56’si proses boyunca kaybedilmistir. Fakat DPPH ve ABTS
degerleri 93—-97% ve 91-95% olarak korunmustur.

Sarabandi vd. (2019b), yaptig1 ¢alismada nanolipozomlari kazein hidrolizatlariyla

doldurmustur. Enkapsiilantlarin fiziksel 6zellikleri, stabilitesi ve salinimi farkli
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depolama kosullar1 altinda incelenmistir. Hidrolizatlar hazirlanirken pankreatin ve
alkalaz enzimleri farkl siirelerde (30,90,150) uygulanmistir. Hidroliz dereceleri 5
ila %17 arasinda tespit edilmisir. Enkapsiilasyon verimliligi %92-77 arasinda
degismistir. Dondurma ve ¢oziindiirme islemi sonras1 hidrolizatlarin enkapsiilasyon
verimliligi %77-92’den %?24-54’e¢ diismistiir. 21 giin sonra 4 °C’de ve oda
sicakliginda depolama sonucu salinim oran1 %43—60 ve %52—-74’¢ yiikselmistir. 4
°C’de depolamanin partiikiil boyutunda 7-9 kat biiylimeye sebep olurken 24 °C’de
depolama 40 kat biiyiimeyle sonu¢lanmistir. Antioksidan 6zellikleri incelendiginde

DPPH radikal siipiirme aktivtesinin %34.5’ten %52.53 e yiikseldigi goriilmiistiir.

Mohan vd. (2016), peynir alt1 suyu peptid fraksiyonlarinin molekiiler agirliginin
lipozomlarin kapsiilleme verimliligi ve fizikokimyasal Ozellikleri {izerindeki
etkisini incelemistir. Farkli molekiiler agirliklara sahip peptit fraksiyonlar1 i¢in
peptit-¢oziicii etkilesimleri, yiizey hidrofobikligi ve serbest amino asit i¢erigindeki
(peptit sayis1) degisikliklerin, bunlarin lipozomlara dahil edilmesini ve
konumlanmasin1  etkileyecegi varsayilmaktadir. Enkapsiilasyon verimliligi
molekiiler agirlik farketmeksizin %90 civarlarinda belirlenmistir. Yiizey elektrik
yikiiniin biiylikliigii ve ortalama partikiil capi, peptid molekiiler agirliginin

azalmasiyla artmistir.

Mohan vd (2018), yaptig1 calismada peynir alt1 suyu peptidlerinin net yiikiiniin,
kapsiilleme verimliligi ve zeta potansiyeli, par¢acik boyutu ve lipozomlarin farkli
bolgeleri ile etkilesim dahil olmak iizere ortaya cikan lipozomlarin 6zellikleri
tizerindeki etkisini degerlendirmeyi amaglamistir. Peynir alti suyu proteini
hidrolizatinin yiike dayali fraksiyonlanmasinin, ortalama molekiiler boyutta bir
farka neden olmadig1 belirlenmistir. Enkapsiilasyon verimliligi sonuglarinda da

onemli farkliliklar goriilmemistir.

Corréa vd. (2019), ayn1 arastirma ekibi tarafindan (Corréa vd., 2014) ACE
inhibisyonu ve antioksidan aktivitesi belirlenen ve igerdigi biyoaktif peptitleri
tanimlanan koyun peynir alt1 suyu tozu hidrolizatint lipozom igerisine enkapsiile
etmistir. Enkapstilasyon sisteminin fizikokimyasal 6zellikleri ve 30 giin boyunca
biyoaktif 6zelliklerindeki degisiklik incelenmistir. ABTS radikal siiplirme aktivitesi
%48.6 ve %38.6 olan en yiiksek iki fraksiyon <10kDa molekiiler agirliga sahip
olucak sekilde ultrafiltrasyondan gegirilmistir. Elde edilen filtrat enkapsiile

edilmistir. PDI degeri ve zeta potansiyeli Onerilen degerlerin altinda olsada bir ay
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boyunca degerler stabil kalmigtir. PDI degeri 0,440 civarlarinda, zeta potansiyeli -
13 ile -17 mV arasinda degismistir. Enkapsiilasyon verimliligi %48 olarak
belirlenmistir. Serbest radikallerin ABTS radikal siipiirme aktivitesi ve ACE
inhibisyon aktivitesi enkapsiile edildikten sonra sirasiyla %74ten %43’e ve
%79’tan %52 ye diigmiistiir. 30 giinliik depolama sonunda serbest hidrolizat ABTS
radikal siliplirme aktivitesini %17 oraninda kaybederken enkapsiile peptitler %7

oraninda kaybetmistir.

Liu vd. (2015), tarafindan gergeklestirilen ¢calismanin amaci negatif yiiklii bovin
serum albuminle (BSA) doldurulmus anyonik lipozomlarin in vitro sindirime kars1
stabilitesini arastirmaktir. Stabiliteleri, zeta potansiyeli degerleri ve TEM goriintii
sonugclari ile takip edilmistir. Z-ortalama cap1 ve PDI degeri 1187 + 128 nm ve 0.27
+ 0.09 olarak belirlenmistir. Zeta potansiyeli —39.0 £ 0.8 mV’dur. Enkapsiilasyon
verimliligi %33,9 olarak bildirilmistir. Simiile edilmis mide sivist (pH 1.5) (SGF)
ile muamele sonrasi enkapsiilantlarin c¢aplar1 kisa siire igerisinde yaklasik %50
oraninda azalmis ve daha sonra 120 dakika boyunca sabit kalmistir. Simule edilmis
intestinal s1v1 (SIF) ile muamale sonrast ilk 15 dakika hizli bir artis daha sonra azalig
goriilmiistiir. Zeta potansiyeli degerleri SIF ile muamele esnasinda degisiklik
gostermemistir. TEM sonuglari, asidik kosullarin sekil degisikligine neden
olmasina ragmen, iki tabakal1 zarin biiyiik bir kisminin SGF'de yapisal biitiinliigiinii
korudugunu dogrulamistir. Ek olarak, SIF'de sindirilen lipozomlarin TEM
goriintiilerinde goriilen membran bozulmasi, boyut ve zeta-potansiyeli degisim
sonuglarini desteklemistir. Protein salinim kinetigi sonuclarina gore enkapsiile
edilmemis BSA, SGF ile muamele sonucu tamamen hidrolize olmaktadir. Fakat
lipozom igerisine enkapsiile edildigi sistemde %30’unun korundugu belirlenmistir.
SIF ile muamele sonucu serbest BSA ve enkapsiile BSA’nin dnemli derecede
hidrolize ugramadig1 belirlenmistir. Lipozomlarin lipolizi serbest yag asitlerinin
(SYA) salmimi incelenerek farkli oranda safra tuzu ile muamele ederek

Olclilmiistiir. Safta tuzu orani arttikga SY A salinimi artmustir.

da Rosa Zavareze (2014), yaptig1 ¢alismada balik kaslar1 ve atik iirlinlerinden elde
edilen protein hidrolizatlarini lipozom igerisine enkapsiile etmistir. Lipozomlarin
linoleik asit peroksidasyonu inhibisyonu belirlenmistir. Enkapstilasyon verimliligi
balik kas1 ve atik iiriinleri i¢in sirasyila %80 ve %79 olarak belirlenmistir. Zeta

potansiyelleri ise aymi sekilde -5,5 ve -2,2 mV olarak bildirilmigtir. Lipid
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peroksidasyonu inhibisyon degerleri serbest hidrolizatlar ve enkapsiile sistemler
icin %21°den %31°e kadar degisiklik gostermistir. Elde edilen bu degerler alfa-
tokoferolun (25.7%) lipid peroksidasyonu inhibisyonu degerine ¢ok yakin

bulunmustur.

Ramezanzade vd. (2017), yaptig1 calismada gokkusagi alabaliginin derisinden
jelatin elde etmistir. Jelatinin alkalazla muamelesi sonucu elde edilen antioksidan
peptit fraksiyonunu nanolipozomun igerisine enkapsiile edip kitosanla kaplamistir.
Enkapsiilasyon verimlilikleri %75 ile %46 arasinda degisirken, zeta potansiyelleri
32.2 ile 45.5 mV arasinda farklilik gdstermistir. In vitro saliim sonuglarina gére
kitosan orani arttik¢a salinim hizi azalmistir. Kapsiillenmemis hidrolizat 8 saat
iginde tamamen salinirken kapsiillenmis sistemden peptit salinimi 24 saat sonunda
en yiiksek kitosan oraninda %15.7 olarak belirlenmistir. DPPH radikali siiptirme
aktivitesi degeleri artan peptit miktart ile birlikte 15.72-67.77% arasinda
degismistir ve serbest peptit fraksiyonu ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gortilmemistir. ABTS radikali siipiirme aktivitesi degerleri ise 16.4—74.7%
arasinda degismistir. Enkapsiile sistemlerle serbest hidrolizatlarin degerleri ayni

bulunmustur.

Hosseini vd. (2017), balik derisi jelatininden elde edilen peptit fraksiyonlarim
nanolipozomlarin igerisine enkapsiile etmistir. Enkapsiilasyon verimliligi
degerlerinin peptit miktar1 arttitkca (0-10 mg/ml) %84’ten %?28’e diistiigii
belirlenmigtir. Zeta potansiyelleri 0,11 ile 8,65 mV arasinda degiskenlik
gostermistir. In vitro salinim sonuglarina gore serbest peptit fraksiyonu 8 saat iginde
hizla salinirken enkapsiile sistemlerde 24 saatte sadece %29.93-40.53 arasinda
saliim belirlenmistir. DPPH radikali siipiirme aktivitesi degeleri (24.3%) kapsiile
sistemler i¢in diisiik bir oranda az bulunmustur. ABTS radikali siipiirme aktivitesi
(%37.9) degerleri ise enkapsiile sistemlerle serbest hidrolizatlar ile aym

bulunmustur.

Yang vd. (2012), yaptiklar1 ¢alismada ayni ekip Wang vd. (2010) tarafindan ACE
inhibisyon aktivitesi belirlenen fakat tad1 ve higroskopisi direk kullanim agisindan
yeterli olmayan peynir alt1 suyu hidrolizatlarin1 (WHP) enkapsiile etmistir. Aci tadi
hafifletmek ve peynir alti suyu proteini hidrolizatinin stabilitesini arttirmak igin
duvar malzemesi olarak maltodekstrin veya maltodekstrin /-siklodekstrin karigimi

kullanarak piiskiirtmeli kurutma yoluyla peynir alti suyu proteini hidrolizatini
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kapsiillemistir. Kapsiillenmemis WPH ile karsilastirildiginda, kapsiillenmis WPH,
onemli Olclide daha diisiik higroskopiklik ve daha yiiksek cam gecis sicakligi
sergilemistir. Hem maltodekstrin ile kapsiillenmis WPH'nin hem de maltodekstrin
/ p-siklodekstrin ile kapsiillenmis WPH'nin aciligi, orijinal kapsiillenmemis

WPH'ninkinden énemli 6l¢iide daha diisiik bulunmustur.

Chi vd. (2019), etanol enjeksiyon yoOntemini ultrasonikasyon ile birlestirerek
antosiyaninleri  nanolipozomlarin  igerisine  hapsetmistir.  Elde  edilen
nanolipozomlarin farkli sicakliklarda, degisen pH seviyelerinde, beyaz floresan 151k
altinda ve siite eklendiginde antosiyaninlerin stabilitesini korudugunu bildirmistir.
Enkapsiile antosiyaninlerin daha yavas salinim ve in vitro sindirim sirasinda daha

1yi stabilite gosterdigini aktarmistir.

Saroglu ve Karadag (2024), propolis ekstraktin1 soya lesitini ile olusturulmus
lipozom vezikiillerine yiiklemistir. iki gida katki maddesi, emiilgatdr olarak
kullanilan polioksietilen sorbitan monooleat (Tween 80) ve amonyum fosfatid
(AMP), lipozom formiilasyonlarinda PE'nin yiikleme kapasitesini artirmak i¢in
kullanilmistir. Ornekler in vitro sindirime tabi tutulduktan sonra, serbest PE igin
fenolik bilesiklerin geri kazanimi %0.03 ile %5.63 arasinda degisirken, Tween 80
ile entegre lipozomal propolis i¢cin %4.85 ile %169.46 arasinda, AMP ile entegre
lipozomal propolis i¢in ise %6.50 ile %495 arasinda degistigini bildirmistir.
Lipozomla enkapsiilasyonun propolis ekstraktinin fenolik bilesiklerini sindirim

stvilarina karsi korudugunu aktarmastir.

Fakat geleneksel lipozomlar enkapsiile bilesiklerin sizmasiyla sonuglanan
kiimelenmeye, bozunmaya ve hidroliz ve oksidasyon reaksiyonlarina egilimli
termodinamik agidan kararsiz sistemlerdir (Karadag vd., 2013). Lipozomlarin sahip
oldugu c¢ift katmanli fosfolipid membraninin mide asidi, fosfolipazlar, pankreas
lipazi, kolesterol esteraz gibi sindirim enzimlerine ve safra tuzlarina karsi
duyarhiligi, gelistirilmeleri i¢in farkli bir¢ok yaklagimin ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur (Jash vd. 2021). Lipozomlarin ve biyopolimerlerin entegrasyonu ile elde
edilen hibrit sistemler, lipozomlarin in vitro ve in vivo performanslarini iyilestirmek
icin umut verici bir stratejiyi temsil etmektedir. Hibrit sistemlere 6rnek olarak,
biyopolimer kapli lipozomlar, biyopolimer iceren lipozomlar, lipozomal hidrojel,

lipozomal film ve lipozomal nanolifler verilebilir (Tan vd., 2021).

19



2.1.4 Elektroegirme Yontemi

Elektroegirme, cesitli biyomalzemelerden nanolif {iretimi i¢in kullanilan basit ve
¢ok yonlii bir tekniktir. Biyopolimerik liflerin ¢aplar1 birka¢ nanometreden birkag
mikrometreye kadar degisebilmektedir, birim kiitle bagina yiiksek yiizey alani ve
gozeneklilik ozelliklerine sahiptirler (Mendes vd., 2017). Son zamanlarda,
elektroegirme yontemi, farmasoétikler de dahil olmak iizere biyoaktif bilesenleri
kapstillemek i¢in uygulanabilir bir yol olarak dnerilmistir. Geleneksel kapsiilleme
tekniklerine kiyasla, elektroegirme siirecinin temel avantaji, isleme depolama
sirasinda biyolojik aktif maddelerin yapisint korumak ve yiiksek kapsiilleme
verimliligi saglamak i¢in onemli olan 1sinin olmamasidir. Elektrospun liflere
kapsiillenmis biyoaktif bilesikler, artirilmis stabilite ve islevsellik tasirlar (Wen vd.,
2017). Elektrospun nanolifler filtrasyon, yara Ortiileri, ilag dagitimi, doku
miithendisligi, askeri koruyucu giysiler gibi bir¢ok alanda basariyla uygulanmistir
(Noruzi vd., 2016). Son zamanlarda da gida bilimi alanindanki potansiyel uygulama

alanlaria nispeten yeni olmakla birlikte odaklanilmistir (Wen vd., 2017; Noruzi

vd., 2016).

Swmga
I laylor Koms:
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Sekil 2.1 Elektrospinning diizenegi (Evcin vd., 2019).

Elektrospinning, bir sivi damlasiin elektriklendirilerek bir jet olusturdugu,
ardindan lif(ler) olusturmak i¢in gerilme ve uzama ile devam eden
elektrohidrodinamik bir siireci icermektedir. Sekil 2.1'de gdsterildigi gibi,
elektrospinning i¢in temel kurulum oldukga basittir, bu da onu neredeyse her
laboratuvara erisilebilir kilmaktadir (Xue vd., 2017). Ana bilesenler arasinda
yuksek voltajl1 bir gili¢ kaynagi, bir enjektdr pompasi, bir spinneret (genellikle, ucu
kor bir hipodermik igne) ve iletken bir toplayicit bulunmaktadir. Gii¢ kaynagi ya

dogru akim ya da alternatif akim olabilir. Elektrospinning sirasinda, sivi, ylizey
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gerilimi sonucu bir sarkit damlacigi olusturmak icin igneden disar1 sikilir.
Elektriklestirme sirasinda, ayni isareti tagiyan ylizey yiikleri arasindaki elektrostatik
itme, damlay1 bir Taylor konisi seklinde deforme eder ve buradan yiiklii bir jet
firlatilir. Jet baslangigta diiz bir ¢izgide uzanir ve ardindan biikiilme kararsizliklar
nedeniyle siddetli cirpma hareketlerine maruz kalir. Jet daha ince ¢aplara gerildikce
hizla katilasir ve bu da topraklanmais toplayici iizerinde kati liflerin birikmesine yol
acar (Xue vd., 2019). Genel olarak, elektrospinning siireci dort ardisik adima takip

eder:

a) Sivi damlaciginin yiiklenmesi ve Taylor konisi veya koni seklinde jetin
olusumu;

b) Yiiklii jetin diiz bir hat boyunca uzatilmast;

c¢) Elektrik alam1 varliginda jetin incelmesi ve elektriksel biikiilme
kararsizliginin (ayn1 zamanda c¢irpma Kkararsizligi olarak da bilinir)
biiylimesi;

d) Jetin kat1 lif(ler) olarak toplanmasi ve bir topraklanmis toplayicida
katilagmast (Sun vd., 2014)

Konvansiyonel diizende genellikle basit bir bos igne kullanilmaktadir. iki bos
igneden olusan bir koaksiyel igne, ¢ift eksenli elektrospinning i¢in koaksiyel olarak
elektriklendirilmis bir jet olusturmak iizere gelistirilmistir (Sekil 2.2). Cift eksenli
elektroegirme ¢ekirdek-kabuk elektro egirme olarak da bilinmekte olup ikinci nesil
nanolif iiretme seklidir. Kabuk ¢ozeltisi, en yaygin olarak dondiiriilebilir polimerik
malzemeden olusan dis igneden enjekte edilirken, i¢ igneden enjekte edilen
cekirdek c¢ozelti, basit sivilar dahil olmak iizere diger polimerlerden veya
kapsiillenmis kiitlelerden olusabilmektedir (Yarin, 2011; Moghe ve Gupta, 2008).
Feng vd. (2019) ve Li vd. (2018), somon kalsitonini dncelikle lipozom igerisine
hapsedip pektinle kaplayip PVA ve sodyum alginat polimer liflerine tek ve ¢ift
eksenli elektroegirme yontemlerini kullanarak enkapsiile etmigstir. Pektin
kaplamanin ve ¢ift eksenli elektroegirme yonteminin stabilite ve nanoliflerin salim

ozelliklerine olumlu katkis1 oldugunu bildirmislerdir.
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¥ Onieny

Sekil 2.2 Tek Eksenli ve Cift Eksenli Elektroegirme Y ontemleri

Elektrospinning siireci, elektroegirililebilirlik, lif morfolojisi ve boyut a¢isindan,
cozeltinin Ozellikleri (O6rnegin, polimer tiirli, solvent, katki maddeleri ve
konsantrasyon vb.), elektrospinning parametreleri (6rnegin, uygulanan voltaj,
iplikleme mesafesi, besleme hizi ve igne ¢ap1) ve gevresel parametreler (6rnegin,
sicaklik, nem ve hava akisi) tarafindan etkilenebilmektedir (Ghorani ve Tucker,
2015, Mendes vd., 2017). Kapsiilleme matrisleri acisindan, gida sinifi
biyopolimerler (proteinler ve polisakaritler) toksik olmayan, biyouyumlu,

biyobozunur ve siirdiiriilebilir olduklari i¢in son yillarda 6ne ¢ikmaktadir.

Pullulan (PUL), nisasta, glikoz ve baz1 tarimsal-endiistriyel atiklardan
Aureobasidium pullulans tarafindan bliylik Olgekli olarak {iretilen lineer bir
polisakarittir (Tabasum vd., 2018). Maltotrioz birimleri, a-(1,4) bagiyla bagh
glikozlardan olusur ve a-(1,6) glikozidik baglariyla birbirlerine baglidir (Leathers,
2003) (Sekil 2.3). Bu baglarin kendine has dizilimi, pullulanin yiiksek su
¢Oziiniirliigli, oksijen bariyeri, toksik olmama, kanserojen olmama, mutajen
olmama ve biyobozunabilirlik gibi ¢esitli 6zelliklerinden sorumludur (Prajapati,
Jani, & Khanda, 2013). Pullulan pahali bir iiriin olmasina ragmen, yiiksek adhesyon

ve film olusturma ozellikleri nedeniyle, diisiik kalorili yiyeceklerde, kivam
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arttiricilarda ve kapsiilleyici ajanlarda kullanilmaktadir (Aceituno-Medina vd.,
2013). Ayn1 zamanda, viskoziteyi artirarak, iletkenligi ve yiizey gerilimini azaltarak
elektroegirme ¢ozeltilerinin elektroegirebilirligini gelistirmek igin siklikla tercih

edildigi bildirilmistir (Qin vd., 2019).

Karboksimetilseliiloz (CMC), pektin (PEK), kitosan, aljinat gibi dogal polimerler
ise mukoadhesif Ozellikleri sebebiyle tasima sistemlerinde epitelyal
membranlardan gegirgenligi arttirmak amaciyla kullanilmaktadir (Chatterjee vd.,
2017). CMC, suda ¢oziiniir, anyonik mukoadhezyon 6zelligine sahip bir seliiloz
tiirevidir. Pektin ise ticari olarak narenciye kabuklari, seker pancari kiispesi, elma
posast gibi tarimsal yan Triinlerden ekstraksiyon yoluyla tretilmekte olup,
jellestirici veya koyulastirici ajan olarak yaygin bir kullanim alanina sahiptir
(Fishman vd.,2000; Muhidinov vd., 2010). Pektin bir¢ok H-baglama grubu, 6rnegin
karboksil gruplar1 (Thirawong vd., 2007) icerdigi i¢cin mukoadhezyon 6zellikleri
saglayabilmektedir. Ayn1 zamanda proteazlar ile amilaza kars1 direnci sayesinde,
Ornegin iizlim antosiyaninleri (Karadag vd., 2024) gibi kapsiillenmis malzemeleri

sindirim siireci boyunca koruyabildigi bildirilmistir.

