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ONSOz

Bu rapor TUBITAK tarafindan desteklenen “Kapsaisin Yiikli Nanoemulsiyonlarin
Tasarlanmasi ve Karakterizasyonu” baslikli projenin sonu¢ raporu olup aci biberin 6zi
olarak bilinen esansiyel yagd kapsaisinin antimikrobiyal 6zelliginin ve biyoyararhliginin
arttilmasi i¢in kullanilacak nanoemdilsiyon sistemlerinin formilasyonu ve karakterizasyonunu

hedeflemistir.
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OZET

Tip, ila¢ ve gida endustrisinde kullanimi artan nanoemdilsiyonlar, fonksiyonel 6zellik gésteren
bilesenleri enkapsile ederek bu bilesenlerin etkili ve kontrolli salinimini, daha yiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmalarini ve biyoyararliliklarinin artmasini saglamaktadir.
Emdlsiyonlar, emulgatér molekiliyle gevrelenmis her bir yag damlaciginin olusturdugu yag
fazinin su faz iginde dagiimasiyla olusmaktadir. Kapsaisin, aci biberin birincil etken
maddesidir ve literatirde hidrofobik kapsaisinin, hem kardiyovaskuler, solunum ve sinir
sistemleri Uzerindeki biyoaktivitesinin  hem de Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori gibi patojenler
Uzerinde antimikrobiyal aktivitesinin oldugu bulunmustur. Bu c¢alismanin hedefi,
mikroakiskanlastirma ve ultrasonik homojenizasyon ydntemleri ile antimikrobiyal aktiviteyi
arttirmak  i¢cin  kapsaisin  yUkIiU  nanoemdulsiyon sistemlerinin  hazirlanmasi  ve
karakterizasyonunun yapiimasidir. Projede, nanoemulsiyon olusumunda
mikroakiskanlastirici ve ultrasonik homojenizasyonunun, surfektan tipinin, pH ve sicakhgin
etkileri incelenmistir. Nanoemuilsiyonlarin karakterizasyonu ve fiziksel dayanikliligin élgtlmesi
icin NMR Relaksometre baslica metot olarak kullaniimig bunun yaninda karakterizasyon
amagli, parcacik boyut analizi, zeta potansiyel, transmisyon elektron mikroskopi, atomik
kuvvet mikroskopisi de kullanilmigtir. Antimikrobiyal aktivite denemeleri ylzeye yayma
yontemi ile Escherichia coli igin VRBA, Staphylococcus aureus igin BPA ve disk diflizyonu
yontemi ile Penicillium italicum igin DRBC kullanilarak yapilmistir. %2’lik kapsaisin oleoresin
iceren nanoemdlsiyonlarin 15 dakika temas siresi sonunda E. colipopulasyonunda 3.4 log,
S. aureus igin ise 2 saat temas silresi sonunda 5.89 log dusls goérilirken Penicillium
italicum Uzerinde inhibisyon goérulememistir. %Z2’lik kapsaisin yUkli nanoemdulsiyonlarin
antioksidan aktivitesi, DPPH metoduna gore en yuksek 1.36 mg DPPH/ L bulunurken FRAP
metoduna gére 0.14 mM Fe(ll)/L olarak ultrasonikasyon teknigi ile surfektan sikroz mono
palmitat kullanilarak elde edilmistir. Sdrekli fazda gliseroliin, her iki sistem ile sonuclar
Uzerinde olumlu etki olusturdugu goézlenmistir. Mikroakigkanlastirma yoluyla islenmis
nanoemulsiyonlar, gelismis bir antimikrobiyal aktivite gdstermistirNMRrelaksometri ile
nanoemulsiyonlarin molekiler dizeyde yapilarinda meydana gelen degisiklikler gozlenip
parcacik boyutu, bulaniklik gibi diger metotlarla iligkilendirilebilmistir.Boylece nanoemdulsiyon
sistemi ile etkisi zenginlestirilmis gidanin ihtiyacina yonelik kapsaisin igeren nanoemdulsiyon
sistemleri geligtirilebilecedi gosterilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kapsaisin, nanoemilsiyon, NMR Relaksometre, antimikrobiyal aktivite
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ABSTRACT

The application of nanoemulsions to food, medical and pharmaceutical industries has
received great attention among the researchers especially for encapsulation of functional
components for controlled release purposes and ensuring the prevention of degradation of
active substances, increased rates of bioavailability and antimicrobial effect. Emulsions
consist of a lipid phase dispersed in an aqueous continuous phase, with each oil droplet
being surrounded by a thin interfacial layer consisting of emulsifier molecules. The primary
active ingredient of chili pepper, capsaicin, is a hydrophobic substance that in the literature, it
is proved to be a compound with a large bioactivity with manifested actions over the
cardiovascular, respiratory and nervous systems and showing good antimicrobial activity
against Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Helicobacter pylori. The aim of the proposed study is to prepare and
characterize capsaicin loaded nanoemulsion systems by using microfluidization and
ultrasonic homogenization techniques. In the project, effect of microfluidization,
ultrasonication, emulsifier type, pH and temperature on nanoemulsion formation will be
investigated. For characterization of the capsaicin-loaded nanoemulsions, the nondestructive
technique NMR Relaxometry will be used. At the same time, particle size analysis, zeta
potential, transmission electron and atomic force microscopy techniques will be used for
characterization. Antimicrobial activity of nanoemulsions were evaluated using spread plate
technique against Escherichia coli by using VRBA, Staphylococcus aureus by using BPA and
disc diffusion technique against Penicillium italicum by using DRBC. In the experiments,
nanoemulsion containing 2% capsaicin showed 3.4 log reductions of E. coli population after
15 min of contact time and 5.89 log reductions of S.aureuspopulation after 2 hours of contact
time whereas the same concentration of nanoemulsions showed no inhibition on Penicillium
italicum.  Nanoemulsion containing 2% capsaicin showed highest antioxidant activity
according to the DPPH method with 1.36 mg DPPH / L as well as according to FRAP method
with 0.14 mM of Fe (Il) / L by using surfactant sucrose monopalmitate and ultrasonication
technique. Addition of glycerol to the continuous phase showed enhanced effect on the
results within both systems. On the other hand, nanoemulsions processed by
microfluidization were exhibited an enhanced antimicrobial activity. NMR relaxometry
technique was helped to track changes in nanoemulsions at a molecular level that could be
associated with the other methods such as particle size, turbidity. Therefore, nanoemulsions
with an improved functionally which obtained by using essential oil capsaicin have been
shown to meet the needs of food industry.

Keywords: Capsaicin, nanoemulsion, NMR Relaxometry, antimicrobial activity
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar tarafindan gidalarda meydana gelen bozulmalar gidada istenmeyen tat ve
kokularin olusumuna sebep oldugu icin tiketici agisindan oldukga dnemlidir. Ayrica bu sorun
endustri agisindan blyluk maddi kayiplara neden olurken tiketici agisindan da patojen
(hastalik yapici) nitelikte olduklari zaman saglik agisindan risk olustururlar. Antimikrobiyal
Ozellik gosteren dogal maddelerin gidalara direk ya da indirekt olarak eklenmesi
(antimikrobiyal 0Ozellik gosteren paketleme malzemelerinin tasarimi), stabilitelerinin
arttinlmasi ve uzun sure aktivite gésterebilmeleri icin enkapsitle edilmesi literatirde ¢alisiimig
konulardir. Kapsaisinin kendi basina antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi ve
nanoemulsiyonlara entegre edilip terapatik etkisinin de incelendigi ¢alismalar mevcuttur. Bu
proje, antimikrobiyal 6zellik gosteren kapsaisininin antimikrobiyal aktivitesini arttirmak igin
farkh surfektanlar (dogal ve sentetik) kullanarak, nanoemiilsiyon sistemlerinin icerisine
hapsedip fonksiyonel bir emiilsiyon sistemi tasarlanmasini inceleyen 6zgin bir ¢calismadir.
Daha onceden de belirtildigi gibi dogal surfektanlar kullanarak kapsaisin iceren
nanoemudlsiyonlar tasarlanmamis ve bu nanoemllsiyonlarin gida kaynakli patojenler
Uzerindeki antimikrobiyal aktiviteleri incelenmemistir. Nanoemdulsiyon sistemlerinin
gelistiriimesi surecinde dusuk rezolusyonlu NMR Relaksometre gibi tahribatsiz bir teknigin
kullaniimasi da calismanin 6zgunlik degerini artirmaktadir. Bu teknigin artik daha ucuz
ekipman kullanilarak gerceklestirilebilmesi, uygulama alanlarinin  yayginlagtiriimasini
saglamasi acisindan da bu projeyi 6nemli bir noktaya koymaktadir. Literatirde NMR
Relaksometre kullanarak nanoemdlsiyon tabanli enkapstlasyon sistemlerinin tasarimini
yapan ve gida uygulamasini inceleyen bir ¢alisma hentz yoktur. Calisma sonucunda elde
edilen sistemler fonksiyonel gida tasarlanmasinda kullanilabilmesi (duyusal analiz
calismalar ile paralel olarak) , paketleme malzemelerine entegre etme potansiyeline sahip

oldugundan daha farkh proje dnerinin sunulabilmesine olanak saglamistir.



1. LITERATUR OZETI

Nanoteknoloji, gida sanayisi igin gelistirmekte olan, blylk potansiyele sahip bir teknolojidir
(Huang vd., 2010; Luykx vd., 2008). Nanoteknoloji, 100 nm’den daha kuguk yapilarin
karakterizasyonu, yapimi ve islenmesi Uzerine yogunlagir (Quintanilla-Carvajal vd., 2010).
Nanoteknolojinin gida endustrisindeki uygulama alanlarindan biri gidalarin besin dgelerince
zenginlestiriimesi ve yeni Urun geligtiriimesidir. Gida alaninda nanoteknoloji uygulamalari,
tekstlr, tat, diger duyusal 6zellikler, renk verme guicd, islenebilirlik ve raf émri slresince
stabilite gibi gidanin bircok 6zelliginde modifikasyon saglayarak yeni urunlerin Gretilmesine
onculik etmektedir. Ayrica, nanoteknoloji uygulamalarinin, fonksiyonel bilesenlerin suda
¢ozundrlik, termal stabilite ve biyoyararliliklarini arttirdigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
(Huang vd., 2010; McClements vd.,2007, 2009). Nanoemdilsiyonlar, bu teknolojinin en ilgi
ceken alanlarindan biridir.  Nanoemudlsiyonlar, nutrasétikler, ilaclar, tatlandiricilar,
antioksidanlar ve antimikrobiyal ajanlar gibi lipofilik bilesikler icin tasiyici sistem olarak
kullaniimaktadir (McClements vd.,2007; Jiahui vd., 2004; Kesisoglu vd., 2007; Sanguansri ve
Augustin, 2006; Weiss vd., 2008; Wissing vd., 2004). Her bir yag damlaciginin emdilsiyon
molekullerden olusan ince bir ara-yuz tabakasi ile gevrelenmesi ile olusan nanoemdlsiyonlar,
sulu bir kesintisiz faz icinde dagitilmis bir yag fazindan olugmaktadir. Nanoemulsiyonlarin
makro emudlsiyonlardan ayiran en 6énemli 6zellikleri pargacik boyutlarinin kiigik olmasidir.
Literatirde bir emdlsiyonun nanoemdlsiyon olarak siniflandiriilmasi kriteri igin pargacik
boyutunun st limiti konusunda ortak bir goérus olmadigi, yakin zamanda yayimlanan derleme
calismalarinda belirtiimistir (McClements, 2012; Solans ve Sole, 2012) . Ust limit igin genel
egilim 100 nm olmakla beraber, 200 nm, 500 nm pargacik boyutunda olan emdilsiyonlarin da
‘nano’ olarak siniflandinldigi gértilmektedir (McClements, 2012; Abbas vd., 2014; Bouchemal
vd., 2004; Choi vd., 2011a; Donsi vd., 2012a). Nanoemdilsiyonlar, nispeten kuglik pargcacik
boyutuna sahip olduklarindan dolayr Brownian hareket etkisi yercekimi kuvvetine karsi
baskin geleceginden yer gekimi etkisi nedeniyle ayrilmaya karsi dayanikhidir (McClements,
2005). Yine duslik pargacik boyutu daha az i1sik sagilimina sebep oldugundan bu

emdulsiyonlar seffaf ya da az bulanik bir gériniime sahip olur.

Nanoemililsiyonlar, distk ve ylksek enerjili metotlar kullanilarak elde edilebilir. Yliksek
basing homojenizasyonu ve ultrasonikasyon nanoemdlsiyon Uretmek icin yaygin olarak
kullanilan ylksek enerjili yontemlerdendir. Dusik enerjili yontemlerden ise kendiliginden
toplasma ve ters faz sicakligi metotlari siklikla kullanilir (Tadros vd., 2004;Acosta, 2009;

Leong vd., 2009; Piorkwoski ve McClements, 2013). Bu metotlarda emdlsiyon olusturmak
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icin iyonik olmayan surfektanlar genellikle ylksek konsantrasyonlarda (>%6) kullanilirlar.
Kullanilan sirfektan konsantrasyonu emiuilsiyonlarin pargacik boyutunu ciddi bir bigimde
etkiler. Kullanilan strfektan tipi emilsiyon olusumunda c¢ok kritik oldugundan kendiliginden
toplasim yontemiyle olusturulan emdlsiyonlarin gidalar ic¢in kullanimi sinirli kalabilir. Bu
projede tasarlanan nanoemdlsiyon sistemlerinde yluksek konsantrasyonda sentetik surfektan
kullanimi  tercih  edilmediginden ylksek basing homojenizasyon teknigi olan

mikroakiskanlastirma ve ultrasonik homojenizasyon teknikleri kullaniimigtir.

Literatirdeki ¢alismalar incelendiginde farkli emulgatoérler, aktif maddeler ve tasiyici yaglar
kullanarak tasarlanan ve karakterize edilen bircok nanoemdlsiyon sisteminin oldugu gorulur.
Salvia-Trajillo vd. (2014) limon otu yagininin antimikrobiyal aktivitesini artirmak igin aljinat ve
Tween 80 kullanarak mikroakiskanlastirici teknigi ile nanoemdulsiyonlar olusturmus ve
nanoemulsiyonlarin E. coli iceren sivi besi yerine eklenip 5., 10., ve 30. dakikada alinan
numunelerde sirasiyla 1.37, 5.29 ve 7.07 log azalma gobzlemlemistir. Nanoemdlsiyonlar, ,
1500 bar basingta 10 tekrar ile yapilmis ve parcacik boyutu 1410 nm’den 5.8 nm’ye
dusuralmustlr. Nanoemdlsiyonlarin  parcacik boyutlari ayrica transmisyon elektron
mikroskobu ve atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak da dogrulanmigtir. Limon otu yaginin
nanoemulsiyon sistemi olusturarak enkapsile edildigi diger bir calismada Kim vd. (2014b)
tarafindan yapiimistir. Uziim taneleri limon otu yagi kullanarak hazirlanan nanoemidilsiyonlar
ile kaplanmis ve kaplamali (GzUm tanelerinin 28 glin boyunca 4 ve 28 °C’de S. typhimurium
ve E. coli O157:H7’ye kars! rezistans gosterdigi gértulmustir. Sugumar vd. (2012), %16.66
Tween 80, %16.66 okaliptis yagi ve % 68.68 su ile ultrasonikasyon kullanilarak hazirlanan
nanoemulsiyonlarin parcacik boyutlarinin 17.1 nm oldugunu ayni zamandaBacillus cereus,
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli ‘ye karsi etkili oldugunu goéstermistir. Xue ve
Zhong (2014), ugucu bir yad olan, antimikrobiyal 6zelligi oldugu bilinen timol (%0.8) ,
emiulgatoér olarak lesitin (%1) ve konsantrasyonu %0-0.6 arasinda degisen jelatin kullanarak
propilen glikol (PG) igerisinde, 15,000 rpm ‘de 2 dakika karistirma ile nanoemilsiyon elde
etmis ve parcacik boyutunun 45-85 nm arasinda degistigini goéstermigtir. Hazirlanan timol
nanoemulsiyonlarinin 4 haftallk depolama slresince pargacik boyutlarinda minimal
degisimler oldugu da arastirmacilar tarafindan gdsterilmistir. Sari vd. (2014) tlrmerik
bitkisinin en aktif ama en az dayanikh maddesi olan kurkumin ile nanoemdlsiyonlar
hazirlamigtir. 100 ml su igerisinde 10-40 mg arasi miktarlarda kurkumin, tasiyici yag fazi
olarak orta zincirli trigliserit (%0.5-%2), surfektan olarak (2-10%) Tween 80 ve emdilgatér
olarak da %70 protein iceren peynir alti suyu tozu proteini (0-1% w/w) ile ultrasonikasyon
kullanilarak parcacik boyutu 140-160 nm arasinda degisen nanoemdlsiyonlar elde edilmistir.

Hazirlanan kurkumin nanoemdulsiyonlari ile simile mide sivisinda yapilan denemelerde
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kurkuminin salinim hizinin kontrol numunelere goére yavaslamis oldugu goésterilmis, bu
durumun da kurkuminin bioyararlihgini arttirabilecegi belirtiimistir. Diger bir ¢calismada, Donsi
vd. (2011), ugucu yagd oOzelligi gosteren bir terpen karisimini ve D-limoneni 300 MPa’da
yuksek basing homojenizatdri kullanarak nanoemdlsiyon sistemine enkapsule etmis ve farkl
mikroorganizmalar uzerindeki antimikrobiyal etkisini incelemistir. Hazirlanan
nanoemulsiyonlar, L. delbrueckii inokule edilmis portakal ve armut suyu gibi meyve sularinin
da icine eklenmis ve nanoemdulsiyonlarin dusuk konsantrasyonlarda (1 g/I), mikrobiyel
buyumeyi yavaslattigini, yuksek konsantrasyonlarda (5 g/l) ise tamamen inaktivasyon
sagladigini gostermistir. Meyve sularinda duyusal anlamada ciddi bir degisiklik olmadigi da
calismada belirtilmistir. Isitma islemi de nanoemuilsiyon olusumunda 6nemli bir uygulamadir.
Mikroakiskanlastirma igslemi Oncesinde, aktif madde ve sidrfektan igeren karisimin
Isitilmasinin nanoemdlsiyonlarin pargacik boyutunu ciddi oranda etkiledigi bulunmustur (Rao
ve McClements, 2011a, 2011b). Isitmanin yani sira kullanilan surfektan ve yag orani da
oldukca Onemlidir. Belirtlen calismalarda (Rao ve McClements, 2011a, 2011b)
nanoemulsiyon olusturmak igin gerekli maksimum sirfektan yagd oraninin 2:1 oldugu
bulunmustur. Isitma isleminin nanoemdilsiyon Uzerindeki etkisi slUkroz mono palmitatin
surfektan olarak kullanmlidigi emdulsiyonlarda incelenmigtir. Emudlsiyonlar
mikroakiskanlastirma islemi 6ncesinde 23 °C’den 80 °C’ye 0.8 C/dakika hizla isitiimis ve
sonrasinda mikroakigkanlastirma éncesinde oda sicakhdina geri sogutulmustur. Bu islem
sonunda pargacik boyutunun isil islem gérmemis nanoemuiilsiyonlara gére ¢ok daha kiglk
oldugu bulunmustur. Stkroz mono palmitatin 1sil islem sonucunda parcaciklar Uzerindeki
dagihminin degistigi bununda parcacik boyutunu etkiledigi belirtiimistir. Skroz mono palmitat
su da ¢ozlinebilen, tek bir yag asidi zinciri iceren, bir seker esteri oldugu icin daha ‘yesil’ ve
cevre dostu kabul edilen, toksik 6zellik gostermeyen bir surfektandir. Bu projede de sukroz
mono palmitatin ve Isitma isleminin hazirlanacak kapsaisin yukli nanoemidilsiyonlar
uzerindeki etkisi de incelenecektir. Nanoemdulsiyonlarda emulsiyonu olugturan dagilan faz ile
surekli fazin viskozite orani da pargacik boyutu lzerinde oldukga etkilidir. Nitekim iki fazin
viskozite orani blyudukge pargcacik boyutu artar. Bu nedenle nanoemiuilsiyon olusturmak igin
yuksek aktif madde konsantrasyonu gereken durumlarda sirekli fazin viskozitesi ile dagilan
fazin viskozitesini birbirine yakinlastirmak igin gliserol , (Qian ve McClements, 2011; Rao ve
McClements, 2013; Lee ve Norton 2013; Lee vd., 2014) , propilen glikol (Rao ve
McClements, 2011a, 2011b; Rao ve McClements, 2013; Xue ve Zhong, 2014); ya da poli
etilen glikol (Wooster vd., 2008) kullanilabilir. Bu projede, nanoemdulsiyon hazirlarken bu

faktdrun etkisi de arastiriimis ve surekli faza gliserol katilarak da denemeler yapiimistir.



Aci biberler, ikincil metabolit olarak Urettikleri kimyasal bir grup olan kapsaisinoid olarak
bilinen alkaloid grubu icerirler. Bu grup Capsicum tirlne ait bitkilere aci ve keskin tat 6zelligi
kazandirir. Bu tir icinde kapsaisin ve dihidrokapsaisin temel bilesenler olup keskin tadin
sorumlusudur. Bu bilesenlerin bir baska 6zelligi olan ve bu calismada da hedef alinan
antimikrobiyal aktivitesi yapilan arastirmalarla kanitlanmistir. Dogada ¢ok yaygin olarak
bulunan, insan ve hayvanlar igin patojen mikroorganizma grubuna giren Bacillus subtilis‘in 48
saat inklbasyonu sonucu kapsaisin bulunan ortamda geligsiminin engellendigi bulunmustur.
(Stephen vd., 2014). Bagka bir calismada ise, yine dogada sik rastlanan ve gida kaynakh
zehirlenmelerde énemli rol oynayan indikatér mikroorganizmalardan Staphylococcus aureus,
Salmonella ve E. coli ‘nin inhibisyonu Uzerinde kapsaisin aktif olarak gérev almistir (Dima
vd., 2013). Alternatif gida paketleme materyali Gretimi i¢in yapilan bir calismada 4 farkl ¢esit
acl biberden (Green Malagueta Salvador, Red Malagueta Salvador, Red Thai Capsicum
Frutescens ve Red Cayenne ) ekstrakt edilen kapsaisin ve dihidro kapsaisin kullanilarak
antimikrobiyal film Uretilmigtir. Antimikrobiyal aktivite deneyleri sonucunda sirasiyla 50 g/I,
100 g/l and 150 g/l konsantrasyonlari kullanilarak Gram negatif bakteri olan E. coli ve Gram

pozitif bakteriler olan Streptococcus ve B. subtilis inhibe edilmistir (Leng vd., 2013).

Daha onceden de belirtildigi gibi, nanoemilsiyonlar kapsaisin gibi lipofilik maddelerin
dayanikhligini ve biyoyararhliklarini arttirmak igin tasiyici sistem olarak kullanilabilir.
Farmakokinetik alanda yapilan bir calismada kapsaisin yUkli nanoemdlsiyon sistemleri
kullanilarak fareler Uzerinde yapilan deneylerde 10 mg/kg kapsaisin kullanilarak hazirlanan
nanoemulsiyonlarda, kontrollere kiyasla 131.7 kat daha fazla biyoyararhlik, uzun yarilanma
omra gorulmastir (Choi vd., 2013). Kapsaisin deri hastaliklarinin tedavisinde terapatik ajan
olarak da kullaniimaktadir. Kapsaisin yukli nanoemdulsiyonlarin deriye difizyonunun
arastirildigi bir calismada konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM) ile alinan gdrtntilerde,
deri katmanlarina difizyonun nanoemdlsiyon sistemleri sayesinde daha etkili oldugu
bulunmusg ve bu sistemin transdermal salinim sistemlerinin tasarlanmasinda kullanilabilecegi
belirtiimistir (Kim vd., 2014a).

Nanoemuilsiyon sistemlerinin fonksiyonel bilesenlerin bozunmadan iletiminde etkili oldugunu
gOsteren cgalismalar da literatirde mevcuttur. Yapilan bir ¢galismada kendiliginden toplagsim
( self - assembly) metodu ile kapsaisinin tasinimi igin aljinat ve kitosan ile stabilize edilen
nanoemudlsiyon sistemi tasarlanmistir. Calismada, 20 nm ve daha az boyutlara ulasan cift
katmanli ve Ug katmanli nanoemdulsiyon sistemleri Uretilmis ve fonksiyonel gida tasariminda
kullaniimak Uzere stabilitesi ylksek bir sistem gelistiriimistir (Choi vd.,2011a). Ancak yapilan

bu calismada, hidrofil-lipofil dengeyi saglamak ve dusuk enerjili bir emdilsiyon elde etme
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yontemi olan kendiliginden toplasim yontemi ile emdlsiyon elde edebilmek icin iyonik
olmayan ve gidalarda kullanimi uygun sentetik olan surfektanlar; Tween 80 ve Span 80
yuksek konsantrasyonlarda (>%14) kullanilmistir. Soya ya da yumurta lesitini gibi dogal
kaynakli ve surfektan 6zelligi gosteren fosfolipitlerin ya da seker esterlerinin surfektan olarak
kullanildigi kapsaisin yUkli nanoemllsiyon sistemleri Uzerinde literatirde herhangi bir

calismaya rastlaniimamistir.

NMR Relaksometre distk alan gucindeki manyetik alan sistemlerinin, uygun fiyata
uretilebilmesine paralel olarak daha sik kullaniimaya baslayan bir ydntem olmustur.
Fonksiyonel gidalar igin kullanilan mikrokapsillerin (Wichchukit vd., 2013), jel sistemlerinin
tasariminda (Oztop vd., 2010), kontrolli salinimi gerceklesecek aktif maddelerin difiizyon
katsayisinin belirlenmesinde (Oztop vd., 2012), mikrokapsdullerin dayanikhliginin tespitinde
(Wichchukit vd., 2013), jel sistemlerinin olusumunda 6nemli bir yere sahip olan ¢apraz
baglasim mekanizmasinin incelenmesinde (Oztop vd., 2012; Williams vd., 2011), NMR
Relaksometre  kullanimi ciddi bir kolaylik saglamistir. NMR Relaksometre T1 ve T2
zamanlarinin Olgllmesine dayanan bir tekniktir. T1 ve T2 zamanlari NMR igin gerekli RF
sinyalinin kisa slreli uygulanmasi sonucunda olusan sinyalin farkli dizlemlerdeki azalis (T2)
ve artisini (T1) karakterize eden zaman sabitleridir. T1: longitudinal salinim T2 ise transverse
salinim zamani olarak bilinir. T1 zamani eksponansiyel olarak artan bir sinyal ile karakterize
edilirken T2 zamani eksponansiyel olarak azalan bir sinyal egrisinden elde edilir. NMR
Relaksometre deneyinin ¢iktisi olan NMR Relaksasyon spektrasi bu sinyal egrilerine Ters
Laplas yénteminin uygulanmasiyla elde edilir. NMR Relaksasyon spektrasi numunelerdeki
proton havuzlari hakkinda bilgi verir (Ersus vd., 2010; Hills, 1998; Oztop vd.,2010, 2012;
Wichikut vd., 2013). Bu teknikle, meyve sebze numunelerinde isi , basing , vurgulu elektrik
alan gibi slreclerin hiicresel yapi Uzerindeki etkisinin nasil ve ne derece oldugu hakkinda
bilgi elde edilebilir (Gonzalez vd., 2010 ; Ersus vd., 2010). Bu teknik o&zellikle petrol
endustrisinde tag analizlerinde sivinin rezerve igerisinde nasil dagildigini gézlemlemek igin
de yodun bir bicimde kullanilir (Hamada vd., 2001). Bu proje kapsaminda, belirtilen proton
havuzlari nanoemdlsiyon sistemlerindeki dayanikhligin degisikligini tespit etmek icin
kullaniimigtir.  Bu teknigin nanoemdlsiyon tabanli sistemlerinin karakterizasyonu ve
dayaniklilik tespiti icin kullanilmasi tahribatsiz ve kolay bir teknik olmasi yénunden buyuk
avantaj saglayacaktir. Literatirde henlz, gidalar icin nanoemulsiyon sistemleri tasarlamak
amaciyla disuk rezolisyonlu NMR relaksometre tekniginin kullanildigi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu proje, bu teknigin gidalarda nanoemulsiyon sistemlerinin tasarlanmasi

icin de kullanilabilecegini gostermek agisindan literatire dnemli bir katki saglayacaktir.



Bu raporda, desteklenen projede belirtilen is paketlerinden alinan sonuglar tartisilacaktir.
Yapilan deneylerin takip edilebilirligi agisindan proje bagvuru metninde verilen deney tasarimi
tablosuda eklenmistir (Tablo 1). Ayrica, raporun anlagilabilirligi agisindan, is Paketi Cizelgesi

deyeniden verilmistir (Tablo 2.).

Tablo 1. Nanoemiilsiyon formilasyonlarinda kullanilacak konsantrasyonlar, etkisi incelenecek

parametreler ve kullanilacak karakterizasyon teknikleri



1. Kisim

Faktorler Seviyeler

Homojenizasyon teknigi Mikroakigkanlastirici , Ultrason
Mikroakigkanlastirma basinci , tekrar sayisi 1000 Mpa , 5 tekrar

Surfektant tipi Soya Lesitini , Stikroz Mono Palmitat , Tween 80
pH 35,7

Surekli Faz Kompozisyonu : % Gliserol 0, %50

Kapsaisin konsantrasyonu 2%

Mikroakiskanlastirma 6ncesi Isitma
(Lesitin ve Siikroz Mono Palmitat igin

denenecektir) Var , Yok

Toplam Nanoemilsiyon Formilasyonu : 40

2. Kisim

Faktorler Seviyeler
Biyopolimer tipi PASP , Gelatin , Aljinat
Sirfektan tipi Sukroz Mono Palmitat , Soya Lesitini
pH 35,7
Mikroakigkanlastirma 6ncesi isitma Var , Yok

Toplam Nanoemilsiyon Formilasyonu : 24

Yapilacak Analizler

1. Antimikrobiyel Aktivite

2. Pargacik boyutu

3. Zeta Potansiyeli

4. Bulaniklilik

5. Renk

6. Transmisyon Elektron Mikroskobu

7. Atomik Kuvvet Mikroskobu

8. NanoEmdilsiyon icerisindeki aktif madde miktarininin belirlenmesi igcin HPLC deneyleri

9. NMR Relaksometre Deneyleri

10. MRG Deneyleri

11. 1 aylik depolama siiresince dayaniklilik takibi

12. Reoloji Deneyleri

13. Diferansiyel Taramali Kalorimetre Deneyleri Tablo 2. Proje is paketi gizelgesi



iP No

01

is Paketi Adi/Tanimi

Malzemelerin alinmasi

Kim(ler) Tarafindan
Gergeklestirilecegi

AYLAR

10

1"

12

Yuratacu

02

Nanoemdilsiyon olusturmak igin 6n
denemelerin yapilmasi kullanilacak
slrfektan, kapsaisin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Ydratucu, Bursiyer

03

Spin Vision sisteminde kullanilacak
NMR sekanslarinin tespiti, veri
analizi dosyalarinin MATLAB
yardimiyla hazirlanmasi,

Yuratacd,

04

Ultrasonikasyon yéntemi ile
hazirlanacak kapsaisin yukli
nanoemdilsiyon sistemlerinin
hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Yurdttcu, Arastirmaci, Bursiyer

05

Mikroakigkanlastirma yontemi ile
hazirlanacak ~ nanoemdilsiyonlarin
hazirlanmasi karakterizasyonu
antimikrobiyel aktivitelerin
belirlenmesi

Yiruticu, Arastirmaci, Bursiyer

06

Biyopolimer iceren
nanoemdlsiyonlarin dayanikhhklarin
tespiti ve antimikrobiyel aktivelerin
belirlenmesi

Yurdttcu, Arastirmaci, Bursiyer




2. GEREC VE YONTEMLER

21 Geregler

Oleoresin kapsikum (OC) yerel bir firma olan Alfasol (Gaziantep-Turkiye) firmasindan temin
edilmistir. Tedarikgi firma tarafindan kapsaisin igerigi %6,6 oldugu ve Scoville skalasina gore
1.000.000 SHU Kkarsilik geldigi rapor edilmistir. Tween 80, demir (Ill) klorur, demir sulfat,
potasyum fosfat monobazik, dibazik sodyum fosfat dihidrat, sodyum asetat, etanol, metanol,
etil asetat, glasiye asetik asit, TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s-triazin), 2, 2 difenil-2-picrylhydrazyl
(DPPH) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD) firmasindan temin edilmigtir. Gliserin, Violet Red
Bile Agar (VRBA), Potato Dextrose Agar (PDA) Nutrient Broth, Pepton Merck KGaA
(Almanya) firmasindan satin alinmigtir. Yumurta sarisi-tellirit emulsiyonu eklenmis Baird
Parker Agar (BPA) besiyeri ve DRBC (Dichloran Rosebengal Chloramphenicol Agar) yerel bir
firma olan Nisan Elektronik Ltd., Ankara, Turkiye firmasindan hazir besiyeri olarak alinmigtir.
Soya lesitini,Smart Kimya (Ankara, Turkiye) tarafindan saglanmistir. Sikroz monopalmitat
Compass Foods Company (Singapur) tarafindan temin edilmigtirDamitiimis su,

solisyonlarin hazirlanmasi i¢in kullanilmigtir.