Pektin sulu ¢ozeltilerinden tek basina nanolif elde edilemedigini bildiren ¢aligsmalar
bulunmaktadir (Liu vd., 2016). CMC ise suda ¢6ziiniir ve pullulan ile uyumludur.
CMC'nin COO™ ! gruplari ile pullulanin -OH gruplar arasinda hidrojen baglarinin
olusumunun, ortaya ¢ikacak filmin malzeme &zelliklerini iyilestirebilecegi
boylelikle elektroegirme islemine uygunlugunun da arttirabilecegi bildirilmistir
(Shao vd., 2018). Blanco-Padilla vd. (2015) amarant ve pullulan karigimi
kullanarak in vitro sindirime dayanikli nanolifler iiretmeyi basarmistir. Shao vd.
(2018) ise pullulan ve CMC kullanarak ¢ay polifenollerini nanoliflerin igerisine
enkapsiile etmis ve elde edilen liflerin morfolojik karakterizasyonunu
gerceklestirmistir. Li vd., (2023), PUL/PEK nanoliflerinin simiile edilmis
gastrointestinal sividaki pargalanabilirligini arastirmis, liflerin mide sivisi altinda
yapisini korudugunu, bagirsak sivisinda erimeye ve pargalanmaya basladigini ve
hedeflenmis ilaglar veya biyoaktif tasima alanlarinin gelistirilmesi i¢in belirli bir

potansiyele sahip oldugunu aktarmislardir.
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Sekil 2.3 Pullulanin yapis1 (Leathers, 2003).

Nanoliflerin tiim yapisal avantajlar1 sayesinde, elektrospun liflere kapsiillenmis
biyoaktif bilesikler, artirilmis stabilite ve biyoyararlanim sergiler ve hedefe yonelik
dagitim saglayabilirler (Pérez-Masia vd., 2014). Fakat, nanolif tasima sistemlerinin
sahip oldugu en 6nemli sorun ise biyoaktif bilesenin hizli atimli salimini kontrol
etmektir (Li vd., 2014a; Feng vd., 2019). Dogrudan elektroegirme yontemi ile
tiretilen nanoliflerin polimer matrisinde dagilmis biyoaktif bilesenler genellikle
Fickian veya Fickian olmayan diflizyon yoluyla hizli atimli salim davranisi
sergilemektedir (Tungprapa vd., 2007; Yu vd., 2012). Bununla birlikte bu islemdeki
yaygin bir diger problem organik ¢ozelti ortamindaki konformasyonel degisiklikler
nedeniyle dahil edilen biyomolekiillerin aktivitesinin kaybidir (Mickova vd., 2012).
Dogrudan elektroegirme yontemiyle elde edilen nanolifleri gelistirmek adina hibrit
nanolifler gibi bir¢ok yaklagim ortaya ¢ikmistir. Lipozomlarin igerisine gomiildiigii

nanolif sistemleriyle ilgili sinirli sayida bulunan ¢alisma Tablo 2.1°de listelenmistir.

Hasanbegloo vd., (2023), paklitaksel yiikli lipozomlar1 c¢ift eksenli kitosan
cekirdek, poli(e kaprolakton) (PCL)/ kitosan kabuk nanoliflerin igerisine
gommiistiir. Paklitaksel yiiklii lipozom entegre edilmis ¢ekirdek-kabuk nanoliflerin
lic asamal1 kontrollii ilag salinim davranis1 gosterdigi ve yiiksek in vivo timor
etkinligi bulundugunu, bu formiilasyonlarin kanser tedavisi i¢in kullanim

potansiyeli oldugunu aktarmistir. Karakas vd., (2023), lipozoma enkapsiile edilmis
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propolis ektraktini ¢ekirdek jelatin/zein ve kabuki jelatin/zein ¢ift eksenli nanolifler
tiretmis, liposomal liflerin termal ve tekstiirel 6zelliklerinin iyilestigini, daha
yuksek mukoadhesyon o6zelligi gosterdigini ve Staphylococcus aureus'a karsi
ylksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir. Lipozomal propolis
ekstraktinin liflere entegre edilmesinin, insan deri fibroblast (HFF-1) hiicrelerinin
canliligint arttirdigini bildirmistir. Cui vd. (2018), lipozomal ¢ay agaci yag1 iceren
kitosan/PEO tek eksenli nanoliflerin Salmonella'ya kars1 yiiksek antibakteriyel
aktivite sergiledigini, ayn1 zamanda elde edilen aktif gida ambalajinin tavuk etinin
duyusal ozellikleri lizerinde bir etki yapmadigini aktarmistir. Alehosseini vd.
(2019), liposomal kurkumin ytiklii jelatin bazli nanoliflerin daha diisiik oranda hizl
atimli salim gosterdigini aktarmistir. Elde edilen gida ambalajinin hidrofobik gida
benzerlerinde gelismis koruma etkisi ve daha siirli ve yavas salim gosterdigini
bildrilmsitir. Feng vd., (2019), pektin kapl liposomal somon kalsitonini, ¢ekirdek
PVA, kabuk sodyum aljinate/PEO igeren ¢ift eksenli ve sodium aljinat/PVA
karisimindan elde edilen tek eksenli nanolifleirn igerisine hapsetmistir. Kabuk
cekirdek tipi matlardan somon kalsitonini siirekli ve kolon hedefli bir sekilde
serbest kaldigini, kabuk cekirdek tip matlarin tek eksenli nanoliflere gore daha

diistik bir hizli atimli salim gosterdigi bildirilmistir.

Fakat caligmalarin hemen hemen hepsinde hibrit nanolifleri olusturmak igin
poli(vinil alkol) PVA, PEO gibi sentetik polimerler kullanilmigtir (Mickova vd.,
2012; Li vd., 2014b; Li vd., 2018; Feng vd., 2019; Pires vd., 2019; de Freitas
Zompero vd., 2015). Az sayida calismada food-grade biyopolimerler kullanilarak
nanolifler elde edildigi goriilmistiir (Karakas vd., 2023; Alehosseini vd., 2019).
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Tablo 2.1 Tek eksenli ve ¢ift eksenli elektroegirme yontemiyle elde edilen hibrit

nanoliflerle ilgili calismalar

KAYNAKCA CALISMA YUKLENEN KULLANILAN
ALANI BIYOAKTIF POLIMERLER
BiLESEN
Mickova vd. (2012) Ilag Tasima Yabanturpu Karigim; PVA (polivinil alkol)

Sistemi Doku

peroksidazi (HRP)

/HRP,

Miihendislisi
dhendisligi Karisim; PVA/lipozoma
hapsedilmis HRP
Cekirdek; PVA-HRP Kabuk;
PVA
Cekirdek; PVA/lipozoma
hapsedilmis HRP Kabuk; PVA
Livd. (2014a) Ilag Tasima Naproksen (NAP) Karigim; NAP/CA (seliiloz
Sistemi
asetat)
Yara Ortii
4 Cekirdek; NAP yiiklii
M li
ateryall lipozomlar/HA-Na (sodyum
hiyaliironat)
Kabuk; CA
Cekirdek; NAP/CA Kabuk; CA
Li vd. (2014b) Yara Ortii - Cekirdek; Bos Lipozom-HA-Na
Materyali Kabuk; PVP
(polyvinylpyrrolidone)
Li vd. (2018) Ag1z yoluyla Somon kalsitonin Karisim; Pektin kaplt SCT

ilag tagima sistemi

(SCT)

yiiklii lipozomlar/sodyum

alginat ve polivinalkol (PVA)

Karisim; SCT yiiklii lipozomlar/
sodyumalginat ve polivinalkol

(PVA)
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Tablo 2.1 Tek eksenli ve ¢ift eksenli elektroegirme yontemiyle elde edilen hibrit

nanoliflerle ilgili caligmalar (devami)

Pires vd. (2019) Doku Epigallokatesingallat Karisim; PCL(polikaprolakton)/
Miihendisligi (EGCG) EGCG hapsedilmis
lipozom/jelatin
Alehosseini vd. Aktif Gida Kurkumin Karigim;
2019
( ) Ambalajt Lipozoma hapsedilmis
kurkumin/Jelatin
Karigim; Kurkumin/Jelatin
de Freitas Zompero Gida B-Karoten Karisim; PVOH (polivinilalkol)/
d. (2015
vd-( ) Uygulamasi B-Karoten yiiklii
lipozom/PEO(polietilenoksit)
Cui vd. (2018) Aktif Gida Cay agac1 yagi Karigim;
Al Kitosan/PEO/Lipozoma
hapsedilmis ¢ay agaci yagi
Hasanbegloo vd. Agiz yoluyla Paklitaksel Cekirdek; Kitosan/Lipozomal

(2023)

ilag tasima sistemi

Paklitaksel

Kabuk; poli(e kaprolakton)
(PCL)/ kitosan

Feng vd. (2019)

Ag1z yoluyla

ilag tagima sistemi

Somon kalsitonin

(SCT)

Cekirdek; PVA/Pektin kaplt
SCT yiiklii lipozom

Kabuk; SA(Sodyumalginat)
/PEO

Karisim; SA/PV A/Pektin kapli

SCT yiiklii lipozom
Karakas vd. (2023) Yara Ortii Propolis Ekstrakti (PE) | Cekirdek;
Zeinfielatin/Li
Materyali ein/jelatin/Lipozomal PE

Kabuk; Zein/Jelatin
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tezin ilk kism1 olan karadut ekstrakti yiiklii lipozomal nanolif iiretimini
hedefleyen cahiymada Kkullanilmak iizere, lesitin (Lipoid S 75), Lipoid’den
(Ludwigshafen, Almanya) satin alinmistir. Pullulan ve turunggil pektini (E 440,
HM RS) sirasiyla Prinova Nagase Group (Ingiltere) ve Cargill (Ingiltere)’den
hediye edilmistir. Sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI), potasyum
persiilfat, ABTS [2, 2-Azino-bis(3- etilbenzotioazolin-6-siilfonik asit) diamonyum
tuzu], a-amilaz (A1031), pankreatin (P7545, 8xUSP), pepsin (P7012), sodyum
kloriir (NaCl), Triton™ X-100 (T8787), safra tuzu (B3883), kalsiyum kloriir,
potasyum kloriir, monopotasyum fosfat, magnezyum kloriir hekzahidrat, amonyum
karbonat ve miisin (M2378), Sigma-Aldrich'ten (Steinheim, Almanya) satin
alinmistir. Glacial asetik asit (%100 anhidrat) ve etanol (%99,5, ekstra saf) sirasiyla
Isolab (Tiirkiye) ve Tekkim'den (Tiirkiye) temin edilmistir. Santrifiij tiipleri
(AmiconUltra, UFC905024) Millipore'dan (ingiltere) satin alinmistir. Ultra saf su
Milli-Q sistemi (Billerica, MA, ABD) ile hazirlanmistir. Taze karadut 6rnekleri
Istanbul, Tiirkiye'deki yerel bir tedarik¢iden temin edilmistir. UPLC-ESI-MS/MS
tespiti ve miktar tayini i¢in kullanilan standartlar; siyanidin, siyanidin 3-5
diglukozit, siyanidin 3-rutinosit, siyanidin 3-glukozit, pelargonidin, pelargonidin 3-
glukozit, kaempferol 3-glukozit, kuersetin 3-glukozit, rutin, luteolin 7-glukozit,
klorojenik asit, kriptoklorojenik asit, protokatesuik asit ve vanilik asit Sigma-
Aldrich'ten (Steinheim, Almanya) satin alinmistir. in vitro biyoerisilebilirlik
analizinde kullanilan, CaCo-2 insan adenokarsinom hiicre hatti (HTB-37TM)
American Type Culture Collection'dan (ATCC®) temin edilmistir. Minimum
esansiyel ortam (Minimum Essential Medium, MEM, SLM-550-500) Serox

GmbH'den (Izmur, Tirkiye); esansiyel olmayan amino asit soliisyonu
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(SH3023801), sodyum piruvat soliisyonu (SH30239.01), Earle's Balanced Salt
Solution (Medium 199/EBSS, SH30253.01) ve fetal bovine serum (FBS, SH30071.
03) Cytiva/HycloneTM (GE Life Sciences, ABD), penisilin-streptomisin (P4333),
L-glutamin  (G7513)  c¢ozeltileri  ve 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-
diphenylformazan (MTT, M2003) Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya), 6-kuyulu
insert membranlar (657640) Greiner Bio-One International GmbH (Avusturya)

sirketinden temin edilmistir.

Tezin ikinci kismi olan glutenin hidrolizati yiiklii lipozomal nanoliflerin

iiretimini hedefleyen calismada kullanilmak iizere, etanol, sodyum azit, sodyum

Tablo 3.1 Fitosterol icerigi

Kompozisyon Icerik (%)
Fitosterol 90
B3-sitosterol <80
Campestrol <40
Stigmasterol <30
Brassicasterol <3
Campestanol <5
Sitostanol <15
Diger steroller <3
Siikroz Ester (E-473) <10
Maltodekstrin <10
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hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI), TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin)
(T1253), demir (III) kloriir hekzahidrat (FeCl3-6H20) (236489), potasyum
perfulfat, ABTS [2, 2'-Azino-bis(3-etilbenzotioazolin-6-siilfonik asit) diamonyum
tuzu)], a-amilaz (A1031), sodium kloriir (NaCl), triton™ X-100 (T8787), kalsiyum
kloriir, potasyum kloriir, monopotasyum fosfat, magnezyum kloriir hekzahidrat,
amonyum karbonat, miisin (M2378), pankreatin (P7545,8xUSP), pepsin (P7012)
ve Tris/HCI Sigma-Aldrich'ten (Steinheim, Almanya) temin edilmistir. Membran
filtre [14629-47-D, PES, 5.000 molekiiler agirlik kesme (MWCO)], AmiconUltra
filtreleri (UFC905024) ve BCA (bisinkoninik asit) Protein Test Kiti ve safra tuzu
sirastyla Sartorius (Gottingen, Almanya), Millipore (Ingiltere), Thermofisher
(Massachusetts, ABD) ve Biolife (Milano, italya) firmalarindan temin edilmistir.
Fitosterol [Vitasterol S-80 WDP (%90), bilesimi Tablo 3.1°de gdsterildigi gibidir],
lesitin (Lipoid S75, Ludwigshafen, Almanya), pullulan (Prinoava Nagase Group),
CMC (METHOCEL E4M Gida Smifi Modifiye Seliiloz) ve flavourzyme (500-
1000 LAPU/g, Novozyme, Danimarka) ilgili firmalardan hediye edilmistir. Bugday

unu (Efsane) yerel bir siipermarketten satin alinmastir.

3.2 Karadut Ekstraktinin Enkapsiilasyonu

3.2.1 Karadut Ekstraktinin Eldesi ve Karakterizasyonu

Taze karadutlar sivi nitrojen kullanilarak hizla dondurulmus ve bir blender ile
dogranmis, %80 etanol (%0.1 HCI) (1:15, a/h) ile karistirilmis, T-25 Ultra-Turrax
(Ika Labortechnik, Stauden, Almanya) ile 10000 rpm'de 5 dakika boyunca
homojenize edilmis ve 30 dakika ultrasonikasyon banyosunda (Daihan Scientific,
WUC-AO3H, Kore) tutulmustur. Sicaklik soguk su sirkiilasyonu ile 25°C'de sabit
tutulmustur. Siipernatant santrifiijleme (2480 x g, 10 dk, 4 °C) ile ayrilmis ve
kalintilar ayni1 kosullar altinda iki kez tekrar ekstrakte edilmistir. Coziicii, vakum
altinda (40 °C, 70 mmHg) doner buharlastirici (Buchi-R-210, Essen, Almanya) ile
uzaklagtirilmis (Kamiloglu vd., 2013), kalan ekstrakt suda tekrar ¢oziilmiis ve
dondurularak kurutulmustur (Christ, Epsilon 2-10D, Almanya). Kurutulmus KE bir
sonraki kullanima kadar -20 °C'de saklanmistir. Nihai ekstraksiyon verimi

%9.40+0.61 (a/a) olarak belirlenmistir.
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3.2.1.1 Karadut Ekstraktinin Toplam Fenolik ve Antosiyanin I¢eriginin

Belirlenmesi

Karadut ekstraktinin toplam fenolik icerigi (TF) Folin-Ciocalteu yontemine gore
Olclilmiistiir (Kamiloglu vd., 2013). Toplam fenolik maddelerin belirlenmesi igin,
0.25 mL seyreltilmis 6rnek ve 1.25 mL seyreltilmis (1:10) Folin-Ciocalteau reaktifi
vortex cihaziyla karistirilip, 3 dakika bekletilmistir. Daha sonra, 1 mL sodyum
karbonat ¢dzeltisi (%7.5, a/h) eklenip karigtirilmistir. Ornekler 30 dakika boyunca
karanlikta birakilmis ve absorbans 720 nm'de 6l¢iilmiistiir. Sonug¢lar mg gallik asit

(GAE)/100 g olarak ifade edilmistir.

Karadut ekstraktinin toplam antosiyanin miktar1 (TA) pH diferansiyel yontemi
kullanilarak belirlenmistir (Giiltekin-Ozgiiven vd., 2016). Ornekler potasyum
kloriir tamponu pH 1.0 (25 mM) ve sodyum asetat tamponu pH 4.5 (0.4 M) ile
seyreltilmigtir. Absorbans 520 ve 700 nm'de Ol¢iilmiistiir. Sonuglar asagidaki
formiile gore hesaplanmis ve mg siyanidin-3-glukozit (S3G)/g olarak ifade

edilmistir.
Antosiyanin miktar1 (mg/L) = (A.MW.DF.1000)/(e.1)

A; ABS (ApH1.0 - ApH4.5), MW; molekiiler agirlik (449.2 g/mol C3G), DF;

seyreltme faktorii, €; molar absorpsiyon katsayis1 (26900 L/mol.cm)
3.2.1.2 Karadut Ekstraktinin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Karadut ekstraktinin antioksidan aktivitesi, ABTS ve DPPH radikali siipiirme
aktiviteleri belirlenerek degerlendirilmistir. ABTS radikali siipiirme aktivitesi,
Kamiloglu vd. (2013) tarafindan tarif edilen yonteme gore gergeklestirilmistir. Ilk
olarak, 2.45 mM potasyum persiilfat ve 7 mM ABTS iceren ABTS stok ¢ozeltisi
hazirlanmis ve karanlik bir yerde oda sicakliginda 12 saat bekletilmistir. Bu sekilde
ABTS" radikallerinin olugmasi saglanmistir. ABTS" radikal ¢ozeltisi 734 nm'de
0.700 £ 0.02 absorbans degeri elde etmek icin distile su ile seyreltilmistir.
Seyreltilmis ABTS radikal ¢ozeltisi 2 mL'lik bir mikro kiivete yerlestirilmis ve
cesitli KE konsantrasyonlarinda (5-0.625 mg/mL) 100 pL 6rnekle karistirilmastir.
Daha sonra ¢ozeltiler 30 °C'de karanlik bir yerde 6 dakika inkiibe edilmistir.
Absorbans spektrofotometre ile 734 nm'de Olgiilmiis ve sonuglar mg Trolox
esdegeri (TE) /g KE olarak ifade edilmistir. Kalibrasyon grafigi 0.02-0.20 mg

Trolox /mL arali§inda ¢izilmistir.
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DPPH radikal siipiirme aktivitesi, Karadag vd. (2020) tarafindan kullanilan metoda
gore belirlenmistir. Kisaca, 100 pL 6rnek ¢ozeltisi 490 uL. 0.1 mM DPPH ¢ozeltisi
ile kanstirthp, 27 °C'de 20 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Absorbans
spektrofotometre ile 515 nm'de Ol¢ililmiis ve sonuglar mg TE/g KE olarak

verilmistir. Kalibrasyon grafigi 0.02-0.6 mg Trolox /mL araliginda ¢izilmistir.

3.2.1.3 UPLC-ESI-MS/MS ile KE fenoliklerinin tanimlanmasi ve miktar

tayini

KE’de bulunan fenolik bilesiklerin tanimlanmasi, Catalkaya vd. (2022) yontemine
gore elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi ile donatilmis bir Waters Xevo TQD
ticli kuadrupol kiitle spektrometresi (Waters Co., Milford, MA, ABD) ile
birlestirilmis bir Waters Acquity UPLC H smifi sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kromatografik ayirma islemi, Waters Acquity HSS T3 C18
kolonu (2,1 x 100 mm, 1,8 pum) kullanilarak yapilmistir. 0.22 um membran
filtrelerden siiziilen 5 uL numune, 0.6 mL/dak akis hizinda formik asit/MQ su
(1:1000, h/h; eluent A) ve formik asit/asetonitril (1:1000, h/h; eluent B) kullanilarak
sisteme enjekte edilmistir. Dogrusal gradyan su sekilde uygulanmistir: baslangig,
%95 A; 0-6.48 dk, %65 A, dogrusal; 6.48-6.77 dk, %25 A, dogrusal; 6.77-7.06 dk,
%65 A, dogrusal; 7.06-7.20 dk, %95 A, dogrusal; 7.20-8.50 dk, %95 A, dogrusal.
Kolon ve otomatik 6rnekleyici sicakligi sirasiyla 45°C ve 10°C'de tutulmustur.
Kiitle spektrometresi asagidaki ¢aligma kosullariyla hem pozitif hem de negatif ESI
modlarinda ¢alistirilmistir: kapiler voltaj, 3,5 kV; iyon kaynagi sicakligi, 150 °C;
desolvasyon sicakligi, 600 °C; desolvasyon gazi akis hizi, 1000 L/sa; ve koni gazi
akis hiz1, 50 L/sa. Orneklerin spektrumlari tam tarama modunda (m/z 100-1000) ve
daha sonra artan hassasiyet i¢in c¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modunda
kaydedilmistir. MRM modunda kullanilan koni ve ¢arpigma voltajlart her standart
icin optimize edilmistir. Veri toplama i¢in MassLynx 4.1 yazilim1 (Waters Co.)
kullanilmistir.  KE’nin fenolik bilesikleri molekiiler agirliklarina  (kiitle
spektrumlart) ve MS/MS parcalanmalarina  dayanarak  tanimlanmigtir.
Konsantrasyonlart 0.5 ila 20 ppm arasinda degisen bir dizi standart c¢ozelti
hazirlanmistir. Fenolik bilesiklerin miktar tayini, fenolik bilesik standartlarinin

kalibrasyon egrisi kullanilarak gergeklestirilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2 Tespit edilen fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri

Bilesen Adi Standart Egri R?
Antosiyaninler
Siyanidin y=3530.07 x - 2 288.77 0.999229
Siyanidin 3-5 y=18197x - 161.278 0.997421
diglukozit
Siyanidin 3-rutinosid y=33588x - 5368.67 0.99934
Siyanidin 3-glukozit y=12153.1x - 1987.72 0.998110
Pelargonidin y=10484.7x + 24.2165 0.997108
Pelargonidin 3- y=4174.6 x - 572.248 0.998901
glukozit
Flavonoidler
Kaempferol 3- y=104470 x + 166.512 0.998564
glukozit
Quercetin 3-glucoside y=8214.42x - 286.916 0.998630
Rutin y=8515.98x - 419.711 0.998175
Luteolin 7-glukozit y=3632.42x + 442.564 0.997115
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Tablo 3.2 Tespit edilen fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri (devami)

Fenolik asitler

Klorojenik asit y=8501.26 x - 644.724 0.999865
Kriptoklorojenik asit y=1704.32x + 194.219 0.997803
Protokatesuik asit y=7941.13x + 140.377 0.996609
Vanilik asit y=693.316 x - 108.404 0.996062