Antimikrobiyel  aktivite  deneyleri icin  Penicillum italicum, E. coli ve S.
Aureusmikrorganizmalari  kullanilmistir.  Penicillum italicum kufia, Sileyman Demirel
Universitesi Bahce Bitkileri Boliimi’'nden, E. coli ve S. Aureus O.D.T.U Gida Muhendisligi
Gida Analiz Laboratuvarindan temin edilmistir.

Belirtilen malzemelerin temin ediimesiyle 1. is paketi tamamlanmistir.

2.2 Kapsaisin igeriginin Belirlenmesi

Nanoemiuilsiyon hazirlamak igin kullanilan, oleoresin kapsikum icerisindeki kapsaisin miktari
HPLC ile ODTUMolekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji AR-GE Merkezinde hizmet alimiyla
belirlenmigtir. Kolon olarak Pursuit C18 Microsorb MV C18 (4,6 x 250 mm, 5 mm), dedektor
olarak UV-VIS (ProStar 330 PDA) ve mobil faz olarak metanol: su (70:30 v/v)karisimi
kullaniimistir. Akis hizi 15 dakika boyunca 0.8 ml/dak olarak ayarlanmis ve 280 nm dalga

boyunda oda sicakliginda élgim alinmistir.
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2.3 Nanoemiilsiyonlarda Kullanilacak Olan Kapsaisin Oleoresin Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Literatirde kapsaisinin emulsiyon kullanilarak enkapsule edildigi calismalarda kullanilan
konsantrasyonlar farklilik géstermektedir. Hazirlanan kapsaisin nanoemdulsiyonlarinin deriye
gecis hizinin arastirildidi bir galismada kapsaisin konsantrasyonu % 0.2-0.4 arasinda
( oleoresin olarak %10-18’e karsilik gelmektedir) (Kim vd., 2014a) ; yuksek surfektan
konsantrasyonu kullanarak kendiliginden toplasim yéntemi ile hazirlanan bir ¢calismada %2
(Dima vd., 2013) ; aljinat ve kitozanla yine kendiliginden toplasim yontemi ile hazirlanan
nanoemudlsiyonlarda ise Tween 80 konsantrasyonun 3’te biri (Choi vd.,2011, 2013) olacak
sekilde sistemler tasarlanmistir. Burada belirtiimesi gereken 6nemli bir nokta, literatirde
yapilan ¢alismalarda oldugu gibi bu proje kapsaminda da, kapsaisinin oleoresin seklinde
kullanilacak olmasidir. Oleoresin, kapsaisin igeren kirmizi aci biberin 6zatadar. Buna goére
yapilan calismalari dikkate alarak, bu projede kullaniimasi planlanan oleoresin kapsikum
konsantrasyonu agirlikga %2 olarak belirlenmistir (Dima vd., 2013). Yapilan 6n deneylerde,
%7’lik kapsaisin oleoresin igceren nanoemdulsiyonlarin limon kifu olarak da bilinen Penicillum
iltalicumizerindeki etkisine bakilmigtir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla, 30
dakika boyunca nanoemdilsiyondan bekletilen kagit diskin olusturdugu inhibisyon zonu
asagida gosterilmistir (Resim1) . Goruldigu Gzere bu konsantrasyonda tam bir inaktivasyon

saglanmamasina ragmen kufun blylimesinin geciktigi gdézlemlenmektedir.

Resim 1. %1’lik kapsaisin yukli nanoemdlsiyona daldiriimis k&gt diskin Penicillum italicum Gzerindeki

etkisi

Ayrica kullanilacak konsantrasyonu dogrulama amaciyla, sirfektan kullanmadan, sadece 6n
homojenizasyona maruz kalmis kapsaisin oleoresin (%1-10)+tampon
¢bzeltisikarisimlarininantibakteriyal etkisini gérmek icin E. coli Uzerinde denemeler
yapilmistir. Tablo 3’de E.coli lizerinde yapilan deney sonuglari verilmistir. Bu deneylerin nasil

yapildg: ileriki kisimlarda detaylariyla anlatilacaktir. Tablo 3'e goére %2 lik
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konsantrasyondamikroorganizma sayisi uzerinden belirli bir disis yasandigindan ve
kapsaisin konsantrasyonunun minimumda tutulmasi hedeflendiginden %2’nin uygun bir
konsantrasyon olduguna karar verilmigtir. Sonug¢ olarak, %2 oleoresin kapsikum igeren

emdulsiyonlarin kullaniimasina karar verilmis ve 2. is paketide tamamlanmistir.

Tablo 3. Oleoresin kapsikum konsantrasyonlarinin (KAP) zamana karsi (dakika, dk)E. coli Gizerinde

etkisi
. E.coli . E.coli
Ornek Diisils (Iog) Ornek Diisiis (log) |
usus (log usus (lo
Mikroakiskanlastirma Ultrasonikasyon
%2 KAP 5 dk 1.92 %2 KAP 10 dk 0.35
15 dk 1.94 30 dk 0.02
30 dk 1.75 60 dk 0.33
60 dk 1.99 120 dk 0.14
%3 KAP 5 dk 1.85 %3 KAP 10 dk 0.34
15 dk 1.76 30 dk 0.3
30 dk 1.85 60 dk 0.26
60 dk 1.93 120 dk 0.12
%4 KAP 30 dk 1.36 %4 KAP 10 dk 0.69
60 dk 1.36 30 dk 0.19
2 sa 1.32 60 dk 0.41
4 sa 1.15 120 dk 0.04
6 sa 1.03
%10 KAP 15 dk 0.28

2.4 Nanoemiilsiyonlarda Kullanilacak Su Fazinin Hazirlanmasi

Tablo 1’de belirtildigi Gzere nanoemiilsiyonlar iki farkli pH'da hazirlanmistir. Sabit pH’larda
calisabilmek amaciyla tampon ¢ozeltikullaniimistir. Fosfat tamponu (0.2 M) 4.56 g susuz
potasyum fosfat monobazik ve 28.87 g sodyum fosfat dibazikdihidratin distile su icerisinde
karistinimasiyla elde edilmistir. Gerekirse karisimin pH si 7.4 olana kadar NaOH ve / veya
HCI kullanilarak ayarlanmistir. Asetat tamponu (0.2 M) distile su igerisinde 12 ml 0.2 M
sodyum asetat ve 88 ml 0.2 M asetik asit ¢ozllmesiyle elde edilmistir. Karisimin pH’si

gerekirse NaOH veya HCI kullanilarak3.8 olacak sekilde ayarlanmistir.

2.5 Emiulsiyonlarin Hazirlanmasi
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Hazirlananemulsiyonlarin %2’sini kapsikumoleoresinden olusan yag fazi ve %98’ini ( %2
surfektan,%0-50 gliserol, pH 7.4 sodyum fosfat tamponveyapH 3.8 sodyum asetat tampon)
sivi fazi olusturmaktadir. On homojenizasyon islemi icinODTUGIda Mihendisligi Bslim{’'nde
bulunan karistinci  (WiseTis Homogenizer Witeg Labortechnik GmbH, Germany )
kullanilmistir. On homojenizasyon parametreleri igin literatiirdeki ¢alismalar takip edilmistir
(Salvia-Trujillo vd.,2014;Donsi vd., 2012a). Nanoemdllsiyon hazirlamak igin Tablo 1’de
belirtildigi Gzere 3 farkli surfektan kullaniimistir. Strfektan Tween 80 kullanilarak hazirlanan
emdulsiyonlar 20.000 rpm’de 2 dakika ve surfektan lesitin ve slikroz mono palmitat icerenler
ise 15.000 rpm’de 3 dakika suresince karigtirilmigtir. Homojenizasyon o6ncesi isitmanin
etkilerini incelemek icin surfektan lesitin ve sikroz monopalmitat 6n homojenizasyon
oncesinde 60°C de 30 dakika manyetik karistirici ile karigtiriimis ve daha sonra 6n
homojenizasyon islemi uygulanmistir. Bu asamada hazirlanan emulsiyonlar birincil
emdlsiyonlar olarak adlandiriimigtir. Birincil emulsiyonlardan nanoemiuilsiyon eldesi i¢in daha
Tablo 1’de belirtildigi gibi 6n homojenizasyon sonrasi nanoemdulsiyon hazirlamak igin
mikroakiskanlagtirma ve ultrasonikasyon olmak uzere 2 farkli homojenizasyon teknigi

uygulanmistir.

2.5.1 Mikroakigkanlastirma

Birincil emilsiyonlar ODTU Gida Mihendisligi Béliimi'nde bulunan lishin AutoClave marka
1.500 bara kadar basing¢layabilen bir mikroakiskanlastiricidan gecirilerek nanoemdulsiyonlar
eldeedilmistir. Proje kapsaminda nanoemilsiyon Uretmek icin literatlirdeki c¢alismalar
referans alinarak (Salvia-Trujillo vd., 2014; Lee ve Norton 2013; Lee vd., 2014) 1.000 barda 5
pass sayisinda nanoemulsiyon Uretimi yapiimistir. Mikroakiskanlastiriciya baglanan sogutma
Unitesi sayesinde emdilsiyonlar 25 °C de tutulmustur. Béylece projede 5. is paketi olarak

belirtilen calismalar tamamlanmistir.

2.5.2 Ultrasonikasyon

Birincil emiilsiyonlaraODTU Gida Mihendisligi Bélimi’nde bulunan Bandelin Sonoplus
marka HD 3100, sonotrode: MS72 problu ultrasonikator ile %75 glcte 5 dakika sonikasyon
islemi uygulanmistir. Bu slrecgte emdilsiyon buz dolu beher iginde tutularak asiri isinma

engellenmigtir. 4. is paketi bu asamada tamamlanmistir.
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2.5.3 Biyopolimer Ekleme

Projenin %15 ini olusturan bu kisimda, nanoemdlsiyon stabilitesinin arttirlmasi igin
formulasyona aljinat (%1 w/w), jelatin (%0.5 w/w) ve peynir alti suyu proteini (PASP- %0.5
w/w) eklenmistir. Homojenizasyon teknigi olarak sadece mikroakigkanlastirma islemi
uygulanmis ve sirfektan olarak sUkroz monopalmitatve soya lesitini kullaniimistir.
Karakterizasyon amaciyla daha sonraki kisimlarda detaylandirilacak teknikler
kullaniimistir.Parcacik boyutu, renk, bulaniklik, NMR T2 zamani dl¢giimi ve stabilitedeneyleri
yapilmistir. Bunun yaninda stabilitenin gézlemlenmesi igin zeta potansiyeline bakiimis ve
secilen numuneler icin antimikrobiyal aktivite deneyleri gerceklestirilmistir. 6. is paketi bu

sekilde tamamlanmistir.

2.6 Parcacik Boyut Analizi

Nanoemiuilsiyonlarin pargacik boyutlari hem Uretimin hemen sonrasinda hem de depolama
sirasinda Malvern Mastersizer 3000 cihazi ile élgllmustir. Lazer i1s1§in parcaciklar Gzerinden
gecerek kirllmasi sonucu pargacik boyutunun oélguldigi bu sistemde kapsaisin igin kirllma
indeksi 1.52 olarak belirlenmis ve d&lgimler oda sicakliginda gergeklestirilmistir.
Emdlsiyonlarin pargacik boyutu ylzey alani bazh ortalama c¢ap olarak (D[3,2]) olarak

verilmigtir.

2.7 Nanoemiilsiyonlarda Renk ve Bulaniklik Deneyleri

Farkh kosullarda ve igeriklerde hazirlanan emdlsiyonlarin renklerin belirlenmesi i¢in Minolta
marka CM-5 model renk élger kullaniimistir. Olglimlerde L (parlaklik), a (kirmizilik), b (sarilik)
degerleri olctlmustir. Bulanikligi 6lgmek icin 600 nm ‘de Optizen marka Mecasys model UV-

VIS spektrofotometre kullaniimistir.

2.8 NMR Relaksometre Deneyleri

NMR deneyi icin ODTUGIda Mihendisligi bélimiindeki Spin Core markali0.50T guiciindeki
beng tipi dusuk rezolisyonlu NMR sistemi kullaniimigtir. T2 relaksasyon zamani, Spin

Coresisteminden elde edilen T2 sinyal egrilerininMATLAB yazilimi kullanarak analizi ile

14



hesaplanmistir. NMR Relaksometre deneyleriparcacik boyutu olclmleri ile paralel olarak

belirli araliklarda ol¢iGImustar.

Kullanilacak NMR sekansinin belirlenmesi i¢cin %2 oleoresin kapsikum emulsiyonu
hazirlanarak dizgin bir relaksasyon-zaman grafigi elde edilinceye kadar parametreler
denenmistir. Buna goére Carr, Purcell, Meiboom ve Gill (CPMG) T2 sekansi kullanilarak eko
zamani 1000 ps, 32 tarama, ve 3s tekrarlama gecikmesi, 1000 ile 5000 eko sayisi sistem

parametreleri olarak belirlenmistir. Béylece 3. Is paketi de tamamlanmustir.

2.9 DPPH Radikal Séndiiriicii Kapasite Yontemi

Ticari olarak elde edilen DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali nanoemulsiyonlarin
antioksidatif  kapasitelerinin ~ élgiminde  kullaniimistir.  Nanoemdlsiyon igerisindeki
antioksidanlarin DPPH serbest radikalini indirgeme guglerinin spektrofotometre araciligi ile
517 nm de takibi ydéntemin prensibidir (Wang vd., 2008). Her 1 ml kapsaisin yUklu
nanoemulsiyon 1 ml etanol: asetik asit: su (50:8:42 v/v) igerisinde 1 dakika boyunca
vortekslenerek c¢ozulmesi saglanmistir. Daha sonra yine ayni karisim kullanilarak belirli
miktarda seyreltilmigtir. 0.1 ml seyreltiimis 6rnek 3.9 ml 25 ppm DPPH solUsyonuyla
karistirilarak 1 saat karanhkta bekletiimis ve UV-VIS spektrofotometre ile 517 nm de
absorbans degerleri okunmustur(A2). Saf metanol auto-zero icin kullanilirken nanoemdilsiyon

yerine metanolle karistinimig 3.9 ml DPPH solusyonu kor olarak dlgulmustar (A1).

Olglimlerden énce sirasiyla 25 ppm, 20 ppm, 15 ppm, 10 ppm, 5 ppm olacak sekilde DPPH
metanol icerisinde c¢ozilerekkalibrasyon egrisi belirlenmistir (Sekil 1.).Bu kalibrasyon egrisi
kullanilarak A1 ve A2 degerleri konsantrasyona donustirilmastir (C1 ve C2). Bdylece

antioksidan aktivite asagidaki formile goére hesaplanmistir:

AA(mLDPPH/L]=w

( Vornek x Vtoplam xd

Vsmek @linan nanoemulsiyon miktari, Viepam karigim (etanol: asetikasit: su) eklendikten sonraki

toplam miktari ve d ise seyreltme oranini temsil etmektedir.
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Sekil 1. Antioksidan aktivite DPPH kalibrasyon egrisi

Absorbans (517 nm )=0.021(mg DPPH/ L|+0.009

R*=0.999

2.10 Demir iyon indirgeyici Antioksidan Giig¢ (FRAP) Yéntemi

Dislk pH’ da Fe™ ‘lin Fe*?ye indirgenmesi renkli ferrous-tripyridyltriazine [Fe (lll) (TPTZ).Cls
(TPTZ= 2,4,5-tripyridyl-s-triazine)=Herein] kompleksinin olusmasini saglamaktadir. Olusan
bu demir tuzu,oksidan olarak kullanilarak antioksidan aktivite belirlenmektedir (Benzie ve
Strain, 1999). Bu yontemde kullanilan 3 farkli reaktif (A,B,C) bulunmaktadir. Reaktif A 3.1 g
sodyum asetatin 16 ml glasielasetit asit igerisinde ¢dziinmesi ve bu karisimin distile suile 1 L
ye tamamlanmasi ile elde edilir. Son durumda pH’s13.6 olan 300 mM asetik asit ¢ozeltisi
hazirlanmis olur. Reaktif B, TPTZ ¢dzeltisi olarak bilinmektedir. 0.031 g TPTZ'nin 10 ml 40
mM HCI igerisinde ¢ézinmesiyle hazirlanir. Bu karisim 50 °C de 10 dakika karistiriimigtir.
Reaktif C ise 0.054 g demir klortriin 10 ml distile suda ¢6ziinmesiyle hazirlanmaktadir. FRAP
reaktifinin olusturulmasi icin 2.5 ml reaktif B ve C, 25 ml reaktif A ile karistiriip 37°C de su

banyosunda en az 10 dakika beklenmistir.
DPPH yonteminde oldugu gibi bu metotta da kapsaisin yukli nanoemdulsiyonlardan 1 mi

ornek alinip 1 ml etanol: asetikasit: su icerisinde ¢ozlinmusve gerekli seyreltmeler yapilmistir.

Daha sonra 0.5 ml seyreltimis 6rnek 2.5 ml FRAP reaktifi ile karistirilarak 37°C su
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banyosunda 4 dakika bekletilip 593 nm de UV-VIS spektrofotometrede absorbans
Olctlmustir. FRAP reaktifi kor olarak kullaniimistir.

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi icin 0.139 g FeS0O,4.7H,O 1 L distile suda ¢dzinur. Bu
cOzeltiden seyreltmeler yapilarak 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8miktarlarda seri hazirlanip
absorbans olgtiimleri 593 nm’de yapilmaktadir (Sekil 2.).
Hesaplama yine DPPH metodundaki gibi yapilmaktadir.

FRAP(mMFe(H)/L]:C{_C2

——— x Vtoplam x d
Vornek optam

Vsmek @linan nanoemulsiyon miktari, Viepam karigim (etanol: asetikasit:su) eklendikten sonraki

toplam miktari ve d ise seyreltme oranini temsil etmektedir.

0.45

Absorbans

0.05

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
mMFe (II)/ L

Sekil 2. Antioksidan aktivite FRAP kalibrasyon egrisi

Absorbans (593 nm)=0.438(mM Fe(II )/ L|+0.002
R’=0.997

2.11 Enkapsiilasyon Verimi

Nanoemiilsiyonlarda kapsaisinin ne kadarinin su fazinda kaldigini tespit etmek igin
Surassmo vd. (2010) tarafindan kullanilan metot birka¢ degisiklik yaparak takip edilmistir. 0.3
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ml kapsaisin yukli emdllsiyon 4.2 ml etil asetat icerisinde eklenip 5 dakika boyunca
vortekslendikten sonra 2000 rpm de 10 dakika santrif(j edilmistir. Stpernatant toplanarak
UV-VIS spektrofotometre araciligiyla 451 nm de ki absorbans degerleri kaydedilmigtir (A1).
Etil asetat kor olarak kullaniimistir. Enkapstlasyon verimi hesaplamak igin asagidaki

hesaplamakullanimistir:

TKAP—-C1
TKAP

x 100

Enkapsiilasyonverimi| |= {

TKAPemllsiyona baslangigta eklenen toplam oleoresin kapsikum miktarini, C1 ise
kalibrasyon egrisi kullanilarak A1 degerinin konsantrasyona donustlridimus halini temsil
etmektedir. Kalibrasyon egrisi sirastyla 20 mg/ml, 15 mg/ml, 12 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2
mg/ml oleoresin kapsikumun, etil asetat icerisinde ¢éziinmesiyle hazirlanmistir (Sekil 3.).
Olglim yapilmadan énce, 20 mg / ml kapsaisin- etil asetat ¢dzeltisi kullanilarak 200-500 nm
arasinda maksimum absorbans UV-VIS spektrofotometre ile olcllip ve 451 nm olarak

belirlenmigtir.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

Absorbans

0.4
0.3
0.2
0.1

0 5 10 15 20 25
Oleoresin kapsikum miktar1 (KAP) (mg/mL)

Sekil 3. Enkapsulasyon verimi kalibrasyon egrisi

Absorbans (451nm )=0.045(mg OK /mL |+0.012
R’=0.996

2.12 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
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Mikrobiyal inaktivasyon deneyleri, gidalarda bozulmalara yol acgan, Gram (+)
Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Gram (-) Escherichia coli (ATCC 11229) ve limon
kifl olarak da bilinen Penicillum italicum kiflu Uzerine uygulanmistir. Al-Adhamvd. (2000),
Salvia-Trujillo vd. (2014) ve Abbaszadeh vd. (2014) tarafindan yapilan galismalar 6rnek
alinarak analiz metodu belirlenmistir. Oncelikle, mikroorganizmalarin durgun faz evresine
gelmesi saglanmistir. Bu amagla 0.2 ml E.coli ve S.aureus kultiri 20 ml nutrient broth a
eklenerek E.coli icin 24 saat 37°C de, S.aureus igin 48 saat 35 C de inkiUbasyona
birakilmigtir. Daha sonra E.coli icin VRBA ve S.aureus BPA Uzerine inokile edilerek
sayilarinin 10%-10°%kob/ml olduguna emin olunmustur. Penicillium italicum igin PDA Uzerine
eklenen saf kuf kaltard20 °C de 5 gun boyunca inkubasyona birakilmistir. Agar Uzerinde
biriken klfler steril saf su ile yikanarak Thoma lami ile sayilmis ve 10°konidia/ml olduguna
emin olunmustur. Antimikrobiyal analizin yapilmasi i¢in kapsaisin yukli nanoemdlsiyonlar
(0.5 ml) ve 4.5 ml steril fosfat tamponu ile karigtinlarak %1 (v/v) E.coli veya S.aureus ile
karistirimistir. Daha sonra ylzeye yayma yontemiyle VRBA ve BPA besiyerine inokile
edilen ornekler E.coli igin 37°C 24 saat ve S.aureusigin 35°C 48 saat inkibasyona
birakilmigtir.  Baslangic yogunlugu fazla olmasi ve sayimi zorlastiracadl icin
mikroorganizmayla karistiriimis emulsiyonlar steril pepton su kullanilarak gerekli oranlarda
seyreltiimistir. Mikroorganizmalar sayilarak baslangi¢ sayilariyla farki antimikrobiyal etkiyi
vermistir. KUf icin disk diflizyon ydntemi uygun bulunmustur. Oncelikle 0.1 ml konidia
suispansiyonu DRBC agar yizeyine yayllmistir. Daha sonra steril2x2 cm boyutundakagitlar
kapsaisin yukli emulsiyonlarin igerisine batirilarak 30 dakika boyunca kurumasi beklenip
inoklle edilen agar yizeyine birakilmistir. 15 °C de 6 giin boyunca inkiibasyona birakilip

sire sonunda zon ¢api 6lgulerek antimikrobiyal analizin sonucu alinmistir.

Nanoemililsiyon ve mikroorganizmalarin etkilesmesi icin belirli temas sulrelerinde bekletiimesi
gerekmektedir. Bu nedenle dncelikle E.coli ve S.aureus igin temas suresi ¢alisiimistir. E.coli,
kapsaisin yukli nanoemllsiyon ile karigtirilarak 0,15, 30, 60 dakika ve 2, 6, 24 saat
surelerinde temasa birakilmig ve daha sonra sayim icin ylzeye yayma yoOntemi
uygulanmistir. Sayim sonucuna go6re 15 dakika temas silresi sonunda en ylksek
antimkrobiyal etki goérlilmus ve E.coli i¢in temas slresi 15 dakika olarak belirlenmistir. S.
aureus, kapsaisin yUkli nanoemdlsiyon ile karigtirilarak 5, 15, 30, 60 dakika ve 2, 24 saat
surelerinde temasa birakilmig ve daha sonra sayim icin yluzeye yayma yoOntemi
uygulanmistir. Sayim sonucuna goére 24 saat temas stresi sonunda en yuksek antimkrobiyal
etki gorulmustur. Ancak 24 saat inkUbasyon suresi analiz slresini uzatacagi igin benzer

etkinin gbzlendigi 2 saat S. aureus i¢in temas suresi olarak belirlenmistir.
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2.13 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Olusturulan nanoemiuilsiyon sistemlerinin parcacik boyutu 6l¢cimlerini dogrulamak amaciyla
Yuksek Kontrastli Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu
analizleri yapiimistir. TEM géruntileri Lantan hekzaborir (LaBs) elektron tabancali, 20-120
kV araliginda hizlandirici voltaj altinda calisan FEI marka Tecnai G2 Spirit Biotwin model
Yiiksek Kontrastli Gegirimli Elektron Mikroskobu (CTEM) ekipmani kullanarak ODTU Merkez
Laboratuvarr’nda elde edilmigtir. Yine AKM géruntileri tarama alani 125um x 125um, AS-
130 ("J") tipi tarayiciya sahip Veeco marka Mult iMode V model Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AKM) ekipmani kullanilarak ODTU Merkez Laboratuvari’'nda elde edilmistir. Gorlintiilerde
kirliligi dnlemek amaciyla belirlenen kapsaisin yukli emdlsiyonlar tampon ¢oézeltiler yerine
distile su icerisinde hazirlanmistir. Numuneler TEM 6lglimleri igin grid Uzerine damlatilarak
oda sicakliginda kurumaya birakilip ayni gun igerisinde élgiim alinmistir. AFM 6élgUmleri icin
numuneler, 1 m? lik kuru ve temiz cam yiizeyine damlatilarak 24 saat oda sicakliginda

kurutulmaya birakilip élgtimleri alinmistir.

2.14 Viskozite Deneyleri

Naoemililsiyonlara gliserol eklenmesi de proje kapsaminda incelenen diger bir parametredir
(Tablo 1) . Gliserol igeren nanoemuilsiyonlarda viskozitenin degisiminin belirlenebilmesi igin
viskozite deneyleriyapilmistir. 35 ml hacimli kaplar kullanilarak oda sicakhiginda SV- 10
viskometre ile deneyler gergeklestiriimistir. Olgiimler O.D.T.U Gida Mihendisligi Bélimi Gida
Analiz Laboratuvar’'nda (GAL) yapilmistir. Iki sensor levha arasinda elektik akimi ile ayni

frekans ve genlikte kontrol edilen sinus dalga titresimleri ile dlgim gergeklesmistir.

2.15 Zeta potansiyel (Yiizey Elektrik Yiikii) Olgiimii

Nanoemiuilsiyonlarin ylzey yukd belirli numuneler igin hem Uretimin hemen sonrasinda hem
de depolama sirasinda ODTU Merkez Laboratuvar’ndaki Maxisizer Nano-ZS aleti

araciligiyla dl¢ciImustar.

2.16 Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DTK)

Kapsaisin yikli nanoemiilsiyon sistemlerinin DTK analizi ODTU Gida Mihendisligi

Boliminde bulunan TA-Q20 model diferansiyel taramali kalorimetre (DSC - TA Instruments,
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New Castle, DE, USA) cihazi ile gercgeklestiriimisti. 50 pl nanoemdlsiyon, aliminyum
numune kaplarina yerlestirilip ve 10°C/dk inceleme hizindal¢ 1sitma/sogutma déngusine (-
10°C ile 60°C) maruz birakilarak termograf elde edilmigtir.

2.17 istatistiksel Analiz

istatiksel analiz projenin her agamasinda yapiimis olup bu amagla MINITAB ve MATLAB

yazilimlari kullaniimigtir.
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3. BULGULAR

1.1 Nanoemiilsiyonlarda Pargacik Boyutu

KlgUuk molekdl igeren sidrfektanlar nano boyutta emdulsiyon olusturmada sikca
kullaniimaktadir. Hidrofil-lipofil dengesi yuksek, iyonik olmayan Tween 80, sukroz
monopalmitat gibi slrfektanlar bu grubun basinda gelerek stabil nanoemiuilsiyonlar
olustururlar (Rao ve McClements, 2011b). Bir fosfolipit olan lesitin, gliserol iskeletine bagli
bulunan fosfat grubu ve esterlesmis 2 yag asitinden olusmaktadir. Gida, kozmetik, ila¢ gibi
bircok endustri icinde dodal emlulgator olarak kullaniimaktadir (Hoeller vd., 2009). Sikroz yag
asiti esterleri, iyonik olmayan surfektanlar olarak hidrofilik bas grubu ve 1 veya daha fazla
yag asiti iceren lipofilik kuyruk gruplarindanolusmaktadir. Seker monoesterleri 1 yag asitinin
sukroz birimine bagl oldugusuda ¢6zinebilir, yiksek HLB dederi tasiyan ve misel olusturup
yagd-su emulsiyonlarini stabilize eden 6zellik gdstermeleri nedeniyle gida uygulamalarinda
kullaniimaktadirlar (Rao ve McClements, 2011b). Gliserol suda ¢6zlinebilme yetisinden
dolayiyardimci  bir ¢6zicli olarak emilsiyonlara katilimaktadir. Gliserol eklenmesi
emiulsiyonun viskozite, refraktif indeks, araylizey gerilimi gibi fizikokimyasal 6zelliklerini
degistirerek emdlsiyon stabilitesinin korunmasinda énemli rol oynar (Saberivd., 2013). Ayrica
gliserolin dielektrik sabitinin (er = 42.5) suyun dielektrik sabitinden (er = 78.5) daha disuk
oldugu bilinmektedir (Lide, 2003).Bu nedenle emiilsiyona eklenen gliserol elektrostatik
etkilesimleri guclendirici gérev yapmaktadir. Bu proje kapsaminda farkli homojenizasyon
tekniklerinin, farkh sirfektan tiplerinin, pH'nin, sirfektan ¢dzeltilerinin  1sitmanin,

emdulsiyonlara gliserol eklenmesinin parcacik boyutu Gzerindeki etkileri arastirilmigtir.

3.1.1 Mikroakiskanlastirmanin Etkisinin incelenmesi

Parcacik boyutundaki degisimler Sekil 4'te gdsterilmigtir.

Surfektan Tween 80 ve mikroakigkanlastirma yontemi ile hazirlanan emdulsiyonlarin nano
boyutta olduklari tespit edilmistir. Parcacik boyutu sonuglari incelendiginde pH’ nin pargacik
boyutu Uzerine etkisi surfektan Tween 80 i¢in dnemli oldugu goérulmustur. pH’ nin azalmasiyla
parcacik boyutu da dusmustir. Surfektan Tween 80’nin nanoemilsiyon stabilitesini
saglamadaki etkileri bircok makalede belirtiimistir (Rao ve McClements, 2012). pH'nin disik

oldugu emiilsiyonlarda parcacik boyutunun kiglk olmasinin nedeni sirfektan Tween 80’in



kolloidal parcaciklar arasindaki sterik itme kuvvetlerini arttirmasi ile aciklanabilir. pH'nin
disurdlmesinin ortamin iyon ydkinU degistirerek bu sterik itmeye katkida bulundugu
sdylenebilir. Sekil 4'de goéruldiglu Uzere, yapiya katillan gliserol etkili bir sekilde yag

damlaciklarinin hidrodinamik ¢aplarinda degisime neden olmustur.