3.2.2 Lipozom Uretimi ve Karakterizasyonu

Lipozomlar, ince film hidrasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir (Saroglu ve
Karadag, 2024) (Sekil 3.1). Soya lesitini (%2, a/h) 15 mL etanolde ve KE ise 3 mL
asetat tamponunda (0.25 mol/L, pH 3.5) ¢oziilmiistiir. Lesitin ve KE ¢o6zeltileri
karistirtlip, 12000 rpm'de (IKA T-18, Staufen, Almanya) 2 dak boyunca
homojenize edilmistir. Daha sonra, etanol vakum altinda (40 °C, 70 mmHg) doner
buharlastirici (Buchi-R-210, Almanya) kullanilarak uzaklastirilmistir. Elde edilen
film 15 mL asetat tamponu i¢inde siispanse edilip, 12000 rpm'de 5 dk boyunca
tekrar homojenize edilmistir. Daha sonra bir ultrasonic cihaz (UP400S, Hielscher,
Almanya) ile 0.5 dongii, %60 genlikte farkli stirelerde (3, 5, 7 ve 10 dak) sonike
edilmistir. Sicaklik sonikasyon boyunca soguk su sirkiilasyonu ile 25 °C'de
tutulmustur. Bos lipozomlar iiretilirken, KE yerine asetat tamponu kullanilmistir.
Lipozomal dispersiyonlardaki nihai lesitin konsantrasyonu %2 (a/h) olarak
sabitlenmis, KE yiiklemesi %0.2 ila %1 (a/h) arasinda degistirilmistir. Z-ortalama
partikiil cap1, zeta ({) potansiyeli ve polidispersite indeksi (PDI) dinamik 151k
sacilimi (DLS) analizi (Nano ZS, Malvern, Worcestershire, UK) kullanilarak
belirlenmistir. Coklu sagilma etkilerini Onlemek icin lipozomlar 1000 kat
seyreltilmis ve 25°C'de taze olarak hazirlanan lipozomlar iizerinde dokuz 6l¢iim

yapilmistir.
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3.2.2.1 KE Yiiklii Lipozomlarin Enkapsiilasyon Verimliligi (%EE)

Enkapstilasyon verimliligini (%EE) belirlemek icin, serbest KE, Amicon® ultra-
santifyj filtresi (50 kDa) kullanilip 4 °C'de 4000 x g'de 40 dakika santrifiij edilerek
lipozomlardan ayrilmistir (Karakas vd., 2023; Saroglu ve Karadag, 2024). KE,
asetat tamponunda (0.25 mol/L, pH 3.5), 0.125 ile 2 mg/mL arasinda ¢oziindiiriiliip,
absorbans 510 nm'de olgiilmiistiir. Kalibrasyon egrisi (y = 0.3779x + 0.0051,
R?>0.99, x ve vy, sirastyla KE konsantrasyonu ve absorbans) KE miktarini
belirlemek i¢in kullanilmistir (Gibis vd., 2014). 1 mL lipozom, filtrenin {ist kismina
eklenmis ve serbest KE, permeat (alt kisim) olarak filtrelenmistir. KE yiiklii
lipozomlar ise retentat fazinda (iist kisim) kalmistir. Alt faz (serbest KE) uygun
sekilde seyreltilerek, EE% hesaplamak i¢in 510 nm'de absorbans Olgiiliirken,
retentat fazi lipozomlar1 pargalamak i¢in %0.15 (a/h) Triton X-100 (1:3, h/h) ile
karigtirilmis, lesitini ¢oktiirmek i¢cin 4°C'de 4000 x g'de 30 dak santrifiij edilip,
seyreltilmis siipernatantin absorbansi 6l¢iilmiistiir. Bos lipozom (KE i¢ermeyen)
spektofotometrik Olgiimler icin kor olarak benzer sekilde islenmistir. Sonuglar,
permeat icindeki serbest KE miktarina gore hesaplanmig, fakat degerler aymi

zamanda retentat ile de dogrulanmistir.

Baslangigta yiiklenen KE miktart — Serbest KE miktart
EE% = - - x 100
Baslangicta yiiklenen KE miktart

3.2.2.2 Lipozomlarin Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile

Goriintiilemesi

Lipozomlarin TEM analizi, negatif boyama teknigi ile gergeklestirilmistir. Bu
amagla, bir miktar lipozomal ¢ozelti karbon kapli bakir gridlere (200 mesh)
konularak, oda sicakliginda tamamen sabitlenmesi i¢in bekletilmistir. Daha sonra
gridler, %2’lik (a/h) uranyum asetat ¢ozeltisi ile negatif boyanip, oda sicakliginda
kurutulmustur. Lipozom yapisinin goriintiisii, dijital kamerayla donatilmis 100 kV
hizlandirma voltajinda TEM (Hitachi HT7800, Tokyo, Japonya) ile ¢ekilmistir
(Karakas vd., 2023).

3.2.3 Elektrospinleme ile Tek Eksenli Lipozomal Nanoliflerin Uretilmesi

Tek eksenli nanolif tiretimi i¢cin, PUL (22%, a/h) ve PEK (3%, a/h) stok c¢ozeltileri
ayrt ayr1 bir gece boyunca asetat tamponunda (0.25 mol/L, pH 3.5)

¢coziindiiriilmiistiir. Daha sonra, iki polimerik ¢ozelti 80:20 (h/h) oraninda
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karigtirllmistir.  Lipozom yiiklii nanolifleri iiretmek i¢in, bos ve KE yiikli
lipozomlar PUL/PEK karigimina (15:85, h/h) eklenmistir. Serbest KE yiiklii
nanolifleri liretmek i¢in, belirlenen miktardaki KE (lipozomal lifte yiiklii miktara
karsilik gelen) asetat tamponunda c¢oziilerek PUL/PEK c¢ozeltisi ile karigtirilmistir.
Elektrospinning islemi, elektrospinning cihazinda (HO-NFES-0434, Holmarc Opto
Mechatronics, Hindistan) gergeklestirilmistir. Islem parametreleri 15.5 kV voltaj,
0.6 mL/saat akis hizi, igne ile lif toplayict arasinda 9 cm mesafe ve 5 mA akim
olarak belirlenmistir. Tiim deneyler, odanin sicakliginda (25 °C) ve kabin igerisinde

%350 bagil nemde gerceklestirilmigtir.
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3.2.4 SEM ve Konfokal Lazer Mikroskobu (CLSM) ile Nanoliflerin
Morfolojik Analizi

SEM analizi i¢in tiim Ornekler, 40 mA akim yogunlugunda vakum altinda altin
platin ile ince bir sekilde kaplanmistir (Agar Manual Sputter Coater B7340, Agar
Scientific, Stansted, Ingiltere) ve liflerin morfolojisi, 6.5 mm mesafede ve 10 kV
hizlandirma voltajinda diisiik vakum altinda SEM (FEI Quanta 450 FEG, Graz,
Avusturya) ile analiz edilmistir. Ortalama lif cap1 (SEM goriintiilerinde en az 100
lif) Image J yazilimi (National Institutes of Health) kullanilarak analiz edilmistir.
CLSM analizi i¢in, Zeiss Zen Yazilimi (2012 SP1 siyah edisyon) ile kontrol edilen
bir konfokal lazer mikroskobunda (Zeiss LSM 780, Carl Zeiss, Oberkochen,
Almanya) lif goriintiilemesi yapilmistir. Lipozomlar, yagda ¢oziinebilen bir boya
olan Nil kirmizisiyla, karbonhidrat-polimerler ise Fast yesil ile boyanmisitir. Nil
kirmizis1 ve Fast yesil boyalari belirli bir miktar etanolde ¢oziilerek, nanoliflerin
tiretiminden 6nce lipozom ve polimerlerin karigimina eklenmistir (Karakas vd.,

2023).

3.2.5 Nanoliflerin FT-IR ve Diferansiyel Taramah Kalorimetrik (DSC)

Analizi

Liflerin kiz1l6tesi spektrumlar bir FT-IR spektrofotometresi (ATR-FT-IR; Bruker
Tensor 27, Karlsruhe, Almanya) ile elde edilmistir. Spektrumlar, 4000-500 cm
dalga boyu araliginda 4 cm™! ¢oziiniirliikte absorpsiyon modunda kaydedilmistir.
Nanoliflerin termal 6zellikleri ise, DSC (SDT Q600, TA, New Castle, DE) ile analiz
edilmistr. Her bir 6rnek (5-8 mg), aliiminyum kaplara hassas bir sekilde tartilip
hermetik olarak kapitilmig, 20-300°C arasinda 20°C/dak hizinda 20 mL/dak

nitrojen gazi akisi altinda analiz edilmistir.
3.2.6 Nanoliflerin Mekanik Ozellikleri

Liflerin mekanik mukavemetleri bir Tekstlir cihazi (Stable Micro System, TA-XT2
Plus, UK) ve 5 kg’lik yiikk hiicresi kullanilarak ol¢iilmiistiir. Lifler 1 mm
kalinliginda seritler halinde (60 mm X% 10 mm) kesilip, oda sicaklifinda test
edilmigtir. Ortalama deger, her bir 6rnek ilizerinde yapilan en az alt1 6lglimden

hesaplanmistir (Karakas vd., 2023).

37



3.2.7 Nanoliflerin in vitro ve ex vivo Mukoadhesif Ozellikleri

Liflerin in vitro mukoadhezyonu, 5 kg'lik yiik hiicresine sahip bir Tekstiir cihaziyla
(Stable Micro System, TA-XT2 Plus, UK), miisin (Tip 2, M2378, Sigma-Aldrich)
diskleri substrat olarak kullanilarak belirlenmistir (Prezotti vd., 2020). Miisin
diskleri, 30 saniye boyunca 10 tonluk hidrolik basin¢ uygulanarak hazirlanmistir.
Lifler P/10 probuna (10 mm) yapistirilirken, miisin diskleri metalik tutucuya ¢ift
tarafli yapiskan bantla sabitlenmistir (Sekil 3.2). Miisin diskleri analizden hemen
once 60 saniye boyunca 0.1 M PBS (pH = 7.4) ile nemlendirilmis, fazla ¢ozelti
emici bir kagitla uzaklastirilmistir. Nanoliflerin tutturulduigu prob, diskin yiizeyine
0.5 mm/s hizla ulasana kadar metal tutucuya dogru algaltilmig, 5 g kuvvet
uygulayarak 100 s boyunca miisin disk ile temas ettirilmistir. Daha sonra, probun
hiz1 0.5 mm/s sabit hizda artirilarak nanolifin miisin diskinden tamamen ayrilmasi

saglanmistir.

Sekil 3.2 Nanoliflerin in vitro mukoadhezyon 6l¢iimleri (sag sekil- miisin diske

yaklastirilan nanolif, sol sekil- proba yapistirilan nanolif)

Nanoliflerin ex vivo mukoadhezyon analizi ise, Singh vd. (2021) ve Thirawong vd.
(2007)  tarafindan  beliritlen  yontemlerde = modifikasyonlar  yapilarak
gergeklestirilmistir. Ex vivo dokusu olarak, kuzu mukozal membrani, yerel bir
mezbahada (Istanbul, Tiirkiye) kesimden hemen sonra hayvanlardan temin edilmis
olup, gevis getirenlerde midenin dordiincii boliimii olan ve gercek mide olarak iglev
goren abomasum bolgesinden elde edilmistir (Sejrsen vd., 2006). Dokular,
sindirilmemis yiyecekleri ¢ikarmak i¢in fosfat tamponu (pH=7.4) ile yikanmuis,
yaklasik 2.5 x 2.5 cm boyutlarinda parcalar halinde kesilmistir. TA-XT/Plus tekstiir
cihaz1 ve mukoadhezyon test diizenegi, nanoliflerin mukoadhezyon isini 6lgmek
icin kullanilmistir (Sekil 3.3). Analizden hemen 6nce, dokular 37 °C'de 15 dakika

siireyle enzim igermeyen simiile bagirsak sivisinda (pH = 7) bekletilmistir.
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Mukozal membranlar, mukoadhezyon test diizeneginin doku tutucusuna
sabitlenmis, cihazin sicakligi su sirkiilasyonu ile 37°C'de sabit tutulmustur.
Nanolifler ¢ift tarafli bant ile P/10 probuna (10 mm) yapistirilmig, membranin
ylzeyine degene kadar sabit bir hizda 0.5 mm/s hizla asagiya indirilmistir. Lif ve
membrane 5 g’lik bir temas kuvvetiyle 120 saniye boyunca temas ettirilmis
ardindan lifin tamamen ayrilmasini saglamak i¢in prob 0.5 mm/s sabit hizda
kaldirilmstir. In vitro ve ex-vivo mukoadhezyon calismasi (g.mm) (kuvvet-yer
degistirme egrisi altindaki alan), yerlesik yazilim (Exponent 32, Stable Micro

Systems, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir.

Sekil 3.3 Nanoliflerin ex vivo mukoadhezyon dlgtimleri (sol sekil- mukoadhesyon
test diizenegine sabitlenmis mukozal membrane, sag sekil- mukozal membrane

yaklastirilan nanolif)

3.2.8 Tek Eksenli KE Yiiklii Lipozomal Nanolifler i¢in Biyoerisilebilirlik ve
Biyoyararhhk Analizleri
3.2.8.1 in vitro Simule Sindirim Kosullarinda KE ve KE Yiiklii Nanoliflerin

Biyoerisilebilirliginin Belirlenmesi

In vitro simiile sindirim deneyi, Minekus vd. (2014) yoOntemine gore
gerceklestirilmistir. Simiile tiikiiriik sivis1 (SSF), simiile mide sivist (SGF) ve
simiile bagirsak sivisi (SIF) hazirlanmistir (Tablo 3.3). 0.25 g lif (KE ve liposomal
KE yiiklii lifler) ve 1 mg KE, 1 mL suda ¢dziindiiriilmiistiir, bir test tiiplinde SSF
ile karistirilmis (1:1, h/h), a-amilaz (75 U/mL) ve CaCl; (0.75 mM) eklenip, karigim
37°C'de 2 dakika boyunca bir karistiricili su banyosunda tutulmustur (pH 7). Agi1z
ortam1 karigimi daha sonra SGF (1:1, h/h), CaCl2 (0.075 mM) ve pepsin (2000
U/mL) ile seyreltilerek 37 °C'de, 100 rpm'de (pH 3) 2 saat inkiibe edilmistir. Mide
ortami1 karigimi, SIF (1:1, h/h), CaClz (0.075 mM), pankreatin (100 U/mL) ve taze
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safra (10 mM) ile seyreltilmis, 37 °C, 100 rpm'de (pH 7) 2 saat inkiibe edilmistir.
Hem mide hem de bagirsak sindiriminden sonra toplanan 6rnek tiipleri 4 °C'de 1075
xg'de 15 dakika santrifiij edilmis, 0.22 um filtreden gegirilen siipernatantlar hizlica
sivi nitrojenle dondurulup, dondurularak kurutulmustur. Numunesiz ancak tiim
sindirim sivilarini iceren bos test tiipleri de analize tabi tutulmustur. Liyofilize
edilmis mide ve bagirsak fazlarmin siipernatantlari, %0.1 HCI (h/h) ile
asitlendirilmis %80'lik sulu metanolde ¢o6ziindiriiliip, UPLC-ESI-MS/MS ile
miktar tespiti yapilmistir. Biyoerisilebilirlik (BE%), mide ve bagirsak fazindan geri
kazanilan bilesigin konsantrasyonunun, sindirilmemis Ornekten geri kazanilan

bilesigin baslangi¢ konsantrasyonuna orani olarak hesaplanmustir.

Tablo 3.3 In vitro gastrointestinal sindirim deneyi i¢in kullanlan sindirim sivilari

Tuz Konsantrasyon Simiile Simiile Simiile
(mol/L) tiikiirik mide s1visi bagirsak
sivist (SSF, (SGF,mL)  sivisi (SIF,

mL) mL)

KCl 0.5 15.1 6.9 6.8
KH2PO4 0.5 3.7 0.9 0.8
NaHCO:s 1 6.8 12.5 42.5
NaCl 2 - 11.8 9.6
MgCl2:(H20)s 0.15 0.5 0.4 1.1

(NH4)2COs3 0.15 0.06 0.5 -

HCI 6 0.09 1.3 0.7

*Tiim sindirim sivilar distile su ile 400 mL'ye tamamlanmastir.
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3.2.8.2 in vitro Biyoyararhmmn Belirlenmesi icin Sitotoksisitenin Ol¢iilmesi

CaCo-2 hiicreleri, 75 cm®’lik hiicre biiyiitme kaplarinda (T-75), %15 FBS, %l
esansiyel olmayan amino asitler, %1 sodyum piruvat ve %1 penisilin-streptomisin
coOzeltileri igeren hiicre besiyerinde biiyiitiilmistiir. Tiim bakim c¢aligmalari,
farklilasma ve deneysel donemler 37 °C ve %5 CO: igeren bir inkiibatorde
gerceklestirilmistir. Tim deneyler boyunca hiicre pasajlar1 30-40 arasinda
tutulmistir. Hiicresel biyoyararlaninim ¢alismalarinda 6rnekleri test etmeden dnce,
CaCo-2 hiicrelerine uygulanabilecek maksimum konsantrasyonlari belirlemek i¢in
bir sitotoksisite testi yapilmistir. Hiicreler, 96 kuyucuklu plaklara her kuyucukta
4000 hiicre yogunlugunda ve 100 pL hacminde ekilerek, kuyucuk yiizeyini
kaplamak i¢in genel amacl ortamda inkiibe edilmistir. Hiicre besiyerleri her giin
degistirilerek 21 giinliik konfluans siiresi boyunca siirdiiriilmiis ve sitotoksisite testi
yapilmistir. Dondurularak kurutulmus bagirsak sindirimine maruz birakilmis
orneklerin, stok ¢ozeltilerini (EKS400; ekstrakt, SL400; serbest KE igeren nanolif,
LP400; lipozomal KE iceren nanolif) hazirlamak i¢in aynm1i hacimde hiicre
ortaminda ¢ozilmiis ve 1.3 ve 2 kat (EKS/SL/LP300 ve EKS/SL/LP200)
seyreltilmigtir. Diferansiyel CaCo-2 hiicreleri daha sonra bu ¢ozeltilere 3 saat
boyunca maruz birakilmis ve inkiibasyon siiresinin sonunda (4 saat), medya i¢eren
ornek 100 pL taze EBSS ve 10 pL 5 mg/mL MTT reaktan: ile degistirilmistir.
Formazan kristal olusumunun gorsel onayinin ardindan, hiicre kiiltlirii medyasi
kristallere dokunmadan c¢ikarilmig, 100 pL dimetil siilfoksit i¢inde eritilmistir.
Absorbanslar 570 nm'de kaydedilmis ve sonuglar, %100 canlilik varsayilarak tedavi
edilmemis kontrol kuyucuklarina normalize edilmisitir (Morgan, 1998). Ayrica,

olasi toksik etkiler ve ayrilmalar siirekli olarak bir mikroskop altinda izlenmistir.
3.2.8.3 Caco-2 Hiicreleri ile Biyoyararlhinimin Belirlenmesi

Orneklerin in vitro biyoyararlanimmin degerlendirilmesi igin iki bdlmeli hiicre
membran sistemi kullanmilmistir (Sekil 3.1). Sistemin iist kism1 olan apikal kisim
bagirsak boslugunu, alt kismi olan bazolateral kisim ise emilim gergeklestikten
sonra bilesenlerin nakledildigi kan dolagimini temsil etmektedir. Hiicreler, 6-well
insert membranlarda 4.17 x 10° hiicre/kuvvet yogunlugunda ekilmis, 21 giin
boyunca biiyiitiiliip, farklilastirilmistir. Analizden dnce, hiicrelerin membranlardaki
biitiinliikleri, transepiteliyal elektrik direnci (TEER) (World Precision Instruments,
FL, ABD) degerleri olgiilerek saptanmistir. TEER degerleri 250 Q:cm?'nin
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tizerindeyse, bu minimum kabul edilen deger oldugundan (Alvarez-Hernandez vd.,
1991) biyoyararlanim denemesinde kullanilmistir. Hiicre biitiinliigli onaylandiktan
sonra, 6rnekler EBSS ortaminda iki bolmeli hiicre kiiltiirii sisteminin apikal tarafina
verilmistir. Ayrica, her bir membranin TEER degerleri de tedavi siiresinin sonunda
kontrol edilmistir. Fenoliklerin hiicresel salinimi (efflux), UPLC-ESI-MS/MS ile
apikal ve bazolateral tarafta tespit edilen miktarima goére hesaplanmis olup,

belirlenen bilesiklerin biyoyararlanimi olarak verilmistir.

3.3 Glutenin Hidrolizatinin Enkapsiilasyonu
3.3.1 Glutenin hidrolizatinin (GH) Eldesi ve Karakterizasyonu

Gluten, AACC Yontemi No. (38-10) (AACC International, 2010) belirtildigi gibi
bugday unundan elde edilmistir. Hamur, 1 kg un kullanilarak hazirlanmis, ardindan
nisasta ve suda ¢oziinebilen proteinleri uzaklastirmak i¢in su ile yikanmistir. Daha
sonra, etanol ile ¢Oziinebilen gliadin ve glutenin %70 etanol (h/h) ile 24 saat
boyunca kapsamli bir sekilde yikanmis, 4 °C'de 9000 rpm'de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Tortular glutenin fraksiyonu olarak toplanip (Bozkurt vd., 2021), etanolii
uzaklastirmak i¢in 3 giin boyunca 45 °C'de bir etiivde tutulmustur. Kurutulmus
bugday glutenin fraksiyonu -20 °C'de saklanmaistir.