Lesitin ile hazirlanan nanoemdlsiyonlarin pargacik boyutlari diger surfektanlara gére oldukcga
blytktlir. Bu emdlsiyonlarin pargacik boyutu 215-615 nmarasinda degismistir. Lesitin
kullanilan emdlsiyonlarda pH 7.4 iken daha kiguk parcacik boyutlu emdilsiyonlar elde
edilirken pH’nin 3.8’e inmesiyle birlikte emiulsiyonlarin parcacik boyutu artmistir. pH 3.8 iken
elektrostatik itme kuvveti atraktifinteraksiyonlari (van der Waals ve hidrofobik) yenmede etkili
olamadigindan pargaciklarin bluyik kalmasina neden olmustur. Lesitinde bulunan fosfolipit
grubu asidik pH’da iyonize olabilen anyonik grup bulundurmaktadir (Surh vd., 2008). pH nin
dismesiyle bu yukinl kaybediyor olmasi muhtemeldir. Ayrica, lesitinin yag damlacigi ile su
araylzeyinde neredeyse go6zle gorilebilir film olusturarak emilsiyon stabilitesini sagladigi
bilinmektedir (Shchipunov ve Schmiedel, 1996). Bu nedenle mikroakiskanlastirma yéntemi
ile sirfektan Tween 80 ve lesitin kullanilarak hazirlanan emdlsiyonlara baktigimizda lesitinli

emdulsiyonlarin daha biylk pargacik boyutlu olduklarinin gériilmesi sasirtici olmamistir.

Gliseroliin etkisi Tween 80’den farkli olmus ve farkl pH’ larda farkl egilimler gézlemlenmistir.
Gliserol eklenmesi Tween 80’ de her iki pH da parcacik boyutunu azaltirken lesitinle
hazirlanan nanoemdlsiyonlarda farkli bir durum gdézlemlenmistir. Dusuk pH' da belirgin bir
azalma olurken yiksek pH’da az bir artis goérGimustur. Lesitin yapisinda bulunan serbest yag
asitlerinin pH’ nin digmesi sonucu yapidan ayrildigina daha 6nce deginilmistir. Gliserolin
hem viskoziteyi hemde elektrostatik etkisi nedeniyle emulsiyona eklenmesi lesitinin pargacik
cevresinde daha ince film olusturmasina ve parcacik boyutunun dismesine neden olmasi
muhtemeldir. Ancak pH 7.4 noétr bir dizeyde olup lesitinin asitlerine ayrismasini destekleyici
rol oynamayacagindan gliserolin eklenmesi viskoziteyi arttirmis ve daha kalin film

olusumunu desteklemis olabilir.

Bu emdlsiyonlarda Tween 80 ile hazirlanan emdulsiyonlardan farkh olarak sirfektan
gOzeltilerini 1sitmanin emidilsiyonlar (zerindeki etkisine bakilmistir. On homojenizasyon
isleminde surekli karigtirilarak 1sitma ile ¢éziinmemis halde bulunan lesitinlerin ¢dézinmesi
saglanmakta ve kolloidal dagilim iginde kugik pargaciklar olusturmaya baslamaktadir. Bu
durum isinin etkisiyle surfektan Uzerindeki guruplarin molekiler degisime ugramalariyla
aciklanmistir (Rao ve McClements, 2013; Shinoda ve Friberg, 1986).Gliserolin parcacik
boyutunu azaltmadaki etkisi 1sitma ile aktif olmus ve her iki pH'da da gliserollil emulsiyonlarin

parcacik boyutunda azalma gérulmustur.
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Mikroakiskanlastirma teknigi uygulanarak hazirlanan emiilsiyonlarda siikroz mono palmitatin
basarili nanoemdlsiyonlar olusturdugu goérilmustir. Emdlsiyonlarin pargacik boyutu diger
surfektanlarla hazirlanandan bir hayli dusuk (d< 40 nm) cikmistir. Sikroz monopalmitat
kullanilan diger ¢alismalarda da bu sonuglar gézlenmistir (Choi vd., 2011b; Henry vd., 2009;
Rao ve McClements, 2013). Limon yadi ile yapilan bir calismada Tween 80 ve sukroz
monopalmitat ile hazirlanan emdlsiyonlarda Tween 80 ile hazirlanan emulsiyonlarin pargacik
boyutunun daha blylk kaldigi gértlmistir. Bunun nedeni Tween 80 in hidrofilik bas
grubunun  sukroz monopalmitattan daha buydk olmasi ve bundan dolayi
surfektaningdziindigliinde daha biylk miseller olusturmasindan oldugu belirtilmistir (Rao ve
McClements, 2012). Gliserolin ve 06n homojenizasyonda Isitmanin pargacik boyutu
Uzelrndeistatistiksel olarak énemli bir farkasebepolmadigigézlenmistir. pH 3.8 ile hazirlanan
emdlsiyonlar hazirlandiktan 1 saat icinde faz ayrimi gosterdigi icin fiziksel &zelliklerine
bakilmamistir. Stkroz mono palmitat, asidik pH da hidrolize olarak sikroz vapalmiik asit
birimlerine ayrilir. Stikroz su fazinda ¢oéziinirken palmitik asit yag-su araylizeyinde kalir.
Sukroz bag grubunun olusturdugu sterik itme kuvveti bu noktada emdlsiyonu stabilize
etmeye yardimci olur. Ancak hidrolizin artmasi yani ortam asitliginin dismesi yapidan daha
fazla sukrozun ayrilmasina neden olupdaha fazla iyonize olmus palmitik asit olusturur. Ortam
pH’sI palmitik asitin pKa (4.9) degerinden dislk veya bu degere yakin oldugu noktaya
geldiginde palmitik asit yukini kaybederve ¢ekme kuvvetleri (van der Waals) Ustlin gelerek
parcaciklar birlesmeye baslayacaktir. Bu durumda hidrofilik bas grubuda sterik itmeyi
saglamada yetersiz kalir(Choi vd., 2011b). Emilsiyonun pH'si 3.8 oldugunda hemen
bozulmasinin sebebinin bu slregten kaynaklandigi distntlmektedir. Diger taraftan
emlulsiyonlara gliserol eklenmesi veya isitma islemi bu fiziksel ve kimyasal reaksiyonlari

durdurmus veya geciktirmis oldugundan daha stabil emdilsiyonlar elde edilmigtir.
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Sekil 4. Mikroakiskanlastirma teknigi A)Tween 80,B) Lesitin, C) Sikroz monopalmitat (SMP)
numunelerin pargacik boyutu sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gére A en buiyik ve G en kiglk
ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak énemli 6lglide farkli olma

durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.1.2 Ultrasonikasyonun Etkisinin incelenmesi

Ultrasonikasyon kullanarak hazirlanan nanoemiilsiyonlarin parcacik boyutlarindaki degisim

Sekil 5'te verilmistir.

Siurfektan  Tween 80 kullanilarak  hazirlanan  nanoemiilsiyonlarda pH  etkisi
mikroakiskanlastirici kullanilarak hazirlanan emilsiyonlara benzer bulunmustur. Ancak

gliserolin etkisi farkh pH’lardafarkh bir egilim gostermistir. Dislk pH'da pargaik boyutunda
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ciddi bir artis gozlenmistir. Buradaki farkhligin oncelikle deneysel hatadan kaynakh
olabilecedi distnulmuds. Bu numunlerde tekrar sayisi arttiriimig ancak benzer sonuglar elde
edilmistir. pH 3.8’ dehazirlanan emilsiyonun pargacik boyutu 37.90 nm olgtlirken gliserol
eklenmesi pargacik boyutunu 60 nm’lere arttirmistir. Diger taraftan, pH 7.4’ de hazirlanan
emlulsiyona gliserol eklenmesi pargacik boyutunu 65.80 nm’den 31.40 nm’ye dusurmustdr.
Benzer sekilde aycicegi yagr ve Tween 80 kullanilarak hazirlanan emdilsiyonlarda
ultrasonikasyon kullaniimis ve pargacik boyutu 40 nm civarinda bulunmustur (Leong vd.,
2009). Ultrasonik homjenizasyon igleminin disik pH' da gliseroliin etkisini azalltigr ve
flokllasyona sebep olabilecedi tahmin edilmistir. Ancak buradaki egilimin tam nedeni

hakkinda kesin bir yorum yapmak mumkuin olamamistir.

Sirfektan lesitinde ise durum tam tersi olup parcacik boyutu pH azaldikgaartmistir. pH
azaldikga gliserolsiiz hazirlanan emilsiyonlarda pargacik boyutu neredeyse 5 katina
cikmisgliserolliUhazirlanan emdulsiyonlarda ise 40 ile 50 nm arasinda gorulmus ancak 200 nm
den kiguk bulunmustur. Isi ise gliserolle birlikte kullanildiginda daha distk pargacik boyutlu

emulsiyonlar elde etmeyi sagdlasa da gliserolsiiz ortamda buyutmustar.

Surfektan sukroz monopalmitat ile hazirlanan emdlsiyonlarda pH 3.8 ile hazirlanan
emdulsiyonlar gliserolsiz olanlar hazirlandiktan hemen sonra faz ayrimi goézlendigi icin
degerlendirmeye alinmamistir. Daha dnce mikroakiskanlastirma kisminda da sukroz mono
palmitatin distk pH larda stabil emulsiyonlar olusturamadigindan bahsedilmistir. Strfektan
sukroz monopalmitat kullanilarak gliserolle hazirlanan pH 3.8 olan emilsiyonlarda ise 1sinin
parcacik boyutunu azaltici etkisi gozlenmistir. Ayni etki pH 7.4 ile hazirlanan emdulsiyonlarda
da gozlenmistir. Ancak gliseroliin olmadigi emdlsiyonlarda isi pargacik boyutunu arttirmistir.
Buradan gliserolin emulsiyonlar Uzerindeki fiziksel ozellikleri iyilestirme Ozellikleri acikga

gorulmektedir.
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Sekil 5. Ultrasonikasyon teknigi A)Tween 80, B) Lesitin, C) Siikroz monopalmitat (SMP) numunelerin
pargacik boyutu sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine goére A en biylk ve F en kliglk ortalama
degeri ifade etmekle birlikte farkl harfler istatistiksel olarak énemli él¢tide farkl olma durumunu temsil
etmektedir (p<0.05).

Sonu¢ olarak Sekil 6. te de goéruldigu gibi Tween 80 kullanilan numuneler her iki

homojenizasyon teknidi ile pargcack boyutu 6lcim sonuglarina goére karsilastirildiginda

ultrasonikasyonun duslk parcacikli emulsiyon yapma potansiyeli daha fazla bulunmustur.
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Sekil 6. Tween 80 kullanilarak hazirlanan nanoemiilsiyonlar lzerinde iki homojenizasyon tekniginin
karsilastirilmasi. Grup bilgisi 6nem derecesine gére A en buyuk ve G en kiguk ortalama degeri ifade
etmekle birlikte farkh harfler istatistiksel olarak 6nemli 6lgtide farkli olma durumunu temsil etmektedir
(p<0.05).

3.2 NMR Relaksometre Deneyleri

Kapsaisin yukli nanoemdlsiyonlarin karakterizasyonundakullanilan diger bir metod NMR
relaksometredir. NMR relaksometre deneyleri ile belirlenen T2 zaman sabiti, bir numunedeki
protonlarin hareketliligi ile iligkilendirilir. Su oraninin ylksek oldugu sistemlerde sudan gelen
protonlar bu iliskiyi daha ¢ok baskilar. Molekil hareketliligi ise suyun diger makro
molekiillerle etkilesimine bagli olarak degismektedir. Etkilesmeden kalan su, serbest su
olarak adlandirilirveyavas bir relaksasyon hizi gdsterir. Diger molekullerle etkilesmis olan su
molekulinin hareketliligi kisitlanacadi icin bu tip su protonlari kisitli su olarak bilinir ve daha
hizli relaksasyon gosterir (Granizo vd., 2007). Yag molekili ise kisith hareketlilie sahiptir.
Yag-su emiilsiyonlarini stabilize eden sirfektanlar ise her iki fazda da kisith ¢ozunurlik
goOstererek T2 zamanini distrmektedir. Hareketlilige etki eden her molekil T2 degerinde
azalmaya neden olacaktir (Jenning vd., 2000). Yag molekiline eklenen su ve surfektan
sonucu yapisal degisiklikler, yeniden olusumlar, gevre ve yag molekili arasinda meydana
gelecek ve bu durum relaksasyon zamanina yansiyacaktir (Mariette, 2009). Butin
bilesenlerin ayni konsantrasyonlarda eklenmesi fakat birbirinden farkli sonuglar alinmasinin

nedeni her bir emdlsiyonun igerisinde farkli etkilesimler goértlmesinden dolayl oldugu
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disunulmektedir. Bu nedenle tahribatsiz ve kisa surede sonug¢ alinabilen NMR teknigi

yapisal degisikliklerin tesbitini saglamada alternatif bir ydntem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Mikroakiskanlagtirma ve ultrasonikasyon kullanarak hazirlanan nanoemulsiyonlarin T2

zaman sabitlerindeki degisim Sekil 7 ve 8’de verilmistir.

Hazirlanan batin emdlsiyonlarda karsilasilan ortak bir sonu¢ yapiya gliserol eklenmesi
sonucu T2 zamaninin dismesidir. Bu dustsin miktari kimi emulsiyonda diger etkilesimler
sonucu daha fazla gozlense de genel egilim yapiya gliserol eklenmesi sonucu relaksasyonun
hizli olmasidir. Gliserol, emulsiyon igerisinde sivi faza yardimci etki gdsterse de yari yariya
eklenen gliserol serbest su molekillerinin yogunlugunu distrmektedir. Bu durum manyetik
alanda salinimin daha hizli olmasina neden olur. Yapilan bir calismada yuksek rezollsyonlu
proton niikleer manyetik rezonans ("H- NMR) sistemi ile gliseroliin bagl bulundugu zincirlerin
neredeyse hareketsiz oldugu bulunmustur (Jenning vd., 2000). Literattirde yapilan bir diger
calismada gliserol iceriginin %20 den fazla olmasiyla mekanik 6zelliklerin dramatik olarak
degistigi belirtilmistir (Partanen vd., 2004).

3.2.1 Mikroakiskanlastirmanin Etkisinin incelenmesi

Surfektan Tween 80 kullanilarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarda pH’nin azalmasiyla
gliserolsliz surekli fazda T2 degerleri duserken ortama gliserolin eklenmesiyle T2
degerlerinde artis goérulmuistir. Buradan gliserolsiz ortamda pH’nin disiuk oldugu
emdulsiyonlarda Tween 80 ile yag/su fazinin etkilesiminin daha fazla oldugunu sdylemek

mumkunddr.

Surfektan lesitin kullanilarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarda pH'nin degismesi ve isitma
relaksasyonu etkilememistir. Lesitinin polar fosfat grubu, su molekilleriyle ile etkilestiginde
sertleserek molekll hareketliligini  azaltmaktadir. Bu durum bUtin emulsiyonlarda
go6zlenebildidi icin lesitin ile hazirlanan nanoemulsiyonlarin T2 degerleri genellikle daha

disuk bulunmustur (Capitani vd., 1991).

Surfektan sukroz monopalmitat kullanilarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarda isitma T2
degerlerinde degisikliklere sebep olmustur. pH 7.4° de hazirlanan emidlsiyonlarda T2
degerlerinde Isitma ile artig gorulirken pH 3.8'de hazirlanan emdlsiyonlarda isitma ile
azalma gozlenmistir. pH 3.8’ de asitligin artmasiyla yapidan ayrilan sukroz su ile etkilesime
girerek serbest suyu azaltmis ve dolayisiyla T2 degerlerinde azalmaya sebep olmustur (Fabri
vd., 2005).
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Sekil 7. Mikroakiskanlastirmateknigi A)Tween 80, B) Lesitin, C) Sikroz monopalmitat (SMP)
numunelerin T2 sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gbre A en buylk ve F en kiguk ortalama
degeri ifade etmekle birlikte farkh harfler istatistiksel olarak 6nemli 6lgiide farkli olma durumunu temsil
etmektedir (p<0.05).

3.2.2 Ultrasonikasyonun Etkisinin incelenmesi

Mikroakiskanlastirma isleminde oldugu gibi ultrasonikasyon islemi ile hazirlanan Tween 80’li
nanoemdlsiyonlarda gliserolstiz surekli fazda T2 degerleri diserken ortama gliserolin
eklenmesiyle T2 de@erlerinde artis gorilmuastir. Alinan sonuglarin mikroakiskanlastirma
isleminden farkh olmasinin nedeni ultrasonikasyonun daha farkl etkilesimlere sebep olmasi
ile aciklanabilir. Ayni emulsiyonlarin farkli homojenizasyon teknigiyle hazirlanmig érneklerine
bakildiginda pargacik boyutununda farkh oldugu goériimuistir. Pargacik boyutu ve T2
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degerleri arasinda korelasyon goérilmemesine karsin literatirdeki birgok c¢alismada
emdulsiyon sistemlerinin pargacik dagilimini tesbit etmede NMR' Iin etkin olarak kullanildigi
gorilmektedir (Denkova vd., 2004; Gabriele vd., 2009; Goudappel vd.,2001; Hollingsworth
vd.,2004; Marciani vd.,2001; Opedal vd., 2009; Van Duynhoven vd., 2002). Ultrasonikasyon
ve Tween 80 kullanilarak hazirlanan emdlsiyonlarin pargacik boyutu daha dusik ve
hareketliligi daha fazla oldugu igin T2 degeri de daha fazla dlgtilmuastir. Blylk pargacik
boyutuna sahip damlaciklarin ara ylzey alani daha kiguk olmasiyla hareketlilikleri
dusmektedir (Vermeir vd., 2014).
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Sekil 8. Ultrasonikasyon teknigi A)Tween 80, B) Lesitin, C) Stukroz monopalmitat (SMP) numunelerin
T2 sonuglari. Grup bilgisi Gnem derecesine gore A en blyik ve F en kiglik ortalama degeri ifade
etmekle birlikte farkh harfler istatistiksel olarak énemli 6lgtide farkh olma durumunu temsil etmektedir
(p<0.05).
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Sirfektan lesitin  kullanildigindaysa pH’nin  buitin  formilasyonlarda dusurict  etkisi
gbzlenirken isininda eklenmesiyle T2 degerleri azalmistir. Yine pargacik boyutunun
etkisinden s6z edilirse Tween 80 ile hazirlanan emdilsiyonlarin pargacik boyutu lesitin ile
hazirlananlardan daha dusuktir. Ornegin; pH 7.4 kullanilan emdlsiyonlarda T2 degeri Tween
80 igin 1782.22 ms iken lesitin icin 880.53 ms olarak dlgtlmis ve pargacik boyutu sirasiyla
65.80 ve 113.33 nm olarak bulunmustur. Sdrfektan sikroz monopalmitat ile hazirlanan
emulsiyonlarda ise parcacik boyutu 64.9 nm iken T2 1059.12 ms olarak 6l¢timustir. Aslinda
Tween 80 kullanilarak hazirlanan nanoemdulsiyonun pargacik boyutuyla neredeyse ayni
¢cilkmasina ragmen T2 dederlerinin farkli c¢ikmasi yapida baska farkhliklar oldugunu
gostermektedir. Zaten kullanilan surfektanlarin kimyasal yapisindaki farklihk sonucu farkh
Ozellik gostermeleri beklenmektedir. Ancak sadece parcacik boyutuna bakilarak bu sav
dogrulanamamaktadir. NMR sistemi ise yapisal degisiklikleri gbézlemlemeyi sagladigi icin

alternatif bir sistem olarak kullanilabilecegi boylece tekrar gosterilmistir.

3.3 Bulanikhk

Bir obje 1s1gIn gegmesine izin veriyorsa transparan, 1$1g1 dagitiyor veya absorpluyorsa opak
olarak adlandirilir (Clydesdale, 1975). Bircok emuilsiyon bu iki tanim arasinda kaldiklari igin
yari saydam (translucent) olarak belirtiimistir. Isik dalgasi emilsiyondan gegerken pargaciklar
IsiIgin bircok dalga boyunda sacilimini saglar ve 1sik ¢ok fazla emilsiyona igine nifuz
edemez. Bdylece emdlsiyon optik olarak opak gérunur (Farinato ve Rowell, 1983). Bulaniklik,
bircok gida emdlsiyonu igin énemli bir kriter olup gidanin dogal gorunusund, ilgi cekici
gériinmesini saglamaktadir (Hernandez, 1991; Hernandez ve Baker, 1991). Ornegin, disik
konsantrasyonlu bitkisel yag pargaciklari meyveli iceceklerde bulanik gérinimu saglamada
kullaniimaktadir (Tan, 1990; Dickinson, 1994). Yiksek konsantrasyonlu emiilsiyonlarda
bulanikhk degeri ¢oklu 1sik sacilimi etkisinden dolayl istenilen seviyeden asagida
bulunmaktadir (Ma vd., 1990). Bu durumda emdlsiyonlarda bulaniklik genel olarak pargacik
boyutuna, yad konsantrasyonuna ve parcaciklarin refraktif indeksine bagh olarak

degismektedir.

Mikroakiskanlastirma ve ultrasonikasyon kullanarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarin

bulanikhlik degerleri Sekil 9 ve 10’da verilmisgtir.

3.3.1 Mikroakiskanlastirmanin Etkisinin incelenmesi
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Nanoemiuilsiyonlarin bulanikhik degeri pH'nin azalmasiyla azalirken surekli faza gliserol
eklenmesiyle artmistir. Emdllsiyon igerisindeki parcaciklarin bayuklUkleri degistikge 11§

yansitma kuvvetleri de degismektedir (McClements, 2002).

Mikroakiskanlastirma ve surfektan Tween 80 kullanilarak hazirlanmis nanoemdlsiyonlar
kiguk boyutlu parcaciklar olup bulaniklik degerlerine bakildiginda bu etki gérilebilmektedir.
Yine gliserolin eklenmesiyle emdilsiyonun &zelliklerinin gliserolstiz haline goére degistigi
gbzlenebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada hi¢ gliserolicermeyenemdlsiyonlarin opak oldugu
goOzlenirken %50 gliserol iceren emdlsiyonlarin daha bulanik oldugu gdézlenmistir. Bu
durumun nedeni pargacik boyutunun kigukligu veya gliserolin yag ve su fazi arasinda
refraktif indeks kontrastini dusiirmesi olarak aciklanmistir (McClements, 2002; Qian ve
McClements, 2011).

Mikroakiskanlastirma ve sirfektan lesitin kullanilarak hazirlanmis nanoemuilsiyonlarin
bulanikhk degerleri incelendiginde gliserol eklenen emulsiyonlarin daha parlak oldugu
g6zlenmistir. Bununla birlikte lesitin hekzan, etanol, aseton, petrol eter, benzen gibi nonpolar
¢bzlcllerde tamamen g¢o6zindrken sudaki c¢ozunurligli azdir. Bu durum hazirlanan
emdulsiyonlarin klglk parcacik boyutlu olsa bile opak gérinmesine neden olmustur (Xue ve
Zhong, 2014)(Xue ve Zhong, 2014).

Mikroakiskanlastirma ve silrfektan sidkroz monopalmitat kullanilarak  hazirlanmis
nanoemulsiyonlarin bulaniklik degerleri incelendiginde ise gliserolin 6énemlietkisioldugu
gorulmektedir. Butlin emulsiyonlar icerisinde en berrak emuilsiyonlar gliserolle hazirlananlar
olmustur. Tek basina gliserol kadar etkili olmasa da Isitma islemi berraklik saglamada
¢bzinmeyi destekledigi icin olumlu sonuglar go6stermisti. Ancak gliserol birlikte
kullanildiginda istatistiksel olarak fark gozlenmemektedir (p>0.05). Parcacik boyutu
sonuglariyla da baglantili olarak degisen bulanik degerlerine bakildigindaen yuksek parcacik
boyutuna sahip ( 39.63 nm) pH 7.4 ile hazirlanan emulsiyonun neredeyse en fazla bulaniklik
degerine sahip oldugu (1.032) soylenebilir. Bulaniklik élcimleri, NMR &lgimleri kadar olmasa
da yapidaki degisimleri ( flokllasyon, birlesme gibi) belirlemede 6énemli bir ydntemdir. pH 3.8
ile hazirlanan emulsiyonlarda isitma ile yag damlaciklari kinetik enerji kazanmis ve zamanla
birlesmeye baslayarak (Ostwald olgunlagsmasi) boyutlarinda artis gézlenmistir. Buyuk
parcaciklarin bulunmasi bulanikhdr desteklemis ve 1.137 deger ile en bulanik emulsiyon
olusturulmustur. Rao ve McClements (2011b) yaptidi ¢alismada 1sitmanin kiglk parcacik

boyutlu emiilsiyon olusturmak igin kullanilabilecegini géstermistir.
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Sekil 9. Mikroakigkanlastirma teknigi A)Tween 80, B) Lesitin, C) Sikroz monopalmitat
(SMP)numunelerin bulaniklik sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gore A en buyik ve E en kiigik
ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak 6nemli Olglide farkhi olma
durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.3.2 Ultrasonikasyonun Etkisinin incelenmesi

Surfektan Tween 80 kullanilarak hazirlanan nanoemidilsiyonlarin bulanikhk degerlerinin
mikroakiskanlastirma yontemiyle bulunanlardan ¢ok daha fazla oldugu gérulmustir. Pargacik
boyutu en fazla 65 nm olsada bulaniklik degerlerinin ylksek bulunmasi emdlsiyon igerisinde
ultrasonikasyonla pargalanamamis buyik pargaciklarinkalmasi ya da dlgim zamanina kadar

birlesme olmasi ile agiklanabilir. Gorsel olarak da ultrasonikasyon ve Tween 80 kullanilarak
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hazirlanmis emdilsiyonlarin daha opak olduklari gorilmustir. Sekil 10.’"da da goérildaga gibi
gliserol bulanikligin azaltiimasinda etkilidir. Surfektan sodyum dodesil silfat kullanilarak
yapilan bir galismada ultrasonikasyon sirasinda pargacik boyutunun dismesi iki evreye bagli
olarak agiklanmistir; (i) pargaciklarin Ussel dismesinin gerceklestigi gegis araligi ve (ii) daha
fazla kugllmenin goérilmedigi denge durumu. Denge durumunda, ortalama parcacik
boyutuna ulasiimis ve parcaciklarin birlesmesi ve ayrismasi karsilastirilabilir hale gelmistir
(Nazarzadeh ve Sajjadi, 2013). Birlesen pargaciklarin yodunluguda isigin kiriimasini
degistirecegi icin bulaniklik degeri daha buylk olacaktir. Buna ek olarak T2 degerleri ve
bulaniklik arasinda da pozitif korelasyon oldugu gérilmuistir (Pearson Korelasyon Katsayisi :
r=0.778, p<0.05)

Surfektan lesitin kullanilarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarda Tween 80 ile hazirlanan
nanoemulsiyonlarin tersi durum s6z konusu olarak bulanikhgin azaldigi goézlenmistir
(Sekil10.). pH’ nin disurilmesi ve ©6n homojenizasyon sirasindaki isitmayla birlikte

bulaniklikta olumlu dedismeler goérilerek daha seffaf bir emdlsiyon elde edilmistir.

Surfektan sukroz monopalmitat kullanilarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarda Tween 80’de
oldugu gibi daha bulanik emilsiyonlar elde edilmistir. Gorsel olarak emdlsiyonlarin gliserol
icerenleri berrak bir gérinime sahipken sadece I1sitmanin etkisi olan emdilsiyonlarda opak bir

gorindm bulunmustur.
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Sekil 10. Ultrasonikasyon teknigi A)Tween 80, B) Lesitin, C) Sitikroz monopalmitat (SMP)numunelerin
bulaniklik sonuglarini géstermektedir. Grup bilgisi 6nem derecesine gére A en blyuk ve F en kiguk
ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak énemli 6lglide farkli olma

durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.4 Renk Olgiimleri

Isik sacgilmasi ve bununla birlikte emulsiyonun rengi blyuk o6lgclide slrekli ve dagilan fazin
refraktif indeksine, yag konsantrasyonuna ve pargacik boyutuna baghdir (McClements,
2002). Buyuk parcaciklar kiglik olanlardan daha yogun olarak 1s1§1 dagitacaklari igin
parlaklik, opaklik gibi degerlerde artisa neden olmaktadir (Rao ve McClements, 2011b).
Literatirde nanoemdilsiyonlarin bu nedenle sahip olduklari dislk pargacik boyutlariyla isik
sacilimini dusurdukleri belirtiimistir (Chanamai ve McClements, 2001; Meleson vd., 2004;
Tadros vd., 2004). Oleoresin kapsikumun ¢ok gigcli koyu bir rengi bulunmaktadir. L, a, b
degerleri sirasiyla 0.18, +0.25, - 0.11 olarak dl¢ulmustir. Nanoemiuilsiyonlarin renk 6lgim

verileri Sekil 11 ve 12°de gosterilmigtir.

3.41 Mikroakigkanlagtirmanin Etkisinin incelenmesi

Mikroakiskanlastirma  teknigi ve surfektan Tween 80 kullanilarak hazirlanan
nanoemdlsiyonlarin L, a, b degerleri ylkselmigtir. Gbézle goérulir sekilde seffaf ve kirmizi

emdulsiyonlar elde edilmistir.

Surfektan lesitin kullanilarak hazirlanan nanoemiuilsiyonlarin renk degerleri incelendiginde de

bu durum gdézlenmektedir. Opakligin fazla olmasi parlaklik, kirmizilik ve sarilik degerlerinde

dususe neden olmustur. Parcacik boyutu da renk degerlerinde etkili olmustur. Parcacik

boyutu en yiksek pH 3.8’ de hazirlanan emdulsiyonun (614.5 nm) parlaklk, kirmizilik ve
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sarilik degerleri sirasiyla 0.86, 4.09,1.42 olarak diger emilsiyonlardan dusuk bulunmustur.
Benzer sekilde bulaniklik degerlerinin dusmesiyle renk degerlerinde artis gdzlenmigtir. pH 7.4
— gliserol iceren emiilsiyonda bulaniklik degeri 3.49 iken L,a,b sirasiyla 3.43, 15.71, 5.77
bulunmus ve pH 3.8-gliserol iceren emdilsiyonda bulaniklik 3.03 iken L,a,b sirasiyla 8.22,
27.15, 14.15 olarak bulunmustur.

Surfektan sukroz monopalmitat kullanilarak hazirlanan nanoemulsiyonlarin renk degerlerinde
surekli faza gliserol eklenmesiyle ve 6n homojenizasyon éncesi Isitma ile parlaklk, kirmizilik
ve sarilik degerlerinde artis gozlenmistir. Hem pargacik boyutunun kigik olmasi hem de
bulanikhdin duguk olmasi parlak, kirmizihdr yuksek emulsiyonlarin elde edilmesini
saglamistir.
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Sekil 11. Mikroakiskanlastirma teknigi A,B,C)Tween 80, D,E,F) Lesitin, G,H,l) Siikroz monopalmitat

(SMP) numunelerin renk sonugclari. Grup bilgisi 6nem derecesine goére A en buyuk ve H en klguk
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ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak 6nemli Olglide farkhi olma

durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.4.2 Ultrasonikasyonun Etkisinin incelenmesi

Surfektan Tween 80 kullanilarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarin parlaklik degeri (L)
mikroakiskanlastirma yontemine goére ylksek bulunmustur. Bunun yaninda sarilik degeri (b)

¢ok daha ylUksek ve kirmizilik degeri (a) daha disuk bulunmustur.

Surfektan lesitin kullanilan nanoemuiilsiyonlarda parlaklik degeri( L) mikroakiskanlastirmaya
gore bir hayli artmistir. Lesitinin film olusturma 6zelligi nedeniyle renk degerleri cok disuk
bulunmustur. Ancak ultrasonikasyon ile bu sorunun iyilestirildigi gézlenmistir. Emulsiyona
gliserol eklenmesiyle L,a, b degerlerinde artis gozlenmistir. Isitiimanin tek basina belirgin bir

etkisi gdzlenmemistir. Ayrica pargacik boyutu azaldik¢a L,a,b degerlerinin arttigi gérilmastr.

Surfektan sukroz monopalmitat  kullanilarak hazirlanan nanoemdulsiyonlarda pH’nin
azalmasiyla kirmizilik (a) degerinin azaldigi g6zlenirken surekli faza gliserol eklenmesi L,a, b

degerlerini yine arttirmistir.
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Sekil 12. Ultrasonikasyon teknigi A,B,C)Tween 80, D,E,F) Lesitin, G,H,I) Stikroz monopalmitat (SMP)
numunelerin renk sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gore A en blylk ve H en kliglk ortalama
degeri ifade etmekle birlikte farkl harfler istatistiksel olarak énemli él¢tide farkl olma durumunu temsil
etmektedir (p<0.05).