Bugday glutenini Flavourzyme ile hidrolize edilmistir. Oncelikle, %5 (a/h) glutenin
dispersiyonu, %0.02 (a/h) sodyum azid i¢ceren 10 mM fosfat tamponunda (pH 7)
hazirlanmistir. Enzim ile substrat oran1 %1 (a/h) olarak sabitlenmistir. Hidroliz, pH
7'de 50 °C'de 4 saat boyunca gerceklestirilmistir. Enzim, 90 °C'de 10 dakika
isitilarak hizla inaktive edilmistir. Stipernatant, 4 °C'de 15 dakika boyunca 9000
rpm'de santrifiij ile geri kazanilmistir (Bozkurt vd., 2021). Son olarak, siipernatant,
membran filtrasyon {initesi kullanilarak 5 kDa MWCO membranindan
filtrelenmistir. Glutenin hidrolizatt (GH) <5 kDa igeren permeat dondurularak

kurutulup, 4 °C'de bir desikatorde saklanmustir.
3.3.1.1 Glutenin Hidrolizatinn Hidroliz Derecesinin (HD) Belirlenmesi

Elde edilen hidrolizatlarin hidroliz derecesi (HD) pH-stat yontemi ile belirlenmistir
(Adler-Nissen, 1986). pH-Stat yontemi, reaksiyon sirasinda agiga c¢ikan veya
tiiketilen hidrojen iyonlarma bagli olarak degisen pH degerini sabit tutmak igin

kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle hidroliz reaksiyonu sirasinda aciga ¢ikan

42



protonlarin otomatik titrasyonu sirasinda ortama eklenen baz miktar1 6l¢iilerek
hidroliz derecesi belirlenir. Hidroliz derecesi, par¢alanmis peptit baglarmin (h)
birim agirlik basina toplam bag sayisina (htot) orani olarak tanimlanir. Hidroliz

derecesini hesaplamak i¢in asagidaki denklem kullanilmistir;

%HD = B x Nb/(Mp x a x htot) x 100 B= Harcanan baz miktar1 (mL), Nb=Bazin
normalitesi (N), a= a- NH2 gruplarinin ortalama ayrisma derecesi, Mp= Protein

miktar1 (g), htot= Toplam peptit baglar1 (meqv/g protein)
3.3.1.2 Glutenin Hidrolizatinin Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

FRAP analizi, Benzie ve Strain (1996) tarafindan gerceklestirilen metoda bazi
modifikasyonlar uygulanarak gergeklestirilmistir. FRAP reaktifi, 25 mL 300 mM
asetat tamponu (pH 3.6), 40 mM HCl i¢inde 2.5 mL 10 mM TPTZ ¢ozeltisi ve 2.5
mL 20 mM FeCl3-6H,0 ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanmistir. 25 mg ve 50 mg
hidrolizat, 10’ar mL fosfat buffer (pH 7.0) i¢inde ayr1 ayr1 ¢ozilmiistiir. Elde edilen
¢ozeltilerden 1 ml alinarak karigima 2 mL taze FRAP reaktifi eklenmistir. Daha
sonra ¢ozelti 37 °C'de 15 dak su banyosunda inkiibe edilmistir. Her Ornegin
absorbanst 593 nm'de belirlenmistir. Sonuglar, askorbik asit esdegeri (AAE)
uM/mL olarak ifade edilmistir

Hidrolizatlarin serbest radikal temizleme kapasitesi, Vasquez-Villanueva vd.
(2016) tarafindan gergeklestirilen stabil 2,2'- azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
siilfonik asit radikali (ABTS") kullanilarak belirlenmistir. 2.45 mM potasyum
persiilfat iceren 7 mM ABTS soliisyonu hazirlandiktan sonra, bu soliisyon 12-16
saat boyunca oda sicaklifinda manyetik karistirict1 yardimiyla karistirilmistir.
ABTS radikal ¢ozeltisi 734 nm'de 0.700 £ 0.02 absorbans degeri elde edebilmek
icin distile su ile seyreltilmistir. Seyreltilmis ABTS radikal ¢6zeltisi 2 mL'lik bir
mikro kiivete alinip ¢esitli konsantrasyonlarda (500-1500 pg/ml) 100 uL hidrolizat
numunesi ilave edildikten sonra karanlik bir etiivde 30 °C’de 6 dak. inkiibe
edilmistir. Her numunenin absorbans: 734 nm'de 6l¢iilmiis olup, ABTS" radikal
stiplirme aktivitesi asagidaki denklem kullanilarak yiizde inhibisyon olarak

hesaplanmuistir;

o (Ac — As)
%Inhibisyon = — X 100

Ac; Kontroliin absorbansi; As; Hidrolizatin absorbansi
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3.3.2 Lipozom Uretimi ve Karakterizasyonu

Lipozomlar, ince film hidrasyon yontemi kullanilarak elde edilmistir (Sarabandi
vd., 2019). Ilk olarak, soya lesitini (L) (%2, a/h) ve farkli oranlarda karistirilmis
fitosterol (F) (L:F, 1:0.10, 1:0.25, 1:0.50, 1:0.75, a/a) 10 mL etanolde
¢oOziindiriilmiistiir. Etanol daha sonra vakum altinda (40 °C, 70 mmHg) bir doner
buharlastirict (Buchi-R-210, Almanya) kullanilarak uzaklastirilmistir. Kurumus
filmler, iz miktarda kalan etanolun tamamen uzaklastirilmasi i¢in, oda sicakliginda
12 saat boyunca bir desikatorde saklanmistir. Farkli GH konsantrasyonlari (5, 7.5
ve 10 mg/mL) fosfat tamponunda (10 mM, pH 7) hazirlanarak lesitin filmlerini
¢ozdlirmek icin kullanilmistir. Karisim, 60 °C'de 30 dakika boyunca bir su
banyosunda 1sitilip, 10 adimli bir sonikasyon islemine maruz birakilmistir (1 dakika
acik- 1 dakika kapali, UP400S, Hielscher, Teltow, Almanya, %60 genlik, 0.5
dongii, 25 °C).

Z-ortalama pargacik capi, zeta potansiyeli ({) degeri ve lipozomlarin polidispersite
indeksi (PDI), dinamik 1sik sa¢ilmasi (DLS) analizi (Nano ZS, Malvern,
Worcestershire, UK) kullanilarak belirlenmistir. Yeni hazirlanmis 6rnekler, ¢oklu
sacilma etkilerini 6nlemek i¢in 1000 kat seyreltilmis ve her 6rnek i¢in 25°C'de en

az dokuz 6l¢iim yapilmistir.
3.3.3 GH Yiiklii Lipozomlarin Enkapsiilasyon Verimliligi (%EE)

Enkapsiilasyon verimliligi (EE), Septlveda vd. (2021) tarafindan uygulanan
yonteme gore belirlenmistir. Kapsiillenmemis GH, 50 kDa santrifiij filtre cihazi
(Amicon® Ultra-15) kullanilarak filtrasyon ve 4 °C'de 20 dakika boyunca 5000 x
g'de santrifiijleme yoluyla lipozomlardan ayrilmistir. Membrandan gegen
kapsiillenmemis GH ve baslangicta eklenen GH protein igerigi, BCA Protein Test
Kiti (Thermofisher) kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Li vd., 2015). Bunun ig¢in 25 pL
ornek, 200 pL reaktifle karistirilmig, 37 °C’de 30 dakika boyunca bekletilmis, 10
dak. boyunca oda sicakligina geri sogutulup, 562 nm’de bir mikroplaka okuyucu
yardimiyla sonuglar belirlenmistir. Bos lipozomlara ayni iglem uygulanarak
mikroplaka okuyucu Olgiimleri i¢in kor olarak kullanilmistir. Protein miktari,
liyofilize hidrolizattan hazirlanan standart bir egri kullanilarak kalibre edilmistir.
GH (0.1 ila 3 mg/mL) fosfat tamponda (10 mM, pH 7) ¢oziilerek kalibrasyon egrisi
olusturmak igin kullanilmstir. (y = 0.2544x + 0.1994; R? = 0.999, x ve y sirasiyla
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GH konsantrasyonu ve absorbansi ifade etmektedir). Enkapsiilasyon verimliligi

asagidaki denkleme gore hesaplanmistir;

Baslangicta yiiklenen GH protein miktart — Serbest GH protein miktart
%EE = x 100
Baslangicta yiiklenen GH protein miktart

3.3.4 Lipozomlarin TEM ile Goriintiilenmesi

Lipozomlarin yapisi, negatif boyama (2% uranyum asetat) teknigi ile transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) (Hitachi HT7800, Tokyo, Japonya) kullanilarak

karakterize edilmistir.

3.3.5 Elektrospinleme ile Tek ve Cift Eksenli Lipozomal Nanoliflerin

Uretilmesi

PUL (%25, a/h) ve CMC (%3, a/h) stok ¢ozeltileri fosfat tamponunda (10 mM, pH
7) bir gece boyunca coziindiiriilerek hazirlanmigtir. Daha sonra stok ¢ozeltiler,
80:20 oraninda (PUL:CMC, h/h) karnistirilmistir. Tek eksenli nanoliflerde,
PUL/CMC karisimina 10:90 (h/h) oraninda lipozom soliisyonlart (bos veya GH
yiiklii) eklenmistir. Bos tek eksenli ve sadece GH yiiklii lifler i¢in, polimer karigimi
ayn1 oranda GH ¢ozeltisi veya fosfat tamponu ile karistirtlmistir. Tek eksenli lif
iiretimi i¢in elektrospinleme (HO-NFES-0434, Hindistan) parametreleri 15.8 kV
voltaj, 5 mA akim, 25 °C, %50 RH'de 0.35 mL/saat besleme ¢ozeltisi akis hiz1 ve

igne ile lif toplayici arasindaki mesafe 10 cm olarak belirlenmistir.

Cift eksenli liflerde, ¢ekirdek c¢ozeltisi icin PUL (%25, a/h) ve lipozom (bos veya
GH yiiklii) 85:15 (h/h) oraninda karistirilmistir. Kabuk ¢ozeltisi ise, 80:20 (h/h)
oranindan karigtirilmig, PUL (%25, a/h) ve CMC (%3, a/h) polimer ¢ozeltilerinden
olusmustur. Lipozomsuz ¢ekirdek ¢ozeltisi olarak, yalnizca PUL (%25, a/h) ve GH
veya fosfat tampon (85:15, h/h) kullanilmistir. Cift eksenli nanolif iiretimi icin
islem parametreleri 18.8 kV voltaj, 5 mA akim, dis enjektorden 0.30 mL/saat akis
hizi, i¢ enjektdrden 0.05 mL/saat akis hiz1 ve igne ile toplayici plaka arasindaki

mesafe 12 cm olarak belirlenmistir. Liflerin kisaltmalar1 Tablo 3.4’te aktarilmistir.

45



Tablo 3.4 Liflerin kisaltmalari

Elektroegirme
Yontemi Yiiklenen Bilesen Kisaltma
GH yiiklii Lipozom T-GHL
Tek Eksenli
Bos Lipozom T-BL
Sadece GH T-GH
pH 7 Fosfat Tamponu T-B
GH yiikli Lipozom C-GHL
Cift Eksenli
Bos Lipozom C-BL
Sadece GH C-GH
pH 7 Fosfat Tamponu C-B

3.3.6 GH Yiiklii Liflerin Yiikleme Kapasitesi (% YK)

100 mg lipozomal GH ve bos lipozomlar ytliklenmis lifler, bir gece boyunca 1 mL
fosfat tamponunda (10 mM, pH 7) ¢oziindiiriilmiistiir. Cozelti daha sonra lipozom
yapisint bozmak i¢in %0.5 sulu Triton X-100 (a/h) ile 1:1 (h/h) oraninda
karistirlmistir (Park vd., 2011). Oncelikle yaklasik 25 °C'de 5 dakika boyunca
ultrasonik banyoda tutulmus, ardindan oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmis
ve 4 °C'de 9000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant, 0.45 pum
enjektor filtresinden siizlilmiistlir. Siipernatandaki GH miktari, daha once
aciklandigi gibi (3.3.3) BCA Protein Assay Kiti ile belirlenmistir. EE (%) asagidaki

formiile gére hesaplanmistir;

UYK Liflerde olgiilen GH miktart 100
on T Liflerde bulunan teorik GH miktari x
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3.3.7 SEM ve Konfokal Lazer Mikroskobu (CLSM) ile Nanoliflerin
Morfolojik Analizi

Elde edilen nanoliflerin, SEM ve CLSM ile morfolojik 6zellikleri belirlenmistir (L1
vd., 2014b). Elektroegirme islemi sirasinda lipozomlarin stabil kaldigini lazer
taramali konfokal mikroskopi (CLSM) kullanilarak goriintiilemek amaciyla
lipozomlar nile kirmizisi, biyopolimerler ise fast yesiliyle boyanmistir. Konfokal
mikroskop kullanilarak goriintiileme islemleri, Eskisehir Osmangazi Universitesi
blinyesinde hizmet veren ARUM’da Zeiss Zen Software (2012 SP1 black edition)
tarafindan kontrol edilen bir Zeiss LSM 780 konfokal (Carl Zeiss, Oberkochen,
Almanya) mikroskobu kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

3.3.8 Nanoliflerin DSC ve Termogravimetrik Analizleri

Nanoliflerin termal 6zellikleri, diferansiyel taramali kalorimetrik analizler (DSC)
ve termal gravimetrik analizler (TGA) kullanilarak belirlenmistr. Nitrojen gazi akisi
altinda DSC (SDT Q600, TA Instruments, New Castle, ABD) kullanilarak yaklagik
olarak 5-8 mg nanolif ve bilesenleri, 25 °C'ye getirildikten sonra 20 °C/dk'lik bir
tarama hizinda 300 °C'ye 1sitilmustir. TGA analizleri ise, Yildiz Teknik Universitesi
Merkez laboratuvarinda nitrojen atmosferi (50 mL/dak) altinda bir
termogravimetrik analiz cihaz1 tarafindan gergeklestirilmistir olup, yaklasik 5-10
mg numune, 10 °C/dakikalik bir 1sitma hiziyla 30 °C'den 300 °C'ye 1sitilmistir
(Shao vd., 2018; Yang vd., 2020).

3.3.9 Nanoliflerin FT-IR Analizleri

Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi, nanoliflerin igerisinde
materyallerin kimyasal etkilesimlerinin ve kimyasal kararliliklarinin varligini
belirlemek i¢in kullanilmistir. FTIR analizi, iiretilen biitiin liflerde ve sistem
icerisinde bulunan biitiin bilesenlere 400—4000 cm ™' arasinda 4 cm™ ¢oziiniirliikle

FTIR cihaz1 gerceklestirilmistir.
3.3.10 Nanoliflerin in vitro ve ex vivo Mukoadhesif Ozellikleri

Nanoliflerin in vitro miisin enzimi kullanilarak mukoadhezyon o6zellikleri
belirlenmistir (Xu vd., 2014 ve Prezotti vd., 2020). Yontem 5 kg’lik yiik hiicresi
bulunan TA-XT/Plus (Stable Mycro-Systems) cihazi ile miisin diskleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Miisin diskleri, hidrolik basing makinesiyle 10 tonluk 30 saniye

boyunca bir sikistirma uygulanarak domuz midesinden elde edilmis Tip2 formunda
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toz miisinden (M2378, Sigma-Aldrich) olusturulmustur. Analizi gergeklestirilecek
nanolifler 3 saatlik atim sonucunda elde edilmis olup, 10 mm’lik P/10 probuna
yapistiritlmistir. Tekstlir analizi cihazinin alt tablasina ise ¢ift tarafli bir bant
yardimiyla miisin diskler sabitlenmistir (Sekil 3.2). Miisin diskler analizden hemen
once 60 saniye boyunca 10 mM pH 7 fosfat tamponuyla nemlendirilmis olup, fazla
tampon bir absorbant kagit yardimiyla alinip analiz baglatilmistir. Prob 0.5 mm/s
hizla metalik tutucuya dogru indirilip, 100 s siireyle 5 g kuvvet uygulanarak miisin
diskiyle temas ettirilmistir. Siire sonunda 0.5 mm/s hizla prob yukariya
kaldirilmigtir. Mukoadhesyon isi, kuvvet mesafe grafiginden cihaz yazilimi

kullanilarak hesaplanmastir.

ex vivo mukoadhezyon testi ise Kalintas Caglar vd. (2024) tarfindan belirlenen
yonteme gore gerceklestirilmistir. Analizde kullanilacak mukozal membranlar
koyunlarin abomasum bdlgesinden alindiktan sonra -18°C’ye alinmis ve analizden
bir giin 6nce 4°C buzdolabi sicakliginda bekletilmistir. Nanoliflerin mukoadhezyon
isinin Ol¢limi icin 5 kg’lik yiik hiicresi bulunan TA-XT/Plus (Stable Mycro-
Systems) analiz cihazi ile Mucoadhesion Test Rig probu kullanilmistir. Analizden
hemen 6nce 4 °C buzdolabinda bekletilen dokular 15 dak. boyunca 37 °C’lik simiile
mide sivisinda bekletilmistir. Analizi gerceklestirilecek olan lif in vitro miisin
yontemine benzer olarak 3 saatlik atim sonucu elde edilmis ve ¢ift tarafli bir bant
yardimiyla 10 mm’lik P/10 probuna yapistirilmistir. Mukozal membran, doku
tutucu aparat yardimiyla sabitlenip, platforma yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Daha
sonra bu platform, su sirkiilasyonu ile 37 °C’de sabit tutulan bagirsak simiile sivisi
igceren bir su banyosunun igerisine yerlestirilmistir. Analiz yapilacak 6rnek proba
takildiktan sonra drnegi tastyan probun 0.5 mm/s sabit hizla asagiya inerek mukozal
membrana temas etmesi saglanmistir. Temas stiresince (120s) 5 g‘lik bir kuvvet
uygulanmis ve sonrasinda prob sabit hizla yukar1 c¢ekilmis ve analiz
tamamlanmistir. Kuvvet-mesafe grafigi cithaz yazilimi sayesinde c¢izdirilerek

mukoadhezyon isi g.mm cinsinden hesaplanmustir.

3.3.11 Tek Eksenli ve Cift Eksenli GH Yiiklii Nanoliflerin in vitro simule

sindirim kosullarinda Stabilitelerinin Belirlenmesi

In vitro simiile sindirim deneyi, Minekus vd. (2014) tarafindan belirtilen yonteme
gore gerceklestirilmistir. Simiile tiikiiriik sivisi (SSF), simiile mide sivist (SGF) ve

simiile bagirsak sivisi (SIF) hazirlanmistir (Tablo 3.3). 0.75 g 1if (GH ve lipozomal
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GH yiiklii lifler) ve serbest GH (3.4 mg) 1 mL suda ¢6ziilmiis, bir test tiipiinde SSF
ile karistirilmistir (1:1, h/h), daha sonra a-amilaz (75 U/mL) ve CaClz (0.75 mM)
eklenmis, karisim 37°C'de 2 dakika boyunca karistiricili bir su banyosunda
tutulmustur (pH 7). Elde edilen agiz sivis1 daha sonra SGF (1:1, h/h), CaCl2 (0.3
mM) ve pepsin (2000 U/mL) ile seyreltilmis, 37°C'de, 100 rpm'de (pH 3) 2 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Mide karisimi, SIF (1:1, h/h), CaCl2 (0.075 mM),
pankreatin (100 U/mL) ve taze safra (10 mM) ile seyreltilmis ve 37°C, 100 rpm'de
(pH 7) 2 saat daha inkiibe edilmistir. Bos lifler (bos lipozom yiiklii lifler ve bos
lifler) sindirim analizine tabi tutulmus ve ayni sekilde muamele edilip 6l¢iimler i¢in
bos olarak kullanilmistir. Numuneler, sindirimi durdurmak i¢in 10 dakika boyunca
85 °C'de tutulmustur (Mohammadi vd., 2023). Numuneler santrifiij edilip (9000
rpm, 10 dakika), stipernatantlar dondurularak kurutulmus, -18 °C'de saklanmustir.
Liyofilize edilmis 6rnekler fosfat tamponunda (10 mM, pH 7) ¢ozlndiiriilmiis,
sindirilmis 6rneklerin antioksidan aktivitesi belirlenmistir (3.3.1.2). Ayrica, boyali
lipozomlarla yiiklii tek eksenli lifler mide ve bagirsak sindirimine tabi tutulup,

lipozomlarin yapisi konfokal lazer mikroskobu ile gézlemlenmistir (3.3.7).

3.3.12 Tek Eksenli ve Cift Eksenli GH Yiiklii Nanoliflerin in vitro simule

sindirim kosullarinda Salim Ozelliklerinin Belirlenmesi

Lipozomal GH yiiklii tek eksenli, ¢ift eksenli ve GH ytiklii tek eksenli liflerin salim
ozellikleri, sindirim simiilasyonu sirasinda 30 dakikalik araliklarla sindirilmis
orneklerden 100 puL toplanip, sindirim ortamina esit hacimde taze sindirim sivisi
eklenerek degerlendirilmistir. Sindirilmis 6rnekler, 4 °C'de 10 dakika boyunca 9000
rpm'de santrifiij edilmis, bir buz banyosunda hizla sogutulmustur. Siipernatantin
GH miktar1 BCA protein tayin kiti kullanilarak belirlenmistir. Daha diistik
miktarlardaki GH'yi belirlemek i¢in, kullanim kilavuzunda 6nerildigi gibi, 6rnek
(25 pL) ve reaktanin (200 pL) karisimi 30 dakika boyunca 45°C'de tutuldu.
Kalibrasyon grafigi 0.05-2 mg GH/mL araliginda (y = 0.0003x — 0.0262; R? =
0.993, x ve y sirastyla GH konsantrasyonu ve absorbans) belirleme igin
kullanilmistir. GH'nin kiimiilatif salinim hiz1 (%) zamana karsilik asagidaki gibi

cizilmistir:

Mt
Kumilatif salim (%) = wo" 100

49



MO ve Mt, sirastyla GH'nin baslangi¢ miktar1 ve sindirilmis 6rnekten salinan

GH'"nin kiimulatif miktaridir.

3.4 Istatistiksel Analizler

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Her bir sistemde
yapilacak ilgili deneyler en az 3 tekrar olacak sekilde yapilmistir. Orneklerin analiz
sonuglar1 tizerinde anlamli diizeyde etkili olup olmadig: ikiden fazla gruplar i¢in
one-way ANOVA ile, ortalamalar arasindaki farklar ise Tukey testi (SPSS 20.0,
SPSS Inc., Chicago, IL, ABD), iki grup oldugunda ise Student’s T-test kullanilarak
karsilastirilmistir. Olasilik p<0.05 degerler anlamli kabul edilmistir.
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4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Karadut Ekstraktinin Enkapsiilasyonu

4.1.1 KE’nin Toplam Fenolik, Toplam Antosiyanin ve Antioksidan

Aktivitesinin Analizleri

Toplam fenolik (TF), toplam antosiyanin igerigi (TA) ve KE'min antioksidan
kapasiteleri Tablo 4.1'de verilmistir. KE'nin TF'si 2178.09+93.46 mg GAE/100 g
olarak bulunmus olup, bu deger Memete ve ark. (2023), Huo ve ark. (2023) ve
Kamiloglu ve ark. (2013) tarafindan yapilan Onceki calismalarda belirlenen
strastyla 1460.37, 561.62 ve 1451.40 mg GAE/100 g degerlerinden daha yiiksektir.
Onceki ¢aligmalarda karadut ekstraktlarmin TA degerlerinin, 1.14 ile 12.21 mg
S3G/g arasinda degistigi bildirilmistir (Huo vd., 2023; Kamiloglu vd., 2013; Kosti¢
vd., 2013). Ekstraktimizin TA'si 2.29+0.03 mg S3G/g olarak saptanmis olup,
onceki g¢aligmalarda bildirilen degerlerle uyumludur. KE'nin DPPH ve ABTS
radikal temizleme aktiviteleri ile belirlenen toplam antioksidan kapasitesi ise
sirastyla 54.92+0.99 ve 78.19+3.03 mg TE/g olarak bulunmustur. Onceki
calismalarda sonuglarimizla uyumlu olarak, karadut ekstraktlarinin antioksidan
kapasitelerinin 3.62 TE mg/g ile 74.75 TE mg/g arasinda degistigi bildirilmistir
(Kamiloglu vd., 2013; Sanchez-Salcedo vd., 2015).