3.5 Enkapsiilasyon verimi

3.5.1 Mikroakiskanlastirmanin Etkisinin incelenmesi
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Enkapsulasyon verimi parcacik boyutundan etkilenmeksizin formilasyonlar arasinda
degisiklik goOstermistir. Literatirde, kullanilan sirfektan miktarinin enkapstlasyon verimi
Uzerinde blylk etkisi oldugu belirtilirken bunun aksine slrfektan tirinin ¢ok daha az etkisi
oldugu belirtilmistir (Xing vd., 2005). Nanoemdilsiyonlarin enkapstlasyon verimlerinin nasil

degistigi Sekil 13’ te verilmistir.

Surfektan Tween 80 ile hazirlanannanoemulsiyonlardaki ortalama enkapsulasyon verimi %83
olup en fazla enkapsulasyon veriminin goruldugu emdulsiyon pH 3.8 ile hazirlanan olmustur.
Oleoresin kapsikumun pH 3.8 de daha fazla emillsifiye olmasindan kaynaklandigi
distndlmektedir. Sonuglar gostermistir ki Tween 80 ile hazirlanan nanoemilsiyonlar faz

ayirimi kremlesme olmadan stabil kalabilmistir.

Surfektan lesitin kullanilan nanoemdlsiyonlarda enkapsulasyon verimi ile pH digusu ve
gliserol eklenmesi arasinda benzer edilimler gérilmistir. Buna gore tabloda da goérildugu
gibi pH 3.8’ de gliserol igceren lesitinli emulsiyonun enkapstlasyon verimi %89 bulunmus ve
on homojenizasyonda isitma uygulandiginda bu deder %96 olarak en ylksek seviyeye
ulasiimigtir. Bdylece fiziksel 6zelliklerin iyilestiriimesinde gliserolin etkisi burada da

gorilmektedir.

Surfektan slkroz monopalmitat kullanilan nanoemilsiyonlarda enkapstlasyon verimi
degerleri agisindan istatistiksel olarak fark goérilmemistir. Lesitin ile hazirlanan
nanoemulsiyonlardan daha ylksek, Tween 80 ile hazirlanan nanoemilsiyonlardan biraz
daha az verim gostererek slikroz monopalmitat stabilite saglamada ve enkapsiile etmede iyi

bir stirfektan oldugunu gostermistir.
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Sekil 13. Mikroakiskanlastirma teknigi A)Tween 80, B) Lesitin, C) Sikroz monopalmitat (SMP)
numunelerin enkapstilasyon verimi sonuglari. Grup bilgisi 6Gnem derecesine gore A en blylk ve E en
kiguk ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkl harfler istatistiksel olarak énemli élglide farkh olma

durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.5.2 Ultrasonikasyonun Etkisinin incelenmesi

Enkapsulasyon verimin de mikroakiskanlastirma teknigine yakin fakat daha disuk degerler
elde edilmigtir. Nanoemdilsiyonlarin enkapstilasyon verimlerinin nasil degistigi Sekil 14’ te

gOsterilmistir.

Enkapsulasyon verimi, Tween 80 kullanildiginda ortalama %73, lesitin kullanildiginda

ortalama %66 ve sukroz monopalmitat kullanildiginda ortalama %62 olarak bulunmustur.
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Siikroz monopalmitat igin nanoemudlsiyonlar arasinda gliseroliin veya isitmanin belirgin farki
goérilmemesine ragmen pH nin dasiridlmesiyle en yiksek verim elde edilmistir. Lesitin ile
hazirlanan nanoemiilsiyonlarda da ayni durum gegerli olup en yliksek verim pH 3.8 de
gliserol ve isitilmanin kullanildigi emulsiyonda goézlenmigtir. Tween 80 ile hazirlanan
nanoemulsiyonlarda yine en yiksek verim pH 3.8 de hazirlananlarda elde edilmistir. Benzer
sonu¢ mikroakiskanlastirma ydntemiyle dretilen nanoemdilsiyonlarda da gézlenmistir. Tween
80 ile hazirlanan nanoemdlsiyonlarda parcacik boyutu azaldikca enkapsuilasyon veriminin
arttigr gézlenmistir. Sikroz mono palmitat ile hazirlanan nanoemdilsiyonlarda pargacik boyutu

bulaniklik ve enkapstilasyon verimi arasinda iligkiliendirme yapilmasina olanak saglamistir.
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Sekil 14. Ultrasonikasyon teknigi A)Tween 80, B) Lesitin, C) Stkroz monopalmitat (SMP)numunelerin

enkapstlasyon verimi sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gére A en blyik ve D en kuiglk
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ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak 6nemli Olglide farkhi olma

durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.6 Antioksidan Aktivite Sonuglari

Literatirde, indirgenme potansiyeli antioksidan aktviteyle iliskilendirilerek antioksidan
aktivitenin ol¢ilmesinde sik¢a kullaniimaktadir. Demir (l11) fenoliklerin antioksidan aktivitesini
goOstermede etkili bir ajan olarak kullanilmaktadir (Nithiyanantham vd., 2013). Stabil organik
radikal DPPH, antioksidan aktivite testlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Sora vd., 2015).
Genel olarak antioksidan aktivitenin OH, O, ve ROO" gibi serbest radikalleri inaktive etme,
olusumunu engelleme kapasitesinden kaynaklandigi bilinmektedir. Radikal yakalama
aktivitesi antioksidan ajanin reaktivitesine ve konsantrasyonuna bagli olarak degigiklik
goOstermektedir. Emdilsiyon gibi ¢ok fazli bir ortamda antioksidan ajanin araylzdeki
lokalizasyonu ve etki gdsterecek sekilde mobilitesi antioksidan aktivite Gzerinde 6nem
tagimaktadir (Apak vd., 2007). Hazirlanan emulsiyonlar icerisindeki farkliliklar kullanilan
surfektanlardan kaynaklandigi distinilmektedir (Sessa vd., 2011). Clinku surfektanlar yag su
arayuzundekiabsorpsiyon kinetigini etkiledigi ve arayuzdeki molekulleri tekrar organize ettigi
icin antioksidan aktivite Uzerinde etkili olmaktadir (Donsi vd., 2012b). Antioksidan aktivite

sonugclari FRAP ve DPPH metodlari icin Sekil 15 ve 16’da verilmistir.

3.6.1 Mikroakigkanlagtirmanin Etkisinin incelenmesi

FRAP sonuglarinda gorualdugu gibi mikroakigkanlastirma teknigi ve surfektan Tween 80
kullanilarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarda optimum indirgenme potansiyeli gorulmastir
(ortalama 0.114 mM Fe(ll)/L). Gliserol eklendiginde daha iyi emulsifiye olmadan dolayi FRAP
aktivitesinin arttig1 disunulse de ayni sonug diger bir antioksidan testi olan DPPH metodunda
tam tersi olarak goézlenmistir. Kiicik hidrofilik molekdllerin DPPH ile daha kolay tepkimeye
girmelerinden dolayi daha fazla antioksidan degerlerine sahip oldugu bilinmektedir (Apak vd.,
2007). Gliserolin etkisiyle yapida daha kolay ¢6ziinebilen hidrofobik kapsaisin,
nanoemulsiyonun hidrofilik 6zelligini gliserolsiiz hazirlanan emdlsiyonlara gore digtirmustur.
Boylece pH’dan etkilenmeksizin yapida daha fazla su bulunan kapsaisin yikll
nanoemulsiyonlarin DPPH aktivitesi daha fazla bulunmustur. Antioksidan testleri
degerlendirildiginde FRAP sonugclari arasinda buylk farklar olmadigi mikroakiskanlastirma

teknigi ve sirfektan lesitin ile hazirlanan kapsaisin ylkli nanoemiilsiyonlar icinde ortalama
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FRAP degerinin 0.119 mM Fe(Il)/L oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar arasinda pH 3.8 ile
hazirlanan emiilsiyonlarin FRAP sonuglarinin daha yiiksek oldugu gérilmustir. On
homojenizasyonda 1sitma isleminin antioksidan aktivite Uzerinde olumsuz bir etkisi
gorulmemistir. Esansiyel yaglar Uzerine yapilan bir calismada sicakligin 180°Ckadar
cikarilmasiyla antioksidan aktivitenin etkilenmedigi gdésterilmistir (Tomaino vd., 2005).
Emulsiyon formulasyonuna gliserol eklenmesi ise sicakligin aksine DPPH sonuglari Gzerinde
degisime sebep olmustur. Bu disus slrfektan Tween 80 ile hazirlanan emdlsiyonlarda
gorulmustar ve iki emulsiyon tipi icinde ayni durumun séz konusu oldugu distnulmektedir.
Sirfektan sukroz monopalmitat ile hazirlanan nanoemiilsiyonlarda antioksidan aktivite
Uzerinde pH’ nin disitrilmesi DPPH ve FRAP sonuglarinda artisa neden olmustur. Pargacik
boyutu distikce FRAP dederlerinin arttigi gdézlenmigtir.
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Sekil 15. Mikroakigkanlastirma teknigi A,B)Tween 80, C,D) Lesitin, E,F) Sikroz monopalmitat (SMP)
numunelerin antioksidan aktivite DPPH vee FRAP sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gore A en
blylk ve E en kiglk ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak édnemli

Olgtide farkli olma durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.6.2 Ultrasonikasyonun Etkisinin incelenmesi

FRAP sonuglari incelendiginde Tween 80 ile hazirlanan nanoemilsiyonlarda ortalama
degerin 0.105 mM Fe(ll)/L oldugu belirlenmistir. DPPH aktivitesi ise pH nin azalmasiyla

istatistiksel olarak belirgin fark yaratmamigtir.

Lesitin ile hazirlanan nanoemdulsiyonlarda ayni pH daki emulsiyonlar neredeyse ayni FRAP
sonucu vermis gliserol antioksidan aktiviteyi etkilemezken isitma igslemi dastrmustir. pH
dusurulmesiyle FRAP aktivitesinde %38 artis gértlmustir. DPPH sonuglari incelendiginde

emdulsiyonlar arasinda farkhliklar olmadigi gézlenmistir.

Sikroz monopalmitath nanoemiuilsiyonlarda ise durum tam tersi olarak gézlenmis; pH’nin
dusurilmesi FRAP sonuglarini disturmustir. DPPH sonuglari hazirlanan bitin emdalsiyonlar
icerisinde en ylksek sUkroz monopalmitatla olusturulan nanoemiulsiyonlarda gérulmustar.
Goraldigu gibi ayni madde farkli ortamlarda emidlsifiye oldugunda farkli davraniglar

sergilemektedir.
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Sekil 16. Ultrasonikasyon teknigi A,B)Tween 80, C,D) Lesitin, E,F) Sikroz monopalmitat (SMP)
numunelerin antioksidan aktivite DPPH vee FRAP sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gore A en
biyidk ve D en klglUk ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak énemli

Olglide farkli olma durumunu temsil etmektedir (p<0.05).
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3.7 Antimikrobiyal Aktivite Sonugclari

Nanoemililsiyon parcaciklari termodinamik olarak lipit iceren organizmalara nifuz etme
egilimindedir. Elektrostatik ¢cekme kuvvetlerinin etkili oldugu bu durumda yeterli miktarda
nanoemulsiyon parcacigi nufuz ettiginde emdulsiyonun igerisine sikisan enerji serbest kalir.
Boylece hem emdllsiyon icerisindeki aktif ajan hem de agiga cikan eneriji lipit membranin

stabilitesini bozar ve hicrenin lizizine ve sonugcta dlimine sebep olur.

E.coli gibi Gram negatif bakterilerin dis membranlarinda bulunan proteinlerin (porinler) porlar
olusturarak hidrofilik maddeleri gecirip lipofilik maddelere bariyer olusturmasi ve
beraberindepargaciklarin  boyutsal olarak gegislerini sinirlamasi; esansiyel yaglarin
antimikrobiyal aktivitesin dugurmektedir (Donsi vd., 2012b; Salvia-trujillo vd., 2014). Ancak
isin kilit noktasi bu olumsuzluklara kargin antimikrobiyal ajanin yine de hicre icinde dagilim

gOsterebilme potansiyelidir.

Limon kifu olarak bilinen Penicillium italicum narenciye Urlnleri icin hasat sonrasi zarar
veren oOnemli bir patojen olup meyvenin flavedo tabakasinda meydana gelen mikro
catlaklarda Ureyerek hasat ve isleme sirasinda meyve kaybina neden olmaktadir (Caccioni
vd., 1998). Kapsaisin yukli nanoemiilsiyon sistemlerinin bakteriler lGzerinde etkisi yaninda
kifler Uzerinde de etkilerini gozleyebilmek igin cesitli konstantrasyonlarda emidilsiyonlar
hazirlanarak Peniciliium italicum Uzerinde denenmistir. Buna gore alinan sonuglar Resim
2'de verilmistir. Disk diflizyon yontemiyle denenen emidilsiyonlarda 15°C de 6 gilin inkiibe
edilen kufler Gzerinde antifungal aktiviteye rastlanmamistir. Literatlirde Aspergillus oryzae
uzerinde yapilan bir caligmada kapsaisinin inklibasyon periyodunda w-hidroksilasyon, alkol
oksidasyonu, hidrojenasyon, izomerizasyon ve a- ve / veya [B-oksidasyonu araciligyla
hidrolize edilip baska metabolitlerin olustugu belirtiimigtir.  Kapsaisinin  kuflerin
mikroflorasiylavanililamin ve trans-8-metil-6-nonenoik asite hidrolizinin gerceklestigi diger
calismalarda gosterilmistir (Romano vd., 2011; Cho vd., 2014; Lee vd., 2015;).Projede alinan
sonuglarda bu durumu destekleyici nitelikte olmustur. Kapsaisin yukli nanoemulsiyonlarin

E.colive S.aureus Gzerine etkileri Sekil 17 ve 18'de gosterilmistir.
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Reference

Reference

Resim 2. Cesitli kapsaisin konsantrasyonlarinin Penicillium italicum Gzerine etkisi; a-)1.glin b-) 6.gln

3.7.1 Mikroakiskanlastirmanin Etkisinin incelenmesi

Siurfektan  Tween 80  kullanilarak  mikroakigkanlastirma  teknigi ile  (retilen
nanoemudlsiyonlardan pH nin disuirilmesiyle antimikrobiyal etki E.coli Gzerinde azalmistir.
E.coli birgok kosula dayanikli bir mikroorganizma olmasindan dolayr pH' daki azalma
olduricu etkiyi arttirmada etkili olmamistir.  Andrell vd. (2004) esansiyel yaglar Uzerine
yaptigl calismada esansiyel yaglara eklenen elma suyunun asitliginin E.coli inhibisyonunda
bir fark yaratmadigini gdstermistir. Asetatin E.coli buyumesinde Uzerinde etkili oldugu
literatlirde belirtilmistir. Bununla ilgili Shimizu vd. (1992) yaptigd1 bir ¢calismada propiyonat,
suksinat ve formatin E.coli buyumesi Uzerinde fark edilebilir etkilerinin olmadigi bunun
yaninda asetatin etkisi oldugunu belirtmistir. Yine ayni ¢calismada asetat konsantrasyonunun
logaritmik olarak blyime hizini disurdigl raporlanmistir. Bir baska c¢alismada asetatin
inhibitér olarak etkili oldugu konsantrasyon 1.25 g/l den distk olmasiyla gergeklestigi

belirtiimis ve E.coli nin asetat igerisinde buylyebildigi glioksilat dongusu ile agiklanmigtir
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(O’Beirne ve Hamer, 2000). Buna gore %96 ile %48 asetat tamponu iceren emdulsiyon
icerisinde kapsaisinin inhibitdr etkisi E.coli nin asetat tamponunda blylyebilme yetenedgi
dolayisiyla azalmistir. istatiksel olarak gliserolun eklenen antimikrobiyal aktivite (zerinde

etkisi olmadigr goéralmustar.

S. aureus inhibisyonu ortam pH sinin degisimindense gliserolin surekli faza eklenmesiyle
artmistir. Gliserol yardimci ¢oOzlclu gorevi gorerek oleoresin kapsikumun ¢éziinmesini

saglayip S. aureus tzerinde antimikrobiyal etkiyi arttirmistir.