Tablo 4.1 KE fenolik bilesiklerinin toplam fenolik (TF), toplam antosiyanin (TA),
ve antioksidan kapasiteleri (DPPH ve ABTS)
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TF TA DPPH ABTS

mg GAE mg S3G mg TE mg TE
/100 g /g /g g
2178.09+93.46 2.29+0.03  54.92+0.99 78.19+3.03
Bilesen Ad1 Alikonma Anaiyon MS?ana Miktar
zamani (dKk) (m/z) fragmenti (m/z) (mg/ g)
Antosiyaninler
Siyanidin 3- 2.73 449.4 287 22.19+0.39
glukozit
Siyanidin 2.55 287.2 137.1/121.1/109.1  17.5840.25
Siyanidin 3-rutinosid 2.85 595.25 287.2 13.66+0.34
Siyanidin 3-5 diglukozit ~ 2.88 611.3 449.4/287.2 1.45+0.02
Pelargonidin 3.03 271.2 121.2/93.2 0.46+0.04
Pelargonidin 3- 3.06 4344 271.2 0.77+0.02
glukozit
Toplam 56.11
Flavonoidler
Luteolin 7-glukozit 2.74 447.1 285.2 4.86+0.08
Rutin 4.47 609.3 300.1 1.31+0.01
Kuersetin 3- 4.53 463.2 300.1 0.35+0.02
glukozit
Kaempferol 3- 2.49 4493 287 0.13+0.00
glukozit
Toplam  6.65
Fenolik asitler
Klorojenik asit 2.83 353.1 191/179.1 0.85+0.00
Kriptoklorojenik asit 2.92 353 191.1/179.1/173.1  0.64+0.03
Protokatesuik asit 1.92 153.05 109 0.04+0.00
Toplam  1.53

TF: Toplam fenolik igerigi; TA: Toplam Antosiyanin icerigi; GAE: Gallik asit esdegeri; S3G:
Siyanidin 3-glukozit es degeri; TE: Trolox esdegeri.

4.1.2 KE’nin Fenolik Bilesiklerinin UPLC-ESI-MS/MS ile Tanimlanmasi ve

Miktarlarimin Belirlenmesi

Karadut ekstraktinda on ¢ farkli fenolik bilesik tespit edilip, miktarlari
belirlenmistir (Tablo 4.1). Antosiyaninler, dogrudan renkle iliskili olduklar1 ve
cesitli biyolojik aktivitelere sahip olduklari i¢in karadut meyvesinin en 6nemli
bilesenlerinden biridir. Calismamizda KE’de alt1 antonsiyanin tanimlanmis ve

miktarlar1 Ol¢lilmiistiir. En yliksek miktarlarda siyanidin 3-glukozit, siyanidin 3-

52



rutinozit ve siyanidin tespit edilmis olup, sirasiyla miktarlar1 22.19+0.39,
13.66+£0.34 ve 17.58+0.25 mg/g olarak belirlenmistir. Diger antosiyaninlerin,
(siyanidin 3-5 diglukozit, pelargonidin ve pelargonidin 3-glukozit) miktarlarinin
0.46+£0.04 ile 1.45+0.02 mg/g arasinda degistigi tespit edilmistir. Benzer olarak,
siyanidin tlirevlerinin baskin antosiyaninler oldugu, pelargonidin tiirevlerinin ise
siirli miktarlarda bulundugu karadut ekstrakt igerikleri bildirilmistir (Huo vd.,
2023; Sanchez-Salcedo vd., 2015; Wang vd., 2022). Calismamizda elde edilen
karadut ekstraktinda bulunan siyanidin 3-glukozit ve siyanidin 3-rutinozit
miktarlari, Huo vd. (2023) tarafindan bildirilenlerden daha diisiikkken, Kamiloglu
vd. (2013) ile Pawlowska vd. (2008) tarafindan bildirilen seviyelerden daha yiiksek

saptanmistir.

Ekstraktimizda, kantitatif olarak ol¢iilen toplam fenolik bilesiklerin %87.3"lintl
antosiyaninler (56,11 mg/g), %10.3 linii flavonoidler, %2.4’{inii ise fenolik asitler
olusturmaktadir. Sanchez-Salcedo vd. (2015), Ispanya'da yetistirilen dort farkli
karadut cinsinin yalnizca birinde antosiyaninlerin baskin fenolik bilesen oldugunu,
digerlerinde ise benzoik asit tlirevlerinin igeriginin 6ne ¢iktigin1 bildirmistir.
Sinnamik asit tiirevleri, Wang vd. (2022) tarafindan 13 farkli Cin dut ¢esidinin
baskin fenolik bileseni olarak bildirilmistir. Caligmamizin sonuglarina benzer
olarak, Tiirkiye'de yetistirilen bir karadut g¢esidinin baslica fenolik bilesenleri,
Kamiloglu vd. (2013) tarafindan antosiyaninler > flavonoller > fenolik asitler

seklinde rapor edilmistir.

Ekstraktimizda dort adet flavonoid (rutin ve luteolin, kuersetin ve kampferoliin
glikozillenmis formlar1) tanimlanmis olup miktar tayinleri gerceklestirilmistir. Ana
flavonoidler luteolin 7-glukozit ve rutin olarak belirlenmis olup, sirastyla miktarlari
4.86+0.08 ve 1.31+0.01 mg/g olarak tespit edilmistir. Cesitli calismalarda da rutin
baskin flavonoid olarak tanimlamistir (Huo vd., 2023; Kamiloglu vd., 2013; Wang
vd., 2022). Kuersetin 3-glukozit ve kaempferol 3-glukozit (Li vd., 2016; Sanchez-
Salcedo vd., 2015) ile luteolinin de dutlarda bulundugu bildirilmistir (Jin vd., 2015).

KE’de ii¢ adet fenolik asit tespit edilmis, miktar tayini gergeklestirilmistir. Fenolik
asitlerin %85’inden fazlasini klorojenik asit ve kriptoklorojenik asidin olusturdugu
belirlenmistir. Benzer sonuglar Wang vd. (2022) tarafindanda bildirilmistir. Fakat,
Huo vd. (2023), Cin karadutlarinda ana fenolik asitlerin kinik asit, protokatesuik

asit ve klorojenik asit oldugunu bildirmistir. Calismamizda saptanan 0.85 mg/g

53



klorojenik asit miktarina benzer olarak, Sanchez-Salcedo vd. (2015), farkli dut
cesitlerinde klorojenik asit miktarinin 0.58 ile 0.81 mg/g arasinda degistigini
gozlemlemistir. M. nigra meyvesinin fenolik bilesimi ve igerigi, ekstraksiyon
yontemi, ¢esit, meyvenin olgunlugu ve meyve gelisimi sirasinda ¢evresel kosullar

gibi cesitli faktorlere baglhidir (Kosti¢ vd., 2013).
4.1.3 KE Yiiklii ve Bos Lipozomlarin Karakterizasyonu

Ultrasonikasyon siiresinin lipozomlarin boyutunu ve %EE degerini etkileyen
onemli bir parametre oldugu bilinmektedir; bu nedenle, farkli ultrasonikasyon
stirelerinin parcacik boyutu, PDI ve %EE iizerindeki etkisi sabit yiikleme
konsantrasyonunda (%0.6, a/h) incelenmis ve sonuglar Tablo 4.2'de verilmistir.
Ayrica, belirli bir ultrasonikasyon siiresinde (7 dakika) lipozomlara bes farkli KE
konsantrasyonu (%0.2 — 1.0, a/h) yiiklenmis olup, sonuglar Tablo 4.3'te
aktarilmistir. Bos lipozomlarin pargacik boyutlari, ultrasonikasyon siiresi 7
dakikaya kadar c¢ikarildiginda 127.33 nm'den 77.52 nm'ye diiserken, KE yiiklii
lipozomlarin boyutu 132.53 nm'den 92.16 nm'ye kadar azalmistir. Ultrasonikasyon
stiresi 10 dakikaya ¢ikarildiginda ise KE yiiklii lipozomlarin boyutu 104.67 nm'ye
yiikselmistir (Tablo 4.3). Ultrasonik kavitasyon, sok dalgalari, mikrojetler ve
mikro-akislar olusturarak agregatlart mekanik stres yoluyla etkilemekte (Koshani
& Jafari, 2019) ve agregatlar1 daha kiigiik parcaciklara bolmektedir. Fakat, belirli
bir noktadan sonra, asir1 ultrasonikasyonun 1sitma etkisi ¢arpisma olasiliginda ve
parcaciklar arasi ¢ekimde bir artisa neden olabilmekte, bu da lipozomlarin yeniden
aglomerasyonuna yol acabilmektedir (Gokce vd., 2014). Bos lipozomlara kiyasla,
KE yiiklemesi belirli bir konsantrasyona kadar (%0.6, a/h) parcacik boyutunu
(Tablo 4.3) o6nemli olclide degistirmemistir (p>0.05), bunun iizerindeki
konsantrasyonlarda ise, parcacik boyutunda bir azalma gozlemlenmistir. Aktif
bilesenin igeriginin arttirllmasiyla lesitinle arasindaki etkilisimde artmakta
dolayistyla membran yapida bir sikismaya sebep olmaktadir (Hasan vd., 2014).
TEM goriintiilerinde KE yiiklii lipozomal vezikiiller yaklasik 75 nm boyutunda
kiiresel sekiller olarak gozlemlenmis olup (Sekil 4.1), sonuglar DLS analizi ile elde
edilen degerlerle tutarlhilik gostermistir. Cok sayida OH grubu iceren antosiyanin ve
fenolik bilesiklerle fosfolipidlerin acil zincirleri arasindaki etkilesimin, ¢ift
katmanli lipozom yapilarinda konformasyonel ve membran akiskanliginda

degisikliklere, dolayisiyla vezikiil boyutunda farkliliklara sebep olabilecegi
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bildirilmistir. Ayrica, bu hidroksil gruplari belirli kosullar altinda negatif yiiklii O
gruplarina ayrigabilir ve bu O gruplari, fosfolipitlerin pozitif yiiklii kolin bas
gruplar ile hidrojen baglar1 veya daha stabil iyonik baglar olusturabilmektedir
(Mabherani vd., 2013; Rafiee vd., 2017).

Tablo 4.2 Farkli ultrasonikasyon siiresine maruz birakilmis bos ve KE yiiklii

lipozomlarin zeta potansiyeli, boyut, PDI ve enkapsiilasyon verimliligi (%)

Ultrasonikasyon Ornek Zeta Boyut (nm) PDI %EE
siiresi (dk) potansiyeli
(mV)

3 Bos -19.53+0.64°  127.33£1.89® 0.363+0.006%¢ -

KE -27.97+0.31%  132.53£2.68° 0.363+0.005%¢  67.73+0.68¢
5 Bos -24.67+0.87°  118.80+3.01°  0.355+0.011¢ -

KE -23.10+0.36°  141.67+4.91*  0.380+0.004%¢  77.72+0.41°
7 Bos -23.87+1.00°  94.02+1.63¢  0.382+0.007%¢ -

KE -19.27+0.15¢  92.16+1.24°  0.361+0.000°¢  85.29+0.80?
10 Bos -18.77+0.21°¢  77.52+0.33 7 0.435+0.015* -

KE  -17.97+0.42° 104.67+1.97  0.407+0.009° 57.61+0.13¢

d

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Her siitundaki farkl
harfler, ortalamalar arasinda anlamli farkliliklar1 temsil etmektedir (p < 0.05). KE
yiliklemesi KE-lipozomlarinda %0.6 (a/h) olarak sabit tutulmustur. KE: Karadut
ekstrakti.
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Sekil 4.1 KE ytiklii lipozomlarin TEM goriintiileri (Sol ve sag goriintiilerdeki

Olcek cubugu sirasiyla 100 ve 200 nmdir).

Fosfolipid tiirlerinin anyonik dogasi nedeniyle, ultrasonikasyonla liretilen soya
lesitini lipozomlarinin -17.97 ile -27.97 mV arasinda degisen negatif ylizey
yiiklerine sahip oldugu belirlenmistir. KE yiiklii 6rneklerde sonikasyon uygulama
stiresi uzadik¢a zeta potansiyeli azalmigtir (Tablo 4.2). Tiim yiiklii lipozomlarin
zeta potansiyeli (18.33-22.47 mV) sabit ultrasonikasyon siiresinde (Tablo 4.3) bos
lipozomlarinkinden (-23.87 mV) daha diisiik bulunmus olup, KE yiikleme orani
arttikca bu degerin muhtemelen fenolik asitlerin negatif yiiklii karboksil grubundan
dolay1 (Gibis vd., 2013) arttig1 tespit edilmistir. Lipozomlarin polidispersite indeksi
(PDI) degerleri 0.355 ile 0.435 arasinda degiserek genis bir boyut dagilimini
gostermistir (Tablo 4.2) (Hasan vd., 2014). Sonikasyon uygulamasiyla lipozom
veziikiillerinin olusumu sirasinda, disk seklindeki ¢ift katmanli fosfolipid parcalari,
suda ¢oziinebilen maddeleri hapseden termodinamik olarak daha kiiglik kararlt
lipozomlar1 olusturabilir, alternatif olarak kiiclik kararsiz lipozomlar biraz daha
biiyiik kararl lipozomlar olarak birlesebilir (Woodbury vd., 2006). Orneklerimizde
ultrasonikasyonun uzun siirelerde uygulanmasi, yiiksek kesme kuvvetlerinin ¢ok
katmanli vezikiillerin yapisini bozmasi nedeniyle (Koshani & Jafari, 2019)

lipozomlarin %EE degerlerini %85,29'dan %57.61'e kadar azaltmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.3 Farkli oranlarda KE yiiklii lipoozomlarin zeta potansiyeli, boyut, PDI

ve enkapsiilasyon verimliligi (%)

KE Zeta Boyut (nm) PDI %EE
%, a/h potansiyeli
(mV)
Bos 223.87+1.00°  94.02+1.63*  0.382+0.007% -
b
0.2 -19.97+0.40°  94.75+1.54* 0.384+0.010®® 95.05+0.09
b a
0.4 -18.33+0.35¢  96.22+0.46* 0.392+0.001*  92.83+0.03
0.6 -19.27+0.15%  92.16+1.24°> 0.361+0.000° 85.29+0.80
0.8 -21.65+0.31°  76.41+1.23° 0.362+0.007°  79.40+0.99
1 -22.47+0.21°  71.59+0.74¢ 0.371+0.004°¢ 74.10+0.84
d

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Her siitun i¢indeki farkl
harfler, ortalamalar arasinda anlamli farkliliklar1 temsil etmektedir (p < 0.05). KE:

Karadut ekstrakti.

Caligmamizda, KE yiiklii lipozomlarin %EE degerleri %74.10 ile %95.05 arasinda
degismistir (Tablo 4.3). Benzer c¢alismalarda, Memete vd. (2023), karadut
ekstraktini soya lesitini lipozomu igerisine hapsetmis %EE degerini %88.25 olarak
bildirmistir, fenolik bilesik icerigi yiliksek hibiskiis ekstrakti i¢in %EE degeri Gibis
vd. (2014) tarafindan %61-72 olarak saptanmistir. Miirver ekstrakti i¢in ise Bryla
vd. (2015) tarafindan %25 oraninda enkapsiilasyon verimliligi bildirilmistir.
Calismamizda yiiklenen KE miktarinin artirilmasi, %EE'de bir azalmaya yol
agmistir (Guldiken vd., 2017; Giiltekin-Ozgiiven vd., 2016). Bu durum,
lipozomlarin  muhtemel yapisal degisikligi ve artan  gecirgenliyle
aciklanabilmektedir. En yiiksek %EE degerini vermemesine ragmen, %0.8 KE (a/h)
igeren lipozom, sonraki adimlarda yiiklii KE'nin seyreltilecegi icin lipozom yiikli

nanolif tiretimlerinde kullanilmistir.

57



4.1.4 Bos, KE ve Lipozomal KE yiiklii nanoliflerin karakterizasyonu

4.1.4.1 Nanoliflerin SEM ve CLSM ile morfolojik analizleri

PUL/PEK ile iiretilen bos nanoliflerin (A1-A2), serbest KE ile yiiklii nanoliflerin
(B1-B2) ve lipozomal KE ile yiikli nanoliflerin (C1-C2) morfolojisi SEM ile
gbzlemlenmistir (Sekil 4.2). PUL/PEK ve lipozomal KE yiiklii nanofibril aglarin
morfolojisinin uniform ve kusursuz oldugu goézlemlenirken, yalmizca KE yiiklii
ornekler PUL/PEK nanofibril aglar boyunca rastgele boncuk benzeri yapilarin
olusumuna sebep olmustur. Bos liflerin boyutu 183.71 nm olarak tespit edilmistir.
Serbest KE ve lipozomal KE ytiiklenmesi ile nanoliflerin boyutlari sirastyla 135.83
ve 163.09 nm'ye diigmistir. Besleme c¢ozeltisindeki polimer orani ve
konsantrasyonuna bagli olarak, PUL/PEK nanoliflerinin boyutunun Liu vd., (2016)
ve Li vd. (2023) tarafindan 140.19 ile 369.45 nm arasinda degistigi bildirilmistir.
Karakas vd. (2023), jelatin-zein nanofiberlerine propolis yiklii lipozomlar
eklediklerinde, lif boyutunda 312.00 nm'den 243.70 nm'ye kadar bir azalma
oldugunu bildirmistir. Polimer ¢ozeltilerine lipozom ve KE eklenmesi, besleme
cozeltilerinin 6zelliklerini degistirebilmekte ve lif boyutlarinda farklilia sebep
olabilmektedir. Ornegin besleme cozeltilerinin daha yiiksek iletkenlige sahip
olmasi, yiizey yiiklerinin daha ileri itilmesine izin vererek elektroegirme jetinin
yiiksek gerilime maruz kalmasina dolayisiyla daha ince liflerin olusumuna neden
olabilmektedir (Xue vd., 2019). Jiang vd. (2024), pullulan bazli nanolifleri bayberry
posasi antosiyanin ekstrakti ile yiiklediklerinde, antosiyanin eklenmesi sonucunda
polimer jetinin daha biiyiik uzama kuvveti olusturup, yiiklii olmayan liflere kiyasla

daha ince nanolifler elde ettiklerini bildirmistir.
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Sekil 4.2 Nanoliflerin SEM goriintiileri (A1-A2: KE ve lipozom igermeyen
PUL/PEK nanolifleri; B1-B2: serbest KE ile yiiklii PUL/PEK nanolifleri; C1-C2:
lipozomal KE ile yiiklii PUL/PEK nanolifleri).

Lesitin ve polimerler (pullulan ve pektin), lipozom hazirligi ve elektroegirme
isleminden once iki farkli floresan boya (sirasiyla Nile kirmizi ve fast yesili) ile
boyanmis, CLSM ile ¢ekilen lipozomal liflerin goriintiileri Sekil 4.3'te verilmistir.
PUL/PEK polimerleri kirmizi uzun ipliklere benzerken, yesil lipozomlar iplik
iizerinde siralanmis kiigiik dairesel vezikiiller veya lif boyunca uniform olarak

dagilmis kum taneleri olarak tanimlanabilir. Elektrospinning isleminin hafif isleme
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kosullar1 ve besleme ¢oziimlerinin ayarlanabilir formiilasyonu, lipozomal yapilarin
liflere stabil olarak yiiklenmesini saglamistir (Karakas vd., 2023; Kalintas vd.,
2024).

Sekil 4.3 KE-yiiklii nanolilflerin CLSM goriintiileri (A: Nil kirmizisi ile boyanmis
lipozomlar, B: Fast yesil ile boyanmis polimerler, C: iist iiste bindirilmis goriintii.

Yesil ve kirmizi renkler sirastyla lipozomlar: ve polimerleri temsil etmektedir).

4.1.4.2 Nanoliflerin FT-IR spektrumlari ve DSC analizi

Lipozomal KE yiiklii nanoliflerin ve ilgili bilesenlerin FT-IR spektrumlart Sekil
4.4'te verilmistir. KE yiikli nanolif ve lipozomal KE yiiklii nanoliflerin
spektrumlar1 PUL/PEK nanolifinkine benzer olsa da, ¢esitli pik pozisyonlarinda az
miktarda degisiklik goriilmektedir. Bu durum, polimerlerin O-H ve N-H gruplari
ile KE'nin O-H gruplar1 arasinda olas1 molekiiller aras1 hidrojen baglarinin varligini

gostermektedir.
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Karakteristik O—H gerilme titresim bandi, bos PUL/PEK nanolifinde 3366 cm ''de
(Li vd., 2023), KE ve lipozomal KE yiiklii liflerde sirastyla 3372 ve 3354 cm ™ !'de
kendini gostermistir. Bos lifteki 2930 cm ™ "deki C—H gerilme titresimleri, sirasiyla
KE ve lipozomal KE vyiiklii liflerde 2932 ve 2939 cm™""de gézlemlenmistir. KE'nin
1023 cm™! ve 1240 cm™!'deki absorpsiyon bantlari sirastyla C-O ve =C-O-C gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Trak & Arslan, 2021). Lesitinde ester karbonil
(C=0) gerilme titresimi sebebiyle olusan 1735 cm™"deki absorpsiyon bandimin (Lu
vd., 2014), KE yiikli nanoliflerde goriilmedigi tespit edilmistir. Pullulanin
spektrumunda gériilen 754 cm™! ve 924 cm™"de gerilme titresimleri, karakteristik
a-(1-4) ve a-(1-6)-D-glikosidik baglarinin varligin1 gostermekte olup, tiim liflerde
tespit edilmistir.

Nanoliflerin ve ilgili bilesenlerin DSC termogramlar1 Sekil 4.5’te verilmistir. KE
tek basina 134.50 °C ve 153,19 °C'de iki endotermik zirve gostermistir. Pektin ve
pullulanin, sirasiyla 119.34 °C ve 136.40 °C'de suyun eliminasyonundan
kaynaklanan endotermik zirvelere sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5). Nanolifler
sadece PUL ve PEK karisimi ile tretildiginde, bu zirve 95.94 °C'ye kayarken,
sirastyla KE ve lipozomal KE ytiklii nanoliflerde 119.61 ve 126.88 °C'ye gibi daha
yiiksek bir sicakliga kaymustir. Literatiirdeki birgok c¢alismada, endotermik
zirvelerdeki kaymanin veya kaybolmanin, kapsiillenmis bilesik ile polimer matris
arasindaki etkilesimlerden kaynaklandig: iddaa edilmistir (Li vd., 2020; Shao vd.,
2018).
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Sekil 4.4 Lesitin, lipozomal KE yiiklii nanolif, serbest KE ytiklii nanolif, pullulan
(PUL)/pektin (PEK) nanolif, karadut ekstrakti (KE), pullulan ve pektinin FT-IR

spektrumlari.
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Sekil 4.5 Lesitin, lipozomal KE yiiklii nanolif, serbest KE ytiklii nanolif, pullulan
(PUL)/pektin (PEK) nanolif, karadut ekstresi (KE), pullulan ve pektinin

diferansiyel taramali kalorimetre termogramlari.

4.1.4.3 Nanoliflerin Mekanik Ozellikleri

Liflerin mekanik 6zelliklerini belirlemek i¢in, PUL/PEK lifinin, KE yiikli ve
lipozomal KE yiiklii nanoliflerin ¢ekme mukavemeti (CM-Tensile Strength) ve
uzama kirilmas1 (UK- Elongation at Break) parametreleri 6l¢iilmiistiir. Serbest
KEmin PUL/PEK nanolifine yiiklenmesi CM degerini arttirrkken UK’yi
diistirmiistiir. Fakat, lipozomal KE yiiklenmesi mekanik 6zellikleri anlamli olarak
degistirmemistir (p>0.05) (Sekil 4.6A-B). Benzer olarak, Priyadarshi vd., (2022),
tarafindan iiziim c¢ekirdegi ekstrakti PUL/PEK yenilebilir filmlere yiiklenmis,
filmlerin CM degerinin artarken UK degerinin azaldigini bildirmistir. Bu
degisikliklerin, ekstrakt ile polimer matrisi arasinda hidrojen baglar1 araciligiyla

yogun bir yapmin olugsmasi sonucu molekiiller arasi etkilesimlerin artmasindan
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kaynaklanabilecegini aktarmistir. Buna karsilik, onceki caligmalarda, life
hidrofobik biyoaktif bilesenlerin kapsiillenmesi durumunda CM degerlerinde
azalmalar meydana geldigi bildirilmistir (Ge vd., 2019; Karakas vd., 2023). KE,
cesitli polifenoller ve yiiksek seviyede antosiyanin icermektedir. Antosiyaninler de
aromatik halkalar (kismen hidrofobik) i¢ersede daha ¢ok hidroksil gruplari igeren
hidrofilik molekiiller olarak siniflandirilmaktadir. Bu nedenle, KE eklenmesinin,
nanolifleri olusturan polimerlerin molekiiller aras1 kuvvetini giiglendirip, nanolif
aglarinin yogunlagmasini arttirmis olabilecegi, dolayisiyla liflerin CM degerlerinde
bir artisa sebep oldugu sonucuna varilmistir. Fakat, bu degisiklikler genellikle
nanoliflerin esnekligini ve elastikiyetini zayiflatabilmektedir. Giiclii molekiiler
aras1 etkilesimler daha kiigiik deformasyonlara izin verebileceginden dolay1
calismamizda UK degerlerinde azalmalar goriilmiistiir. Fakat, KE’ nin nanoliflere
yiiklenmeden oOnce kapsiillenmis olmasi, KE ve polimerler arasi etkilesimleri
onlediginden lipozomal KE yiiklii liflerle bos PUL/PEK liflerinin benzer CM ve
UK degerleri gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.6 Nanoliflerin ¢ekme mukavemeti, (CM) (A), uzama kirilmasi, (UK) (B)

degerleri, in vitro (C) ve ex vivo (D) mukoadhezyon 6zellikleri.

4.1.4.4 Nanoliflerin Mukoadhesyon Ozellikleri

Liflerin mukoadhesyon 6zellikleri, bir miisin diski ve kuzu mukozal membrani
kullanilarak bir tekstiir analiz cihaziyla hem in vitro hemde ex vivo mukoadhezyon
testleri ile degerlendirilmistir. Her ikisinde de hem serbest KE hemde lipozomal KE
yiiklenmesi, yiiklii olmayan bos nanoliflerin mukoadhesyon isini arttirmistir (Sekil
4.6C-D). Polimerik bir matrisin hidrofilikligi ve sisme kapasitesinin mukoadhezyon
ozelligini etkiledigi bilinmektedir. Yiikli lifler, miisin glikoproteinleri ile
yapismay1 arttirdigi bildirilen hidroksil, karboksil veya amin gruplar1 gibi ek
fonksiyonel gruplara sahip olabilirler. Benzer olarak, Montero vd. (2019), lipozom
iceren filmlerin mukoadhezyon o6zelliinin arttigini1 bildirmistir. Lipozomlarin
plastiklestirici etkisi sebebiyle biyopolimer matrisinin ¢dziiniirliigiinii dolayisyla
mukoadhesyon 6zelligini arttirdig1 iddaa edilmistir. Ek olarak, plastiklestiricilerin
eklenmesi, PUL/PEK filmlerinin esnekligini ve zincir hareketliligini hidrojen
baglar etkilesimleri yoluyla artirabilir. Polimerlerin zincir

hareketliligi/esnekliginin, mukus jel ag1 ile karsilikli diflizyon i¢in kritik oldugu
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bildirilmistir (Andrews vd., 2009). Lipozomal KE yiiklii nanoliflerin in vitro
mukoadhezyon deneyi sonucunda sadece KE yiiklii olanlara kiyasla daha yiiksek
mukoadhezyon saglasa da, ex vivo mukoadhezyon deneyi sonuglarina gore yiikli
lifler arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (»>0.05) (Sekil 5D). Moreno vd.
(2018), Periodik Asit-Schiff (PAS) deneyi ve domuz ince bagirsak dokusu
kullanarak kitosan mikropartikiillerinin (CS) mukoadhezyonunu
karsilastirdiklarinda, sadece bagirsak dokusu ile test edildiginde drnekler arasinda
anlamli bir fark tespit edememistir. Hayvan dokusunun degiskenligi ve

karmagikliginin test sonuglarini etkileyebilecegini aktarmistir.

4.1.4.5 Serbest KE ve KE Yiiklii Liflerden Fenoliklerin in vitro

Biyoerisilebilirliginin Belirlenmesi

Mide ve bagirsak sindirimi asamalar1 sonrasinda serbest KE ve KE yiikli
nanoliflerden elde edilen fenoliklerin in vitro biyoerisilebilirligi (BE%) Tablo 4.4'te
verilmistir. Mide sindiriminden sonra, serbest KE'den antosiyaninlerin geri
kazanim1 %66.88 ile %103.89 arasinda degismis olup, en yiiksek geri kazanim
orani siyanidin 3-rutinositte goriilmiistiir (Tablo 4.4). Jiao vd. (2018), yaban
mersini ekstraktini mide sindirimine maruz biraktiktan sonra siyanidin 3-rutinositin
geri kazaniminin sonuglarimiza benzer olarak arttigini bildirmistir. Kim vd. (2020)
ile Liang vd. (2012) tarafindan farkli karadut tiirleri i¢in mide sindirimi sonrasinda
toplam antosiyanin geri kazanimlart %73 ve %98.37 olarak bildirilmistir.
Calismamizda mide sindirimi sonrasi drneklerden elde edilen antosiyaninlerin
%BE degerleri, serbest KE > KE yiiklii nanolif > lipozomal KE ytiklii nanolif olarak
siralanmaktadir. Bu sonug tasarlanan enkapsiilasyon sistemlerinin mide sindirimi
boyunca daha diisiik bir salinim yaptigin1 gdstermektedir. Antosiyaninler, esas
olarak flavylium katyonlar1 olarak bulunduklari asidik ¢o6zeltilerde (pH 1-3)
cogunlukla stabildirler. pH > 6'da, antosiyaninler stabilitelerini kaybederler, kalkon
formunu alir ve ardindan kimyasal bozulmaya ugrayarak fenolik asitlere
parcalanmaktadirlar (Fang, 2014). Mide sindirimine kiyasla bagirsak sindirimi
sonrast, c¢alismamizdaki serbest KE'den elde edilen antosiyaninlerin %BE
degerlerinin  6nemli o6lgiide azaldign gdzlemlenmistir. Ozellikle siyanidin
tiirevlerinin %BE degerlerinin %8.86 ile %14.58 arasinda degistigi tespit edilmistir
(Tablo 4.4). Hassimotto vd. (2008) in vivo olarak farelerde siyanidin 3-glukozit ve

siyanidin 3-rutinozitin emilimini ve metabolizmasim1 arastirdiklarinda, bu
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antosiyaninlerin sindirim sivilarindaki oraninin zamanla azaldigini ve siyanidin

glikozitlerinin diisiik miktarlarda aglikon formlarina doniistiigiinii bildirmislerdir.

Bagirsak sindirimi sonrasi, siyanidin di-glukozitin (%11.49) stabilitesinin,
siyanidin 3-glukozitin (%8.86) stabilitesinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Benzer sonuglar, Alighourchi vd. (2008) ve Sengul vd. (2014) tarafindan da
bildirilmistir. Diglikozitlerin 3-glikozitlere gére daha fazla stabilite gostermesinin
sebebi, C5’teki glikozil grubunun C6 ve C8 pozisyonlarinin niikleofilik karakterini
azaltmasina baglanmaktadir. Kim vd. (2020), seker gruplarininda in vitro sindirim
sistemindeki antosiyaninlerin stabilitesini etkiledigini bildirmistir. Calismamizda
benzer olarak, siyanidinin rutinozit grubunun (%14.58) glikozit grubuna (%8.86)
kiyasla daha stabil oldugu goriilmiistiir. Pelargonidin 3-glukozit, bagirsak
sindiriminden sonra KE'den elde edilen en stabil antosiyanin olarak tespit
edilmistir. Onceki calismalarda, B-halkasinda daha az hidroksil grubu bulunan
antosiyanininlerin stabilitesini daha yiiksek oldugu, B-halkasinda bir substitiisyon
(hidroksil grubu) bulunmasi sebebiyle pelargonidin glikozitlerinin yaygin
antosiyaninler arasinda en yiiksek stabiliteye sahip oldugu bildirilmistir (Liu vd.,

2014).

Serbest KE ile karsilastirildiginda, lipozomal KE yikli nanoliflerdeki
antosiyaninlerin biyoerisilebilirliginin yaklasik olarak iki kat artttig1 goriilmiistiir.
Serbest KE yiiklii liflerde ise bagirsak sindirimi sonrasinda siyanidin ve siyanidin
3-glukozit disinda istatistiksel olarak anlamli degisikliklere rastlanamamustir (p>
0.05). Serbest Jussura posast ve Jussura posast yiiklii PEO nanoliflerin sindirim
sonrasindaki antosiyanin geri kazamimlar1t Giaconia vd (2022) tarafindan
incelenmistir. Nanoliflerin igerisine hapsedilmis antosiyaninlerin sindirim sonunda
%17’sinin, serbest ekstraktan ise %14 iiniin geri kazanildigini bildirmistir. Isik vd.
(2018), ise kiraz ekstraktin1 jelatin veya jelatin-laktalbumin nanoliflerinin igerisine
hapsetmis, orneklerin biyoyararliniminda iyilesme tespit etmistir. Li vd. (2023),
PUL/PEK elektrospun nanoliflerini iiretip, sindirim 6zelliklerini simiile edilmis bir
gastroinstestinal modelde degerlendirmistir. Lifleri mide sivisinda 30 dakika
boyunca beklettiklerinde yapisin1 koruyabildgini, mide asidinin nanolifleri
tamamen pargalamak i¢in yeterli olmadigini bildirmistir. Fakat, bagirsak sivisinda
30 dakika sonunda liflerde parcalanmalar, sismeler gozlemlemistir. Bagirsak

stvisinda 60 dakika sonunda lif yapimin ¢oziindiigiinii bildirmistir. KE’nin
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PUL/PEK  nanoliflerine  lipozomlara yiiklenerek enkapsiile edilmesi,
antosiyaninlere ek koruma saglamaktadir. Antosiyaninlerin hidrofilik dogasi
nedeniyle lipozomlarin ¢ekirdeklerine hapsolmasi muhtemeldir. Lipozomal KE
yuklii nanoliflerde KE 6nce lipozom zarindan ardindan PUL/PEK nanolifin polimer
agindan difuze olmaktadir. Serbest KE yiiklii nanolifte ise KE nanoliflerin sindirim
orataminda sismesi ve ¢dzlinmesi sonucu dogrudan bagirsak kosullarina maruz
kalmaktadir. Calismamizda polimer matrisinden salinan lipozomlar, lipozomlarda
hapsolmus aktif bilesenin sindirim sivilarina maruz kalmasini geciktirmistir.
Fenolik bilesiklerin sindirim sistemi kosullarindan lipozomal enkapsiilasyonla
korunabildigi daha once bildirilmistir (Saroglu & Karadag, 2024). Bagirsak
sindirimi sirasinda, safra tuzlar fosfolipid c¢ift katmanina niifuz ederek lipozom
vezikiillerinin sismesine ve membranin akigkanli§inin artmasina neden olur, bu da

kapsiillenmis maddelerin kontrollii salinimina yol agmatakdir (Chen vd., 2021).

Fenolik asitlerden, sadece protokatesuik asit ve vanilik asit sindirilmis KE’den geri
kazanilmistir. Serbest ve kapsiillenmis KE’nin bagirsak sindirimi sonrasi
protokatesuik asit seviyesi baslangic miktarinin yaklasik %107-169°u olarak
belirlenmistir. Lipozomal KE yiiklii nanoliflerin protokatesuik asit geri kazanimi,
tiim 6rnekler arasinda en diisiik bulunmustur. Bu durum, enkapsiilasyon sisteminin
antosiyaninleri daha fazla koruyabildigine atfedilmistir. Antosiyaninler, bagirsak
sindirimi sirasinda sekerlerin ayrilmasiyla antosiyanidine metabolize olmakta, daha
sonra protokatesiiik asit ve ferulik asit gibi daha kiigiik bilesiklere
parcalanabilmektedir. Bagirsak ortami, molekiiler yapinin degismesine ve B
halkasinin kirilmasina neden olarak fenolik asit bilesenlerinin olusumunu
saglamaktadir (Fang, 2014). Seeram vd. (2001), protokatesuik asidin, siyanidin 3-
glukozitinin B/C halkasinin pargalanmasiyla olusan siyanidinden kendiliginden
bozulma yoluyla olusabilecegini bildirmistir. Protokatesuik asit, ayrica siyanidin 3-
glukozit ile beslenen sicanlarin serumunda (Tsuda vd., 1999) ve siyah ahududu
tiiketiminin ardindan insanlarin plazmasinda (Chen vd., 2012) tespit edilmistir.
Calismamizda baslangigta tespit edilemeyen, vanilik asitin serbest KE’de bagirsak
sindirimi sonunda olustugu tespit edilmistir. De Ferrars vd. (2014), siyanidin 3-
glukozitin 6ncelikle protokatesuik aside parcalanip daha sonra vanilik asit, hipurik
asit, ferulik asit ve 4-hidroksibenzaldehit dahil olmak iizere bir¢ok metabolite genis

6l¢iide metabolize edildigini bildirmistir. Klorojenik asit ve kriptoklorojenik asidin
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ise sindirimden sonra serbest KE’de tamamen parcalandig1 goriiliirken, lipozomal
KE yiiklii nanoliflerdeki %BE degerleri sirasiyla %27.51 ve %19.16 olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.4). Sadece klorojenik asit (%11.06) sindirimden sonra serbest
KE yiiklii nanoliflerde tespit edilmistir. Siracusa vd. (2011), bagirsak sindiriminden
sonra klorojenik asidin %95.7 oraninda kaybini bildirmistir, bu durum klorojenik
asidin sulu c¢ozeltilerdeki kararsizliklar ile iligkilendirilmistir (Kamiloglu &

Capanoglu, 2013).

Serbest KE'den bagirsak sindirimi sonunda kaempferol 3-glukozit ve kuersetin 3-
glukozit geri kazanimi gézlemlenmemistir; bu flavonoidlerin miktarinin sindirimle
yiiksek oranda azalmasi, Siracusa vd. (2011) tarafindan da bildirilmistir. Bagka bir
calismada bu stabilite kayiplari, kaempferol 3-glukozit ve kuersetin 3-glukozitin
pankreatin ve diger sindirim bilesenlerindeki sindirim enzimleri veya diger
proteinlerle olan affinitelerine baglanmistir (Gonzales vd., 2015). Ancak, lipozomal
KE yiiklii nanolifler i¢in bagirsak sindirimi sonunda, kuersetin 3-glukozitin geri
kazanimi %26.75 olarak tespit edilmis olup, kaempferol 3-glukozid icin %4.61
olarak belirlenmistir (Tablo 4.4). Bagirsak sindiriminden sonra, serbest KE (%2.23)
ve KE yiiklii nanoliflerde (%1.10) luteolin 7-glukozitin %BE degeri, lipozomal KE
yukli liftekine (%17.83) kiyasla Onemli oOl¢lide daha diisiik bulunmustur.
Caligmamizda, flavonoidler arasinda en yiiksek %BE degerine rutinin (%21.38 -
35.95) sahip oldugu goriilmiistiir. Gayoso vd. (2016) ile Siracusa vd. (2011) saf
bilesiklerin sindirimi iizerinde ¢alisarak farkli sonuglar bildirmislerdir. Ornegin,
rutin geri kazanimi toplam kayiptan baslangi¢ konsantrasyonunun %37'sine kadar
degisiklik  gostermistir. Bu nedenle, sindirim metodolojisininde  de
biyoerisilebilirligin degerlendirilmesinde 6nemli bir faktdr olabilecegi sonucuna

vartlmistir (Minekus vd., 2014).
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Tablo 4.4 KE, serbest KE ve lipozomal KE ile yiiklii nanoliflerin in vitro biyoerisilebilirligi

Biyoerisilebilirlik (%)

KE yiiklii nanolif Lipozomal KE yiiklii nanolif

Mide Bagirsak Mide Bagirsak Mide Bagirsak
Antosiyaninler
Siyanidin 3-glukozit 98.60+1.33* 8.86+0.21* 50.85+0.01° 13.60+0.20¥ 28.30+2.69¢ 17.12+0.90*
Siyanidin 81.51+2.08* 10.95+0.07* 40.32+2.84 12.67+0.79¥ 24.54+2.19¢ 23.64+0.19*
Siyanidin 3-rutinosid 103.89+4.57* 14.58+0.60Y 45.56+3.57" 14.63+0.39Y 31.66+1.05° 23.08+1.33%
Siyanidin 3-5 diglukozit 90.80+1.63* 11.49+1.63Y 71.73+2.06" 11.5941.65Y 45.34+0.93¢ 22.19+0.87*
Pelargonidin 81.50+1.30* 31.1442.59* 42.48+4.54° 21.654+4.15* 26.31+£3.91¢ 25.29+4.52%
Pelargonidin 3-glukozit 66.88+0.317 32.47+3.06" 38.76+0.89¢ 26.52+0.52Y 52.69+0.93° 50.36+1.37*
Flavonoidler
Luteolin 7-glukozit 43.74+1.21° 2.23+0.24Y 67.09+5.13* 1.10+0.22¥ 48.91+4.89P 17.83+0.38*
Rutin 32.97+1.26° 21.38+2.52¢ 50.18+2.06* 33.96+4.89% 18.55+0.46¢ 35.95+1.30*
Kuersetin 3-glukozit 40.15+0.00" - 84.57+0.75* 14.60+1.92Y 47.13+0.90" 26.75+1.35*
Kaempferol 3- glukozit 55.56+7.14* - 77.27+6.43* - 62.54+1.45* 4.61£0.72
Fenolik asitler
Klorojenik asit 29.39+2.77* - 22.30+1.40* 11.06+2.24Y 11.61£1.09" 27.51+3.13%
Kriptoklorojenik asit - - 89.06+1.29* - 45.47£5.17° 19.16+2.96
Protokatesuik asit 54.17+5.89" 169.79+4.42* 87.26+8.67* 153.65+8.46* 71.28+3.03 107.06£10.75Y
Vanilik asit - 100.00+2.45* - 89.26+3.12Y - 86.30+1.02Y
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4.1.4.6 Fenolik bilesiklerin in vitro biyoyararlanimi

Caco-2 hiicre ¢alismasinda, insan bagirsak sistemi taklit edilmistir. /n vitro
biyoyararlanabilirlik, antosiyaninlerin hiicrelerin bagirsak boslugunu temsil eden
apikal kisimdaki miktarinin, emilim gergeklestikten sonra bilesenlerin nakledildigi
kan dolasimini temsil eden bazolateral kisimdaki miktarina orani belirlenerek
degerlendirilmistir. Tiim Orneklerin stok ¢ozeltisi (EKS400; SL400; LP400) ve
lipozomal KE yiikli nanolifin SS1 seyreltisi (LP300), CaCo-2 hiicrelerinde
sitotoksik aktivite gostermistir (p<0.05). Bu nedenle, biyoyararlanim testini
gerceklestirmek icin SS2  (EKS200, SL200, LP200) seyreltik c¢ozeltileri
kullanilmistir (Sekil 4.7). Tespit edilen antosiyaninlerin in vitro biyoyararlanim
sonuglar1 Tablo 4.5'te gosterilmistir. Sadece siyanidin 3-5 diglikozit, KE ve serbest
KE yiiklii nanoliflerin bazolateral taraflarinda tespit edilebilmistir. Lipozomal KE
yiiklii nanoliflerin bazolateral tarafinda ise, siyanidin 3-5 diglukozitin yani sira
pelargonidin 3-glukozit, siyanidin 3-rutinosit ve siyanidin 3-glukozitte tespit
edilmistir. Lipozomal KE yiiklii nanoliflerin antosiyaninlerin hiicresel salinimini
arttirdigr tespit edilmistir. Serbest KE biyoyararlanimi sonuglarimizla uyumlu
olarak, Steinert vd. (2008) Caco-2 hiicre monolayerleri kullanarak frenk {liziimii
antosiyaninlerinin potansiyel emilimini arastirmis ve bazolateral ¢ozeltide herhangi
bir antosiyanin (delfinidin ve siyanidin glikozitleri) bulamamuslardir.
Antosiyaninlerin emilimi ve biyoyararlanabilirliginin hiicresel metabolizma ve
bazolateral zar boyunca translokasyon tarafindan etkilenebilecegini aktarmislardir.
Benzer sonuglar {iziim antosiyaninleri i¢in Kuntz vd. (2015) tarafindan
bildirilmistir. Fakat, Herrera-Balandrano vd. (2023), yaban mersini antosiyaninleri

icin %16'dan fazla biyoyararlanim degerleri elde etmistir.

Antosiyaninler i¢in biyoyararlilik degerleri ¢alismamizda elde edilen serbest KE
sonuglartyla uyumlu olarak genellikle olduk¢a diisik (1-5%) bildirilmistir
(Kamiloglu vd., 2015). Serbest KE’de sadece siyanidin 3-5 diglikozitin bazolateral
tarafa tasindig tespit edilmis ve bu deger %5 ten kiiciik bulunmustur (Tablo 4.5).
Ancak, farkli kapsiilleme c¢aligmalarinda daha yiiksek emilim seviyeleri
bildirilmistir. Ornegin, Jeon vd. (2016) nanokapsiillerin resveratrol emilimini
%3.5'ten %7'ye onemli dl¢iide arttirdigini bildirmistir. Calismamizda, lipozomal
KE yiiklii nanolifler, antosiyaninlerin in vitro biyoyararlanimimi %3.92 ile %10.50

arasinda artirmis olup, Onerdigimiz kapsiilleme yonteminin bagirsak fitobesin
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emilimi icin etkili bir yaklasim oldugunu goéstermektedir. Onceki g¢aligmalar,
lipozomal formiilasyonlarin antosiyaninlerin (Sun vd., 2021) ve resveratroliin (Xu

vd., 2023) emilimini artirabilecegini ortaya koymustur.

Lipozomal nanolifimizde siyanidin 3-rutinositin (%6.94) emilimi, siyanidin 3-
glukozitin (%3.92) emiliminden daha yiiksek bulunmustur. Liu vd. (2014), Caco-2
hiicrelerinde yaban mersini antosiyaninlerinin emilimini degerlendirdiklerinde,
seker gruplarmin antosiyaninlerin emilimini etkiledigini bildirmistir. Nielsen vd.,
(2003) ise, tavsanlar iizerinde bir ¢alisma yaparak antosiyanin rutinosidlerinin
antosiyanin glukozidlerinden daha kolay emildigini tespit etmistir. Ayrica, Yi vd.,.
(2006), daha fazla serbest hidroksil grubunun ve daha az OCHj3; grubunun
antosiyaninlerin biyoyararlanimini azaltabilecegini iddia etmistir. Calismamizda
pelargonidin 3-glukozit (%6.00) ve siyanidin 3-glukozit (%3.92) arasindaki
hiicresel salinim farkliliklari, B halkalarindaki hidroksil grubu miktarlarinin
farkliligma atfedilmistir (Fang, 2014). Fenolik bilesiklerin hiicresel emilim
calismalarinda seker gruplarmin varligida literatiirde farkli sonuglara sahiptir.
Herrera-Balandrano vd., (2023), daha hidrofobik antosiyaninlerin daha hidrofilik
antosiyaninlerden daha iyi emilim verimliligine sahip oldugunu bildirmistir.
Aksine, Zhang vd., (2020) flavonoidler i¢in 6zellikle digliikosit formlarinin aglikon

formlarina kiyasla daha iyi emilebilecegini belirtmistir.
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Sekil 4.7 In vitro sindirilmis 6rneklerin Caco-2 hiicreleri tizerindeki sitotoksisitesi
(Sonuglar, kontrol grubunun %100 canlilik oranina sahip oldugu varsayilarak elde
edilen verilerin normalize edilmesiyle elde edilmis olup, ortalama+standart sapma

olarak ifade edilmistir, *p<0.05, ***p<0.001).

Tablo 4.5 Serbest KE, serbest KE ve liposomal KE ytiklii nanoliflerin in vitro

biyoyararlanimi
Serbest KE Serbest KE yiiklii Lipozomal KE yiiklii nanolif
nanolif
ng/mL pg/mL
pg/mL

Apikal  Bazolat Hiicrese Apikal Bazolat Hiicres Apikal Bazolat  Hiicresel

eral 1 eral el eral salimm
salimm salimm
(%)
(%) (%)

Siyanidin 8.23+0 - - 8.69+0 - - 5.85+0. 0.23+0.
3- .14 .09 83 01 3.92+0.33
glukozit
Siyanidin ~ 6.07+0 - - 3.53+0 - - 3.18+0. 0.22+0.
3- 18 44 13 01 6.94+0.49
rutinozit

Siyanidin =~ 0.47+0  0.02+0. 4.16+1.  0.63x0  0.04+0. 5.23+0. 0.31+0.  0.02+0.  10.50+1.0

3-5 .05 01 01° .09 01 53° 05 04 28
diglukozit

Pelargoni  0.94+0 - - 3.19+0 - - 3.11+0.  0.19+0.

din 3- .06 .04 06 00 6.00+0.11
glukozit
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Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Her siitundaki farkli
harfler, ortalamalar arasinda anlamli farkliliklar1 temsil etmektedir (p < 0.05).
Hiicresel salinim (%) = (bazolateral ¢ozeltideki KE fenolik bilesen miktari/apikal
cozeltideki KE fenolik bilesen miktar1) x 100. KE: Karadut ekstrakti.

4.2 Glutenin Hidrolizatinin Enkapsiilasyonu
4.2.1 GH’in Hidroliz Derecesi ve Antioksidan Aktivitesinin Analizleri

Flavourzyme, Aspergillus oryzae tarafindan {iretilen bir endoproteaz ve
ekzopeptidaz karigimidir ve proteinleri hidrolize ederek antioksidatif veya radikal
temizleyici peptitler olusturmasi agisindan onerilmistir (Xue vd., 2009; Raghavan
vd., 2008). Calismamizda GH'nin HD'si %5.45+0.48 olarak belirlenmis olup, bu
deger Bozkurt vd., (2021) tarafindan bildirilen GH'nin HD degeri (%5) ve
Flavourzyme kullanilarak iiretilen kanola proteini hidrolizatinin (%6.33) HD degeri
ile yakin bulunmustur (Cumby vd. 2008). FRAP ve ABTS" analiz sonuglari
sirasiyla 0.436 + 0.02 pg AAE/mg GH ve 1096.13 + 13.17 ng GH/mL ICso degeri
olarak belirlenmistir. Protein hidrolizatlarinin antioksidan aktivitesinin, peptit
boyutu, amino asit dizilimi, enzim tiirii, enzim-substrat orani, sicaklik ve pH gibi

bir ¢ok farkli hidroliz kosuluna bagli oldugu bilinmektedir (Czelej vd., 2022).
4.2.2 GH Yiiklii ve Bos Lipozomlarin Karakterizasyonu

Farkli lesitin:fitosterol oranlarinin lipozomlarin zeta potansiyeli, boyut, PDI ve
%EE degerlerine etkisi Tablo 4.6’da verilmistir. Bos lipozomlarin boyutu (GH
olmadan) yaklasik 60 nm tespit edilmistir. Bos lipozomlarin boyutunun belirli bir
lesitin:sterol oranma kadar fitosterol miktarina 6nemli Olgiide bagli olmadig
gorlilmiistiir  (p>0.05). Daha yiiksek fitosterol seviyelerinde (1:0.75, a/a),
lipozomlarin boyutlari, membranlarin steroller tarafindan boyutsal olarak
doldurulmasi nedeniyle yaklasik 73 nm'ye yiikselmistir (Song vd., 2022). Vesikiil
boyutu, GH ile yiiklendiginde lesitin:sterol oranina bagli olarak hafif bir azalma
ardindan artis gdstermistir. Ornegin, GH'nin saf lesitin lipozomlarina (fitosterol
olmadan) ytliklenmesi vezikiil boyutunu biiyiitmiistiir (p>0.05). 1:0.1 (a/a) oraninda
fitosterol katilmasi ile boyut yaklasik 55 nm'ye (p<0.05) diismiistiir daha sonra
1:0.5 (a/a) oraninda boyut hafifce artarak yaklasik 67 nm olmustur. Wong (2009),

steroliin lipozomlara daha diisiik konsantrasyonlarda eklenmesinin ¢ift katman
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akigkanligin1  artirabilecegini ve daha kiiglik lipozomlarmn  olugumunu
kolaylastirabilecegini bildirmistir. Jovanovi¢ vd., (2018) ile Zhao vd., (2015) ise,
daha yiiksek sterol seviyelerinin membran akiskanligini1 azaltabilecegini, lipidler
arast bosluk olusumunu tegvik edebilecegini, membran genislemesini
saglayabilecegini ve boyutta artisa neden olabilecegini belirtmislerdir. Bos ve GH
yiiklii lipozomlarin TEM goriintiileri, DLS analiziyle uyumlu olarak, 53 ila 66 nm

arasinda degisen lipozomlarda yaygin olarak goézlemlenen ozelliklerle uyumlu

olarak, kiiresel bir morfoloji ve monolayer yap1 gostermistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 Bos (A) ve GH yiiklii lipozomlarin (B, C, D) TEM gériintiileri (Olgek
c¢ubugu A ve B i¢in 200 nm, C i¢in 100 nm ve D i¢in 50 nm’dir).

Yaklagik +/-30 mV'ye yaklasan bir zeta potansiyeli degeri, nanopartikiillerin
cozeltideki kolloidal stabilitesinin arttigin1  gostermektedir. Fitosterollerin
eklenmesi, GH yiiklii lipozomlarin zeta potansiyel degerini arttirmis, ancak bos
lipozomlart 6nemli Olgiide etkilememistir (Tablo 4.6). Daha yiiksek
konsantrasyonlarda sterollerin eklenmesi, lipozom yiizeylerindeki peptitler ve

fosfolipitler arasindaki etkilesimi degistirmis olabilir (Hosseini vd., 2017,
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Mazloomi vd., 2020). Diistik bir polidispersite indeksi (PDI), uniform bir pargacik
boyutu dagilimmi gostermektedir (da Rosa Zavareze vd, 2014). GH yiikli
fitosterolsiiz lipozom harig tiim lipozomlarin PDI degeri 0.3"{in altinda bulunmustur

(Tablo 4.6).

Tablo 4.6 Farkli lesitin:fitosterol (L:F) oranlarinda lipozom 6rneklerinin pargacik
boyutu, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi (PDI) degerleri ve kapsiilleme
verimliligi (EE%)

L:F Ornek Boyut (nm) Zeta PDI %EE
(ala) potansiyeli
(mV)
1:0 Bos 58.91+0.88 ¢ -32.80+0.66 ¢ 0.274+0.011 ® -
GH 62.87£0.59 > -32.63+£1.33 " 0.319+0.006 ? 17.46+£1.37 ¢
1:0.10  Bos 59.78+2.55 ¢ -28.63+0.55 9 0.249+0.015 4 -
GH 54.51+1.04 ¢ -30.70+0.79 ¢4 0.209+0.002 ¢ 18.51+0.93 ¢
1:0.25  Bos 61.68+0.69 ° -33.43+0.25"  0.241+0.010 P4 -
GH 61.85+0.82 ¢ -32.47+0.95 % 0.233+0.009 bed 25.48+1.77"
1:0.50  Bos 61.10£0.23 ¢ -32.97+£1.26 P 0.243+0.002 Ped -
GH 66.86+0.86 P -39.40£1.01*  0.272+0.013 ® 66.09+1.21 2
1:0.75  Bos 72.68+0.98 * -32.73+0.55 " 0.255+0.009 b*
GH 74.42+2.81 2 -37.03+0.42*  0.228+0.036 20.17+1.04 ¢

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Her siitundaki farkli
harfler, ortalamalar arasinda anlamli farkliliklar1 temsil etmektedir (p < 0.05). GH
lipozomlara yiiklenme orani 5 mg/mL olarak sabit tutulmustur. GH: Glutenin

hidrolizati

Herhangi bir tagima sistemi gelistirildiginde dncelikli olarak ytiksek bir kapsiilleme
(%EE) degeri Onceki
hidrolizat1 yiiklii lipozomlarin %EE degerlerinin %28 ile %92 arasinda degistigi
bildirilmistir (Mohan vd., 2018; Hosseini vd., 2017). Protein hidrolizatlarindaki

verimliligi hedeflenmektedir. caligmalarda, protein

76



peptit cesitliligi, lipozom yapilariyla olan affinitelerini anlamay1 zorlagtirmaktadar.
Calismamizda, GH'nin (5 mg/mL) saf lipozomlara (fitosterol olmadan)
yiiklendiginde EE% degeri %17.46+1.37 olarak tespit edilmistir, bu deger
fitosteroliin belirli bir seviyeye kadar (lesitin konsantrasyonunun %50'si, a/a)
eklenmesiyle %66.09+1.21'e ylikseltilmis olup, daha yiiksek ekleme seviyelerinde
azalmistir (Tablo 4.6). Fosfolipid ¢ift katmanina yerlesen sterol molekiilii, C17'deki
karbonhidrat kuyrugunun hidrofobik yag asidi zincirleriyle etkilesime girmesine
olanak tanir. Steroliin C3'teki hidroksil grubu, fosfolipitlerin hidrofilik basg
gruplartyla eszamanli olarak etkilesir (Silva vd., 2011). Bu etkilesimler, ¢ift
katmanda bosluklari doldurur, yapiy1 giiclendirir ve kapsiillenmis bilesigin gegisini
azaltarak sizintiy1 azaltir (Chen vd. 2010). Onceki ¢alismalar da fitosterollerin
lipozomlara dahil edilmesiyle kuersetin ve askorbik asit yiiklii lipozomlarin
%EE'sinin arttig1 bildirilmistir (Toopkanloo vd., 2020; Alexander vd., 2012). Belirli
bir fitosterol konsantrasyonunun &tesinde (%1:05, w/w) %EE'deki azalma,
vezikiillerde asir1 sert zar yapisinin olugmasi, bu durumun homojen olarak stabil
vezikiillerin olusumunu engellemesi ve sizintiya yol agmastyla iliskilendirilmistir

(Tai vd., 2019).

Ayni lipozom formiilasyonunu (lesitin: fitosterol, 1:0.5, a/a) farklh GH
konsantrasyonlar1 (0-10 mg/mL) ile yiliklemek, lipozom parcacik boyutunun
yaklagik 60'dan 90 nm'ye kadar artmasina neden olmustur (Tablo 4.7), benzer
sonugclar, 1-10 mg/mL balik jelatini hidrolizatin1 lipozomlara kapsiile eden Hosseini
vd. (2017) tarafindan bildirilmistir. GH yikli lipozomlarin zeta potansiyel
degerleri ise (-35.93 ila -39.73mV) (Tablo 4.7), bos lipozomlarinkinden (-
32.97mV) daha yiiksek bulunmustur. Bu durum peptitlerin lipozom ylizeyine
entegrasyonuyla agiklanabilir (Sarabandi vd.., 2019). En yiiksek konsantrasyon (10
mg/mL) harig, GH yiiklemesi PDI degerlerinde istatistisel olarak anlamli bir
farkliliga sebep olmamistir (p>0.05). Yiiksek derecede yiiklii peptitlerin varligi,
kolloidal sistemin heterojenligini sebep olmus olabilir. GH'nin lipozomlardaki
%EE degeri, ylikleme konsantrasyonu 5 mg/mL'den 10 mg/mL'ye ¢ikarildiginda,
%66.09'dan %32.02'ye kadar onemli Ol¢iide azalmistir (Tablo 4.7). Daha once
bildirildigi gibi, belirli bir peptit konsantrasyonunun otesinde, lipozomlar
doygunluga ulagacak ve daha yiiksek yiikleri tagtyamayacaktir (Hosseini vd., 2017,
Mosquera vd., 2014).
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Tablo 4.7 GH ile yiiklii lipozomlarin pargacik boyutu, zeta potansiyeli,
polidispersite indeksi (PDI) ve kapsiilleme verimliligi (EE%).

GH Boyut (nm) Zeta PDI %EE
(mg/mL) potansiyeli
(mV)

0 61.10+0.23 4 -32.97+1.26¢  0.24340.002 P¢ -

5 66.86+0.86 © -39.40+1.012  0.272+0.013 P 66.09+1.21

7.5 75.69+0.34 b -37.47+0.50 2> 0.214+0.003 © 57.52+2.27
b

10 87.71+0.58 2 -35.93+0.87"  0.329+0.028 2 32.02+2.62

C

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Her siitundaki farkli
harfler, ortalamalar arasinda 6nemli farkliliklar1 temsil etmektedir (» < 0.05). GH:

Glutenin hidrolizati. Lesitin: Fitosterol oran1 1:0.5 (a/a) olarak sabit tutulmustur.

4.2.3 Bos, GH ve Lipozomal GH Yiiklii Tek ve Cift Eksenli Nanoliflerin
Karakterizasyonu

4.2.3.1 Nanoliflerin SEM ve CLSM ile morfolojik analizleri

Lipozom veya GH igcermeyen, bos tek eksenli (Sekil 4.9A) ve cift eksenli liflerin
(Sekil 4.10B) boyutlari, sirasiyla yaklasik 188 ve 195 nm olarak belirlenmistir.
Serbest GH'nin tek eksenli liflere eklenmesi boyutu 216 nm'ye (Sekil 4.9C) kadar
artirirken, ¢ift eksenli liflerde yaklasik 181 nm civart tespit edilmistir (Sekil 4.10B).
GH (7.5 mg/mL) yiikli lipozomlar (1:0.5, lesitin:fitosterol, a/a) ve bunlarin bos
karsitlari, lipozom yiiklii liflerin tiretimi i¢in kullanilmistir. Bos lipozomlar (Sekil
4.9D) ve GH yiikli lipozomlar (Sekil 4.9C) tek eksenli liflere eklendiginde,
boyutlari sirastyla 254 ve 241 nm'ye yiikselmistir. Cift eksenli liflerde ise GH yiikli
lipozomlarin varligi, boyutun 195 nm’den 219 nm'ye (Sekil 4.10C) yiikselmesine
neden olmustur. Tiim yiikli lif formiilasyonlarinda, ¢ift eksenli elektrospinning

sonucu daha diisiik boyutlara sahip lifler elde edilmisir. Li vd. (2023), cift eksenli
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lif boyutlarindaki bu farki, ¢ekirdek sivisinin hizli buharlagsmasini 6nleyen ve daha
stabil jetlerin olusmasina ve daha uzun uzanmasina neden olan kabuk sivisinin
varligina atfetmislerdir. Lipozom ve polimerlerin daha 6nce boyandigi lipozomal
GH yiiklii liflerin CLSM goriintiileri Sekil 4.11'de verilmistir. PUL/CMC polimer
lifinin kirmiz1 iplikleri i¢inde bulunan lipozomlar (yesil-sar1) kiiciik, dairesel
vezikiiller olarak tanimlanabilir ve homojen bir sekilde dagilmistir. Tek eksenli ve
cift eksenli liflerin {ist iiste bindirilmis CLSM goriintiileri, lipozomlarin gémiilii
oldugu lif yapilarini ispatlamaktadir (Sekil 4.11C-F). Tek eksenli liflere (Sekil
4.11A ve B) kiyasla, yesil rengin daha az yogunlugu (Sekil 4.11E) ve kirmizi rengin
daha yiiksek yogunlugu (Sekil 4.11D), lipozomlarin ¢ekirdek tarafindan kabuk
polimerleriyle korunmasina atfedilebilir. Bir konfokal mikroskopta, ornegin
derinligi arttikca, floresan boyanin yaydigi sinyal genellikle zayiflar ve renk
yogunlugu azalir. Ust katmanlardan gegen lazer 15181 emilir veya dagilir. Benzer
sekilde, daha derin katmanlardan yayilan fluoresan sinyal, {ist katmanlardan

gecerken yogunlugunda bir azalma yasar (Pawley, 2006).
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Sekil 4.9 Tek eksenli liflerin SEM goriintiileri ( A1-A2: GH ve lipozom
icermeyen bos lifler; B1-B2: Lipozomal GH ile yiiklii lifler; C1-C2: Sadece GH
ile ytukli lifler; D1-D2: Bos lipozomlarla ytiklii lifler).

Tiim liflerin, GH yiikli tek eksenli lifler harig, PUL/CMC lif aglar1 boyunca
uniform ve kusursuz bir morfolojiye sahip oldugu gézlemlenmistir. GH yiikli tek
eksenli liflerde ise boncuk benzeri yapilar goriilmiistiir (Sekil 4.9C). Elektroegirme
¢Ozeltisinin viskozite ve iletkenligi arasindaki denge, elektrospinning siirecini
bozabilir ve boncuklu lif morfolojisine neden olabilir (Feng vd., 2019). Yiikli
peptitlerin (GH), PUL/CMC besleme ¢ozeltisine eklenmesi, viskozite ve
iletkenlikte degisikliklere yol agabilir. Yiiksek iletkenlik nedeniyle, ¢ozeltideki
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yiiklii molekiillerin varliginin pullulan nanoliflerinde boncuk olusumunu etkiledigi
bildirilmistir (Li vd., 2017). Ancak, bu etkilesimler, GH'nin polimer ¢dzeltilerine
eklenmeden Once lipozomlara kapsiillenmesi sirasinda engellenmis olabilir. Lesitin
varligi, plastiklestirici etkisi nedeniyle polimer ¢Ozeltisinin
elektrospinlenebilirligini arttirmis olabilir ve bu da daha uniform liflerin olusumuna
yol agmistir. Bununla birlikte, GH ytiklii ¢ift eksenli liflerde GH'nin liflerin
cekirdeginde kapsiillenmesinden dolayr, bu boncuk benzeri yapilar

gbzlemlenmemistir.

Sekil 4.10 Cift eksenli nanoliflerin SEM goriintiileri (A1-A2: GH ve liposom
icermeyen PUL/CMC nanolifleri, B1-B2: Sadece GH ile yiiklenmis PUL/CMC
nanolifleri; C1-C2: Liposomal GH ile yliklenmis PUL/CMC nanolifleri).
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Sekil 4.11 Tek eksenli (A-C) ve koaksiyel (D-F) liposomal GH yiiklii nanoliflerin

konfokal lazer tarama mikroskobu goriintiileri (A, D: Nil kirmizisyila ile
boyanmis lipozomlar, B, E: Fast yesili ile boyanmis polimerler, C, F: iist {iste
bindirilmis goriintii. Yesil ve kirmiz1 renkler sirasiyla lipozomlari ve polimerleri

temsil etmektedir).
4.2.3.2 Nanoliflerin FT-IR spektrumlar

Liflerin FT-IR spektrumu Sekil 4.12’te sunulmustur. PUL ve CMC, 3000 - 3700
cm™! (O-H gerilme titresimi) (Xie vd., 2019), 800 - 950 cm™ (a-glukopiranozid
birimleri ve PUL'un a-(1,6) glikozidik baglar1) (Prasad vd., 2012), 950 - 1250 cm’!
(C-C, C-O, C-H gerilme titresimleri) (Lopez-Rubio vd., 2008), 1413-1600 cm
(CMC'nin COO simetrik titresimleri) (Shao vd., 2018) araliginda karakteristik
absorbans bantlar1 sergilemistir. GH'nin 1404 ve 1588 cm™! absorpsiyon bantlart
arasindaki pikler, Amide II'de CN uzama ve NH biikiilme titresimlerinin varligini
gostermektedir (Aboul-Enein vd., 2014). Bu karakteristik piklerin yogunlugu, GH
yiiklii liflerin absorbsiyon bantlarinda 6nemli 6l¢iide azalmis veya yok olmustur,
bu da etkili bir enkapsiilasyonun gergeklestirildigini gostermektedir (Tolun vd.,
2025). CMC ve PUL karigtirilarak elde edilen T-B ve C-B liflerinin spektrumlari,
karbonhidratlara 6zgili bircok absorpsiyon tepe noktasinda kayma gostermistir.
Ornegin, pullulanin 925 cm™ ve CMC'nin 1022 cm™'deki absorpsiyon piklerinin
sirastyla T-B ve C-B i¢in 1018 cm™ ve 1020 cm™'e kaydigi tespit edilmistir. Benzer
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degisiklikler pullulanm 1148 cm™'deki absorpsiyon band1 iginde gozlemlenmistir.
Yiikli tiim liflerin spektrumlari incelendiginde ayni absorpsiyon piklerinde daha
diisiik kaymalar gozlemlenmistir (Sekil 4.12B-C). Tiim bu degisiklikler, ilgili
malzemeler arasindaki kimyasal ve fiziksel etkilesimlerdeki degisikliklere

atfedilmektedir (Maciel vd., 2015).
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Sekil 4.12 Pullulan, CMC, lesitin, fitosterol, GH (A); tek eksenli (B) ve ¢ift
eksenli liflerin (C) FT-IR spektrumlari.
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4.2.3.3 Nanoliflerin Termal Analizleri

Tiim liflerin ve bunlarin bilesenleri olan pullulan, CMC, lesitin ve GH’in DSC
termogramlar1 Sekil 4.13°te verilmistir. PUL ve CMC'nin termogramlar1 sirasiyla
136.40 ve 128.08 °C'de endotermik pikler gostermistir. Bu pikler, bu
biyopolimerlerin karigimindan iiretilen tek eksenli T-B ve ¢ift eksenli C-B liflerinde
yaklagik 102 °C'ye kaymistir (Sekil 4.13). Bu hareketler, CMC'nin COO™! gruplar1
ile PUL'un -OH gruplar1 arasinda hidrojen baglar1 gibi komplekslerinin olusumunu
gostermektedir (Tolun vd., 2025). Tek eksenli bos lifler, bos lipozomlar (T-BL) ve
lipozomal-GH (T-GHL) ile yiiklendiginde, endotermik zirveler sirasiyla 112.72 ve
102.02 °C'de gozlemlenmistir. Cift eksenli liflerde ise bos ve GH dolu lipozom
yiiklii liflerde 94.41 ve 98.81 °C'de tespit edilmislerdir. Zirvelerdeki bu degisimler,
suyun dehidrasyonu ve polisakaritler ile lipozomlar arasindaki molekiiller arasi
komplekslerin ve hidrojen baglarinin olusumu ile ilgili olabilmektedir (Shen vd.,
2021).
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Sekil 4.13 Pullulan, CMC, lesitin, GH (A), tek eksenli (B) ve ¢ift eksenli liflerin

(C) diferansiyel taramali kalorimetre termogramlari.
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Liflerin ve bilesenlerin TGA termogramlarinda ise iki ana agirhik kaybi
gdzlemlenmistir (Sekil 4.14). Ik agirlik kaybi, ~140 °C'ye kadar olan sicaklik
araliginda gerceklesmekte ve bu, Orneklerin su dehidratasyonu ile
iligkilendirilmektedir. Saf pullulanin 50-140°C civarindaki agirlik kayb1 %3.69
iken, PUL/CMC tek eksenli (T-B) ve ¢ift eksenli liflerin (C-B) agirlik kayiplar
sirastyla yaklasik %5.85 ve %4.70 olarak tespit edilmistir. CMC'nin COO™! gruplari
ile pullulanin -OH gruplar1 arasinda hidrojen baglarinin olusmasi (Shao vd., 2018)
pullulanin su tutma kapasitesinde bir azalmaya neden olmus olabilir. Ek olarak, tek
eksenli lifteki daha biiyiik agirlik kaybi, ¢ift eksenli nanoliflerle karsilastirildiginda
daha fazla bagin olustugunu gostermektedir. ikinci agirlik kaybi, ~300 °C'de
meydana gelen, Ornek yapisinin bozulmasiyla iligkilidir. Tim nanoliflerde
gdzlemlenen ana agirlik kaybi, PUL'un bozulmasina atfedilebilir (Blanco-Padilla
vd., 2015). Bos tek eksenli nanoliflerde (T-B), ana agirlik kaybinda maksimum
ayrigma oraninin gergeklestigi sicaklik 311.6 °C olarak belirlenmis ve bu degerler
T-B, GH (308.3 °C), bos lipozom (308.7 °C) ve lipozomal GH (307.1 °C) ile
yiiklendiginde yaklasik 3 °C azalmistir. Bos cift eksenli nanoliflerde ise (C-B),
maksimum bozulma orant 311.3 °C'de gerceklesmis olup, yiikli c¢ift eksenli
nanoliflerde (sirasiyla C-GH, C-BL ve C-GHL ig¢in 310.4, 311.8 ve 311.1 °C)
farklilik gostermemistir. Lipozom, GH veya lipozomal GH yiiklemesi, PUL/CMC
nanoliflerinin termal stabilitesi lizerinde olumsuz bir etki yaratmamistir. Yaklasik
600 °C'deki kalint1 yiizdeleri incelendiginde, T-GHL ve C-GHL igin sirasiyla
%18.11 ve %14.76 agirlik kayiplar1 belirlenmistir. Bu degerler bos tek eksenli (T-
B) (13.51%), cift eksenli (C-B) (11.14%), ve bos lipozomlar ile yiiklii tek eksenli
(T-BL) (17.65%), ¢ift eksenli (C-BL) (12.80%) liflerin kalint1 yilizdelerinden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Lipozom veya lipozomal GH eklenmesinin
nanoliflerin termal stabilitesini arttirmis olabilecegi sonucuna varilmistir (Liang ve

Gao, 2023).
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Sekil 4.14 Pullulan, CMC, lesitin, fitosterol, GH (A); tek eksenli (B) ve ¢ift
eksenli liflerin (C) TGA egrileri.

4.2.3.4 Liflerin Yiikleme Kapasitesi

Nanoliflerin yiikleme kapasitesi (YK), liflerdeki toplam peptit igeriginin
baslangigtaki eklenen GH miktarina oraniyla belirlenmistir. 1 g tek eksenli serbest
GH vyiukli (T-GH), lipozomal (T-GHL) ve c¢ift eksenli lipozomal (C-GHL)
nanoliflerde teorik hidrolizat miktarlar1 sirasiyla 5.27 mg, 4.56 mg ve 3.39 mg
olarak hesaplanmistir. Teorik veriler, GH veya lipozomal GH igeren 1 ml polimer
cozeltisinden elde edilen nanolif miktarinin (mg) belirlenmesiyle elde edilmistir.
Ancak, ol¢iimler sonucunda sirasiyla 4.49, 3.55 ve 2.07 mg GH belirlenmistir.
Boylece, T-GH, T-GHL ve C-GHL icin YK degerleri sirasiyla %85.2243.15,
%77.72+3.88 ve %61.04+0.82 olarak saptanmistir. Elektrospinning ile liflerin
tiretimi sirasinda, polimer ¢ozeltisinin piiskiirtiilmesi ve damlacik olusumu gibi
sistemik kayiplar meydana gelmektedir, bu ¢alismada elde edilen nanoliflerin YK
degerleri oldukea yiiksek ve literatiirle uyumlu bulunmustur. Benzer sekilde, Kirbas
ve Altay (2025), pullulan/Alginat/CaCl; liflerine tek eksenli elektrospinning ile
kapsiile edilen peptit karisimmin %EE degerinin %77.97 oldugunu bildirmistir.
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Ayrica, Soto vd., (2016), nisini (10 mg/mL-20 mg/mL) nanoliflere kapsiillemek
icin tek eksenli elektrospinning kullanmis, liflerin EE degerlerinin %80.82 ile
%95.41 arasinda degistigini bildirmistir. Rajanna vd., (2022) ise, pullulanin
degisken konsantrasyonlarina sahip besleme ¢ozeltilerinden iiretilen nanoliflerin
icine kazein kaynakli peptitleri kapsiillemek icin tek eksenli elektrospinning
kullanmistir. Liflerin EE degerlerinin %72.95 ile %86.04 arasinda degistigini
bildirmistir.

4.2.3.5 Nanoliflerin Mukoadhesyon Ozellikleri

In vitro ve ex vivo mukoadhezyon testlerinden elde edilen sonuglar, liflere
lipozomal GH yiiklemenin, bos ve serbest GH yiiklii liflere kiyasla mukoadhezyon
ozelliklerini artirdigint gostermistir (Sekil 4.15). Arastirma ekibimiz tarafindan
gerceklestirilen Onceki calismalarimizda, jelatin-zein ve pullulan-pektin
nanoliflerine lipozomal propolis ve lipozomal dut ekstresi yiiklenmesinin de
mukoadhezyonu artirdigr goriilmiistiir (Karakas vd., 2023; Kalintas Caglar vd.,
2024). Benzer sekilde, Montero vd., (2019), lipozomal karides peptit fraksiyonunun
sodyum kazeinat filmlerine yliklenmesiyle mukoadhezyonun arttigini bildirmistir.
Bu durumu, lipozomlarin plastiklestirici etkisi sebebiyle, polimerlerin esnekligini
ve zincir hareketliligini arttirip, polimerin mukus matrisindeki diflizyonunun
artistna  baglamistir. Lipozomal-GH'nin ¢ift eksenli liflere eklenmesiyle
gbzlemlenen mukoadhesyon isindeki artisin, tek eksenli nanoliflerden daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Cift eksenli nanoliflerin lipozomlar1 ¢ekirdek bolgesinde
hapsetmesi nedeniyle plastiklestirici etkisi tek eksenli nanolif kadar
gbzlemlenememis olabilir (Sekil 4.15B).
In vitro mukoadhezyon testleri sonuglarina gore, lipozom yiiklii 6rnekler harig, ¢ift
eksenli liflerin mukoadhezyon 6zelliklerinin daha yliksek oldugu goriilmektedir.
Cift eksenli nanoliflerin, kabuk-cekirdek yapisi nedeniyle lif yiizeylerinde CMC'nin
daha homojen bir sekilde dagilmasii saglayabilir ve bu da miisin i¢indeki
oligosakkarit zincirleri ile CMC'nin zayif anyonik karboksilik gruplar1 arasinda
hidrojen bagi olusumunu artirabilir. I/n vitro ve ex-vivo testleri arasindaki
farkliliklarin ise, lifler ile miisin arasindaki etkilesimlerin koyun mukozal zarina

kiyasla farkli olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Brako vd., 2018).
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Sekil 4.15 In vitro tek eksenli (A), cift eksenli (B), ve ex vivo tek eksenli (C), cift

eksenli (D) nanoliflerin mukoadhezyonu.

4.2.4 Tek Eksenli ve Cift Eksenli GH Yiiklii Nanoliflerin in vitro simule

sindirim kosullarinda Stabilitelerinin Belirlenmesi

In vitro sindirime tabi tutulan orneklerde GH'nin antioksidan aktivitesindeki
degisim, ABTS" radikal temizleme kapasitesi ve FRAP analizinin sonuglariyla
degerlendirilmistir (Tablo 4.8). Sindirimden sonra, serbest GH, baslangigtaki
ABTS" radikal temizleme aktivitesinin %35.27'sini koruyabilmistir. Antioksidan
peptitler genellikle kisa peptitlerdir (2 - 10 kalint1), amino asit dizisi aktivitelerinin
kritik bir faktorii olarak islev gormektedir (6rnegin, histidin, triptofan, prolinin
konumlandirilmasi) (Xiong, 2010). Sindirim sirasinda, bu amino asitler farkh
kombinasyonlarda pargalanir, bu da potansiyel olarak antioksidan kapasitesini
azaltabilir (Gallego vd., 2020; Zhu vd., 2014). Serbest GH ile karsilastirildiginda,
kapstillenmis ornekler daha biiyiik bir stabilite gostererek, baslangigtaki radikal
temizleme aktivitelerinin sirasiyla %65.40 (T-GH), %87.18 (T-GHL) ve %87.48
(C-GHL) kadarmni korumustur. Blanco-Padilla vd. (2015), kurkumin yiiklii amarant
protein izolat1 ve pullulan liflerinin ABTS kapasitesini degerlendirmistir. Serbest
kurkuminin bagirsakta %72'lik bir azalma gosterdigini, oysa nanoliflerin yalnizca
%28'lik bir kayip yasadigini bildirmistir. Calismamizdaki FRAP testi sonuglarina
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gore, serbest GH'nin sindirimden sonra baslangigtaki aktivitesinin %50'sinden
fazlasin1 kaybettigi, nanolif Orneklerinin ise maksimum %25 kayip gosterdigi
saptanmistir (T-GH). Bu calismada Onerilen tiim kapsiilleme sistemleri, sindirim
sirasinda GH'nin antioksidan aktivitesini basariyla korumustur. Lipozomal liflerin

ise en yiiksek koruma diizeyine sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.8 Nanoliflerin in vitro sindirim Oncesi ve sonrasi antioksidan aktiviteleri

Ornek Sindirim Oncesi Sindirim Sonrasi
ABTS FRAP ABTS FRAP
(%) ng (%) ng AAE/mL
AAE/mL

GH 110.3742.64 * | 1.4240.04 2 | 38.93+3.97> | 0.72+0.01 ¢

T-GH 109.58+3.26* | 1.45+0.03 * | 71.65+1.28* | 1.10+0.02 2

T-GHL | 86.89+6.13" | 0.96+£0.03" | 75.73+3.24* | 0.83+0.02"

C-GHL | 30.99+0.27°¢ | 0.69+0.05¢ | 27.18+1.96" | 0.56+0.04 ¢

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Her siitundaki farkli
harfler, ortalamalar arasinda 6nemli farkliliklar1 temsil etmektedir (p < 0.05). GH:

Glutenin hidrolizati.

4.2.5 Tek Eksenli ve Cift Eksenli GH Yiiklii Nanoliflerin in vitro simule

sindirim kosullarinda Salim Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tek eksenli serbest GH yiiklii (T-GH), lipozomal GH ytiklii (T-GHL) ve ¢ift eksenli
lipozomal GH yiiklii (C-GHL) nanoliflerin GH salinimi Sekil 4.16’da verilmistir.
Tek eksenli serbest GH yiikli lif, mide sindirimi sirasinda ilk 30 dakikada
%17.03'liik hizli bir baslangi¢ salinimi ortaya koymustur. Bu durum, pullulanin
yuksek su c¢oziintirligiyle iliskilendirilmistir (Aceituno-Medina vd., 2013).
Blanco-Padilla vd. (2015), amaranth protein izolat1 ve pullulan karigimlarindan
olusan tek eksenli liflerden kurkuminin (%14.5-28.6) ilk 10 dakikada hizli1 bir
sekilde serbest birakildigini bildirmistir. Lipozomal nanoliflerden GH'nin salinimi1
(strastyla T-GHL i¢in %21.05 ve C-GHL i¢in %25.85), gastrik sindirim asamasinin
sonunda T-GH'in (42.69%) yaklasik yaris1 kadar saptanmistir. T-GHL liflerinin
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mide sindirimi konfokal mikroskop goriintiileri (Sekil 4.17), GH’in lipozomal
liflerden gecikmeli saliniminin kaniti olarak lipozomlarin yapilarini korudugunu

gostermistir.
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Sekil 4.16 In vitro sindirim testine tabi tutulan liflerden GH'nin kiimiilatif salinimi

Sindirim siirecinin bagirsak asamasinda, GH, T-GH lifinden baslangictaki
igeriginin %78.53"i kadar salinmistir. Aceituno-Medina vd. (2015), pullulan-
amaranth protein tek eksenli liflerinden bagirsak sindirimi sirasinda baglangigtaki
kuersetin ve ferulik asidin sirasiyla %82 ve %99'unun serbest birakildigini
bildirmistir. Ote yandan, lipozom yiiklii liflerden daha diisiik bir GH yiizdesi (T-
GHL i¢in %57.34 ve C-GHL icin %50.54) salinmis olup, en diisiik salinimi ¢ift
eksenli lipozomal nanolif (C-GHL) sergilemistir. Mide kosullarima kiyasla,
lipozomlar, safra tuzlarinin fosfolipid zarma niifuz etmesi ve fosfolipidler
tizerindeki enzimatik hidroliz nedeniyle bagirsak kosullarinda iyi organize olmus
yapisini koruyamamaktadir. Bu durum, T-GHL liflerinin bagirsak sindirimi
konfokal mikroskop goriintiilerinde gozlemlenen uzamis dikdortgen yapilarinin
nedeni olabilir (Sekil 4.17). Lipozomal GH yiiklii liflerde, aktif bilesen baslangigta
lipozom zarindan ve ardindan PUL/CMC lif matriksinden diflize olmaktadir (Li
vd., 2014, Kalintas Caglar vd., 2024). Benzer olarak, Feng vd. (2019), PVA ve
PEO-sodyum aljinat iceren tek ve ¢ift eksenli liflere lipozom yiiklemesinin, somon

peptidinin mide ve bagirsak sivisina ani salmimini azalttigin1 ve enkapsiile
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sistemlerin biyolojik aktif peptitlerin veya proteinlerin siirdiiriilebilir salinimi i¢in
daha iyi bir tasarim sundugunu, dolayisiyla oral biyoyararlanimi artirdigin

bildirmistir.

Sekil 4.17 Lipozomal GH yiiklii liflerin mide sindiriminden sonra (A) ve bagirsak

sindiriminden sonra (B) konfokal lazer taramali mikroskobi goriintiileri.
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5.1 Karadut Ekstraktinin Enkapsiilasyonu

KE yiiklii soya-fosfatidilkolin lipozomlari, ince film hidrasyonu ve ultrasonikasyon
yontemiyle iretilmistir. 7 dakikadan fazla ultrasonikasyon uygulamasinin
lipozomlarin yapisinda olumsuz bir etkisi oldugu goriilmiistir. KE yiikleme
miktarinin artirilmas1 (0.2—-1, a/h) kapsiilleme verimliligini (%95.05-74.10)
azaltmistir. CLSM ve SEM goriintiilerine gore, lipozomlarin, PUL/PEK
nanoliflerine gomiildiigiinde yapisal biitiinliiglinii korunmus oldugu ve homojen bir
sekilde dagildigr tespit edilmistir. Bos PUL/PEK nanolifinin ortalama lif ¢ap1
(183.71 nm), liflere serbest KE (135.83 nm) ve lipozomal KE (163.09 nm)
yliklenmesiyle azalmistir. DSC ve FT-IR analizleri, lipozomal KE'in liflere
basarili bir sekilde entegre edildigini gdstermistir. Serbest KE ve lipozomal KE
yiiklemesi, PUL/PEK nanoliflerinin mukoadhezyon 6zelligini arttirmistir. Serbest
KE ile karsilastirildiginda, lipozomal KE yiikli lifler, simiile edilmis bagirsak
sindiriminden sonra tliim fenoliklerin, oOzellikle antosiyaninlerin in vitro
biyoerisilebilirligini neredeyse iki katina ¢ikarmigstir, fakat serbest KE yiiklii lifler
sadece bazi fenoliklerin biyoerisilebilirligini diisiik diizeyde arttirmistir. Caco-2
hiicreleri tarafindan dort farkli antosiyaninin hiicresel salinimi, KE lipozomal lifte
sindirildiginde 6nemli 6l¢iide daha yiliksek bulunmustur (%3.9- 10.50), serbest KE
ve serbest KE ile ytiklii nanoliflerde ise yalnizca siyanidin 3-5 diglikozit in vitro
biyoyararlanilabilirlik ~ gostermistir.  Lipozomal  nanoliflerin,  6zellikle
antosiyaninler olmak iizere fenolik bilesenlerin agi1z yoluyla taginimi i¢in biiyiik bir

potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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5.2 Glutenin Hidrolizatinin Enkapsiilasyonu

GH yiiklii soya-fosfatidilkolin lipozomlari, ince film hidrasyonu ve ultrasonikasyon
yontemi kullanilarak farkli oranlarda fitosterol eklenerek iiretilmistir. Fitosteroliin
belirli bir oranda eklenmesi (lesitin:fitoesterol, 1:0.5, a/a) lipozomlarin kapsiilleme
verimliligini %17.46+1.37'den %66.09+1.21'e ¢ikarmistir. GH yliklemesi arttikga
(5 mg/mL-10 mg/mL), kapsiilleme verimliliginin azaldig1 goriilmiistiir (%66.09-
32.02). Lipozomlar, CLSM ve SEM goriintiilerine gore, nanoliflerin igerisinde
biitiinliiklerini koruyarak homojen bir dagilim gostermistir. Bos tek eksenli
nanolifin (188 nm) ve ¢ift eksenli nanolifin (195 nm) ortalama lif ¢aplari, tek eksenli
(241 nm) ve cift eksenli liflere (219 nm) lipozomal GH yiiklenmesiyle artmistir.
Cift eksenli elektroegirme yontemi, tiim yiiklii lif formiilasyonlarinda lif boyutlarini
azaltmistir. DSC, TGA ve FT-IR degerlendirmeleri, lipozomal GH'nin liflere etkili
bir sekilde entegre oldugunu gostermistir. Lipozomal GH'nin eklenmesi, tiim
nanoliflerin mukoadhezyon 6zelliklerini iyilestirmistir. /n vitro sindirim sonuglari,
bu caligmada kullanilan kapsiilleme ydntemlerinin sindirim sirasinda GH'nin
antioksidan aktivitesini etkili bir sekilde korudugunu, lipozomal liflerin ise
artirllmig koruma sagladigini gostermistir. Lipozomal nanolifler, mide ve bagirsak
sindirimi sirasinda daha diisiik diizeyde salim yapmis, en diisiik miktar lipozomal
cift eksenli nanoliflerde (%50.54) gozlemlenirken, bu degeri lipozomal tek eksenli
(%57.34) ve serbest GH ytiklii tek eksenli nanoliflerin (%78.53) salim oranlar takip
etmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma, lipozomlar1 nanoliflere yerlestirmenin, hassas
gida kaynakli biyoaktif bilesenler icin yenilebilir film takviyeleri gelistirmek

amaciyla yeni bir dagitim yontemi saglayabilecegini gostermistir.

lleriki ¢aligmalarda, tasarlanan lipozomal nanoliflerin karmasik biyolojik
sistemlerdeki biyoyararlanimini ve biyouyumlulugunu daha iyi degerlendirebilmek
amaciyla, in vivo hayvan ve insan calismalarina yer verilebilir. Ek olarak,
nanoliflerin eldesinde kullanilan pullulanin lif kalitesine yiiksek oranda katkis1
olmasma ragmen, suda hizlica ¢ozlinebilen bir polisakkarit olmasi tasima
sistemlerinde tek basina kullanilmasini zorlastirmaktadir. Calismamizda pullulanin
bu negatif 06zelligi nanoliflerin, PEK, CMC ve lipozom igermesi sebebiyle
giderilmis olup, kullanim potansiyeli arttirilmis olsada, pullulanin ¢apraz bag
ajanlartyla fiziksel Ozelliklerinin gelistirilip nanolif {iretme kapasitesinin

karakterize edilmesi tasarlanabilecek yeni tasima sistemleri i¢cin 6nem arz edebilir.
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