Lesitin ile hazirlanan emdlsiyonlarda E.coli inhibisyonu Uzerinde ciddi farklar
goérulmemektedir. Ancak Tween 80 ile hazirlanan emiilsiyonlar ile karsilastirildiginda lesitinin
hicre zarindan kolaylikla gectigini ve daha c¢ok inhibisyon saglayarak daha &nceki
arastirmalari destekledigi soylenebilir. Yapilan bir baska c¢alismada lesitin ve bezelye
proteininin E.coli igin besin kaynagi olarak kullanildigi ve bayumeyi destekledigi belirtiimistir
(Donsi vd., 2012). Bu nedenle lesitin ile hazirlanan emdulsiyonlarin E.coli icin sinirh bakterisit

etki gosterdigi sdylenebilmektedir.

S.aureus degerlerinde parametrelerin degisimi belirgin etkilere sebep olmasa da gliserol
iceren emdulsiyonlarin diger emdlsiyonlara gore daha antimikrobiyal etki gosterdigi
soylenebilmektedir. Ayrica emilsiyonlarin isitilmasiyla S.aureus Uzerinde antimikrobiyal etki

Isitiimamiga gore artis gostermistir.

Dusuk konsantrasyonda sukroz genellikle mikroorganizmalar igin inhibitor 6zellik
gostermemekle birlikte karbonhidrat kaynagi olarak biyumeyi destekleyici niteliktedir. Bunun
aksine ylksek konsantrasyonda sukroz su badlayici 6zellik gostererek ortamda
mikroorganizma gelismesi i¢in elverisli suyu azaltarak inhibitdr 6zellik gbstermektedir (Artz ve
Hansen, 1994).Asitligin artmasiyla ortamdaki strfektan (stikroz monopalmitat) hidrolize
olarak suUkroz birimlerine daha ¢ok ayrilacak ve elverigli suyu azaltacaktir. Bu nedenle pH’ nin
disuk oldugu emiuilsiyonlarda inhibisyonun etkisi pH 7.4’ e gore daha fazla ¢ikmistir. pH’ nin
7.4 oldugu emulsiyonlarda ise bakteri inklibasyon periyodu iginde Uremeyi destekleyici ortam
bularak kapsaisinin etkisini elimine edecek sekilde gelisme gostermis olabilir. Daha 6nce
yapilan bir ¢alismada nisin ve slUkroz yagd asiti esterlerinin sinerjistik etkisi kullanilarak
bakteriler inhibe edilmeye calisiimistir. Ancak burada da Gram pozitifler Gzerinde inhibisyon
gozlense de Gram negatif bakteriler Gzerine bir inhibisyon gézlenememistir (Thomas vd.,
1998). Sukroz monopalmitat, kapsaisinin antimikrobiyal 6zelligini gélgeleyerek daha az log

dusus gorulmesine sebep olmustur.
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Sekil 17. Mikroakigkanlastirma teknigi A,B)Tween 80, C,D) Lesitin, E,F) Sikroz monopalmitat (SMP)
numunelerin antimikrobiyal aktivite E.coli ve S.aureus sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gére A
en blyik ve E en kii¢lk ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak dnemli

Olglide farkli olma durumunu temsil etmektedir (p<0.05).



3.7.2 Ultrasonikasyonun Etkisinin incelenmesi

Ultrasonikasyon isleminden sonra antimikrobiyal aktivite sonuclari genel olarak dusus
gOstermistir. Ultrasonikasyon sirasinda kavitasyonla birlikte lokal olarak hava kabarcigi
¢Okusl meydana gelmektedir. Bu da ani basing ve sicaklik yiikselmesine sebep olmaktadir.
Hidrofobik ugucu esansiyel yaglar, aromatik hidrokarbon yapilari nedeniyle sicakliga hassas
olup bu ani degisimler sonucu 6zelliklerini kaybedebilmektedir. Boylece ortaya ¢ikan hidroksi
radikaller, hidrojen atomlar hatta hidrojen peroksitler esansiyel yagin 6zelliginin degismesine
neden olmaktadir (Jiangvd., 2002a, 2002b; Kidak ve Ince, 2006; Nanzaivd., 2008).
Literatirde (Salvia-Trujillo vd., 2014) yaptigi ¢calismada benzer sonuca rastlanmisgtir. Ayrica
aycicegi yaginin ultrasonikasyon sonucunda bozulmasi bir bagka ¢alismada islem sirasinda
acgiga cikan isinin lipit oksidasyonuna sebep olmasi sonucu olarak acgiklanmistir. Aromatik
yapida meydana gelen bu istenmeyen degisiklikler esansiyel yagin antimikrobiyal etkisinde
disltse neden olmustur (F. Chemat vd., 2004, 2011).

Sirfektan Tween 80 kullanilarak hazirlanan nanoemulsiyonlarda E.coli disusi pH 7.4’ de
1.70, pH 3.8’ de 1.51 iken gliserol eklendiginde sirasiyla 2.25 ve 1.77 olarak bulunmustur.
Ayni sekilde pH 7.4’ de de 2.77, pH 3.8’ de 2.72 ve gliserol eklendiginde 2.86 ve 3.01 log

S.aureus dislsu gézlenmigtir.

Surfektan lesitin kullanilarak hazirlanan nanoemdlsiyonlarda pH 3.8’ de dusuk inhibisyon
gorulurken pH 7.4’ te maksimum inhibisyon (2.28 log) gliserol kullanilan emdulsiyonda
goérulmistar. S. aureus igin de benzer bir durum goézlenirken pH 3.8 de en disik 2.47 log

gozlenmis ve pH 7.4 te en yuksek 2.78 log gozlenmistir.

Sirfektan sikroz monopalmitat ile hazirlanan nanoemdiilsiyonlarda pH 7.4’ te antimikrobiyal
aktivite mikroakigkanlastirma islemine gére artmis olup en ylksek aktivite gésteren 2.69 log
ile gliserol iceren emdulsiyon olmustur. Mikroakiskanlastirma isleminde ayni emulsiyonda 1.07
log dislUs goérulmistl. Burada ultasonikasyonun aktiviteyi neredeyse 2 katina c¢ikardigi
soylenebilir. S. aureus iginde sonuglar her iki homojenizasyon teknigiyle hemen hemen ayni
cikmistir. Maksimum inhibisyon pH 3.8 gliserol ve 1sitmanin oldugu emilsiyon iken (2.92 log)

minimum inhibisyon (2.68) pH 7.4 ile hazirlananda goriimustar.
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Sekil 18. Ultrasonikasyon teknigi A,B)Tween 80, C,D) Lesitin, E,F) Sikroz monopalmitat (SMP)
numunelerin antimikrobiyal aktivite E.coli ve S.aureus sonuglari. Grup bilgisi 6nem derecesine gore A
en buylk ve D en kiiglk ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkh harfler istatistiksel olarak énemli
Olgude farkli olma durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.8 Nanoemiilsiyonlarin Stabilitelerinin incelenmesi

Dogal olarak ayrisma egiliminde olan emulsiyonlarin stabilitesi sicaklik, pH, iyonik yuk gibi
bircok durumdan etkilenmektedir. Nanoemdlsiyonlar, —mikroemulsiyonlarin  aksine
termodinamik olarak stabil degildir. Ancak yad fazinin 6zelliklerine uygun sekilde bir
surfektan segcilirse pargcacik boyutu hem kigullecek hem de tekdize dagihm gdézlenerek
kinetik  stabilite arttinlacaktir. Bdylece yer  g¢ekimi nedeniyle ayrilmaya
(kremlesme/sedimantasyon), parcaciklarin birlesmesine, buyumesine, Ostwald
olgunlasmasina karsi direngli olunacaktir. Cunkld bu fizikokimyasal degisimlerin
gergeklesmesini saglayan enerji bariyeri arttirimis olacaktir (McClements, 2012). Ornegin,
yuksek hidrofilik 6zellige sahip surfektanlarin parcaciklar stabilize etmede énemli gérevleri
bulunmaktadir. Bunun yaninda yiksek slrfektan konsantrasyonu da emiilsiyonlarin uzun
Omurli olmasi i¢in kullanilabilmektedir (Yuan vd., 2008). Tween 80 ve lesitin ile hazirlanan
nanoemiilsiyonlar 4°C de 28 glin boyunca bekletilmistir. Strfektan siikroz monopalmitat ile
hazirlanan nanoemdulsiyonlarin buzdolabi sicakhdina dayanikli olmadigi ve 1 gin igerisinde
faz ayrimi goézlendigi gorulmastir. Son yapilan ¢alismalarda siikroz monopalmitat kullanilan
sistemlerin diusuUk sicakliklarda birbirine gegcmis halde miseller olusturarak jellesmeye sebep
olduklar belirtiimistir (Yamamoto vd., 2009). Bu durumda buzdolabi sicakliginda meydana
gelen bu degisim emiilsiyon stabilitesini bozmus olabilir. Bu nedenle depolama igin 20°C

sicaklik secilmistir.

3.8.1 Mikroakigkanlagtirmanin Etkisinin incelenmesi

i. Tween 80

Sekil 19’ daki verilerde de goérildiglu gibi Tween 80 ile hazirlanan kapsaisin yikld

nanoemdulsiyonlarin 28 gun boyunca stabilitesini  korumustur. Gorsel olarak
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nanoemulsiyonlarda kremlesme, faz ayrimi gibi fiziksel bozulmalar gézlenmemis seffaf

Ozellikli gérunimayle kalmistir (Resim 3.).

Resim 3. Sirfektan “Tween 80” ile hazirlanan nanoemiilsiyonlar a-) ilk gin, pH7.4-pH7.4 gliserol-
pH3.8-pH3.8, gliserol; b-) 28.giin,pH7.4-pH7.4,gliserol-pH3.8-pH3.8,gliserol
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Sekil 19. Mikroakigkanlastirma-Sirfektan "Tween 80" icin A)T2, B)Pargacik boyutu, C)Bulaniklik,
D,E,F)Renk sonuglarini ilk ve 28.giin sonunda

Stabilitede nanoemdilsiyonlar igin en énemli parametre pargacik boyutudur. Pargacik boyutu
yaklasik %20 buyimuastir. Buna ragmen yine pargaciklar yine nano boyutta kalmistir (<49
nm). Bununla birlikte pargcacik buyimesiyle birlikte emulsiyonda bulaniklikta artmistir.
Gliserol igeren emdlsiyonlarin parlaklik, kirmizilik, sariik degerleri azalirken diger
nanoemulsiyonlar icin bu degerlerde belirgin bir degisim gézlenmemistir. Parcacik boyutunun

buyumesi sonucu molekuiler hareketlilik azalacagindan hizli bir relaksasyon gorulecek ve T2
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degeri dusecektir (Takegami & Kitamura, 2008). Bu durum Tween 80 ile hazirlanan

nanoemulsiyonlarda gézlenmistir.

ii. Lesitin

Lesitin ile hazirlanan nanoemilsiyonlarda Tween 80’ e gbére daha az stabilite gézlenmistir. pH
3.8 ve pH 3.8-1sitma ile hazirlanan nanoemdulsiyonlar 7.gin sonunda bozuldugu igin
stabilolmamaktadir. Asitligin dismesi sonucu sterik itme kuvveti dismis ve bu durumda
parcaciklarin birlesmesini arttirarak yag pargaciklarinin ylzeyde toplanmasina sebep
olmugtur. Daha O©ncede lesitinin suda az ¢Ozunurlugu nedeniyle emdulsiyonlarin opak
gérinmesinden s6z edilmisti. 28 glin sonunda da benzer sekilde emdilsiyonlarda Resim 4’ te

de gorildigu gibi gérsel olarak bir degisim gdzlenmemisgtir.

Resim 4. Sirfektan "Lesitin" a-) ilk giin, pH7.4-pH7.4,gliserol-pH7.4, 1sitma-pH7.4,gliserol,isitma; b-)
28.gun, pH7.4-pH7.4,gliserol-pH7.4, 1sitma-pH7.4,gliserol,i1sitma; c-) ilk gin, pH3.8-pH3.8, gliserol-
pH3.8,1sitma-pH3.8,gliserol,isitma; d-) 28.gin, pH3.8, gliserol-pH3.8,gliserol,isitma
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Sekil 20. de nanoemilsiyonlarda 28 glin sonunda gorilen degisimlerin  sonugclari
gOsterilmistir. BlyUk pargaciklar flokilasyon sonucu deforme olurken kiguk pargaciklar
yuksek Laplace basinci nedeniyle deforme olmaya yatkin degildir. Pargaciklar arasindaki
hidrodinamik iligkiler, kolloidal kuvvetler ve ylzey yuUkleri bu asamada dnem kazanmaktadir
(Rahn-Chique vd., 2012). Lesitinle hazirlanan nanoemilsiyonlarda bu durum gézlenmektedir.
Tween 80 ile hazirlanan nanoemdlsiyonlarda pargaciklar zamanla ¢ok az blyime
gOsterirken lesitin icerenlerde boyut daha dramatik olarak artmistir. Parlaklik, kirmizilik ve
sarilik deg@erleri giderek azalmigtir. Relaksasyon sonuglarina bakildiginda degerlerde ¢ok
baylk bir degisim goézlenmemistir. Bulaniklik sonuclarinda da pargaciklarin zamanla
artmasiyla bulanikh@r artmasi beklenirken tersi durum gerceklesmigti. Daha Onceki
kisimlarda molekiler degisimin bulaniklik ve T2 degerleriyle daha iyi temsil edilebilecedi
belirtiimisti. Nanoemulsiyonlarin hazirlanmasi sirasinda kiguk, dizgln pargaciklarin yani
sira homojenizasyon sonrasi Ostwald olgunlagsmasi veya birlesme ile birlikte pargacik
blylimesi meydana gelmis olabilir. Bu durumda parcacik boyutu blylUk damlaciklarin
olmasliyla zaten biyiik olacaktir. Onceki sonuglarda da bu durum gdzlenmistir. Bununla
birlikte depolama suresince sicakhigin etkisiyle enerjisini azaltmaya yonelten kuguk
parcaciklar birlesme surecine katilarak buyimuas olabilir. Nanoemulsiyonun igerisinde hala
bulunan klUguk ve buylk pargaciklar 1sigin kirilmasini ya da manyetik alanda salinimi
etkileyerek bu sonuglari agiga c¢ikarmis olabilir. Burada dikkat edilmesi gereken durum;
birlesmenin lokal oldugu dustnilip bitin ylzeye yayllmadigi igin kremlesme veya
sedimantasyon goérilmemesidir. Ancak en basta belirtildigi gibi faz ayriminin ya da ylzeyde
yag molekiillerinin toplandigi emuilsiyonlarda goériimis ve nanoemiilsiyon 6zelligini kaybettigi

icin degerlendiriimeye alinmamistir.
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Sekil 20. Mikroakiskanlastirma-Sirfektan "Lesitin" icin A)T2, B)Parcacik boyutu, C)Bulaniklik,

D,E,F)Renk sonuglarini ilk ve 28.giin sonunda

iii. Silikroz monopalmitat

Resim 5. Sirfektan "Sikroz monopalmitat”; a-)ilkk gin, pH7.4-pH7.4,gliserol-pH7.4, Isitma-
pH7.4,gliserol,isitma; b-) 28.gin, pH7.4-pH7.4,gliserol-pH7.4, 1sitma-pH7.4,gliserol,i1sitma; c-) ilk gin,
pH3,8, gliserol-pH3,8,1sitma-pH3,8,gliserol,isitma; d-) 28.gun, pH3,8, gliserol-pH 3.8,i1sitma- pH3.8,

gliserol,1sitma

Resim b5.A-B de de goruldigua gibi pH 7.4 ve pH 7.4-sitma ile hazirlanan
nanoemulsiyonlarda depolama suresince dibe ¢cokme meydana gelmistir. Benzer sekilde pH
3.8 yapildiktan 1 saat icinde ve pH 3.8-i1sitma ile hazirlanan nanoemdulsiyonda 7 gun
sonunda stabilitesi bozulmustur. Ancak gliserol iceren emulsiyonlar 28 gin boyunca stabil
olarak kalmisgtir. Nanoemiulsiyonlarda meydana gelen degisimler Sekil 21." de gosterilmigtir.

Parcacilk boyutundaki en fazla bliyime pH 3.8-gliserol-isitma ile hazirlanan
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nanoemulsiyonda gorulirken (33.6 nm - 43.13 nm) digerlerinde 6nemsenmeyecek kadar az
biyime meydana gelmisti. pH nin distuk olmasiyla sikroz monopalmitatin &zelligini
kaybetmesi ve emdllsiyon Ozellikleri Uzerine olumsuz etkileri daha ©Onceki kisimlarda
tartisilmistir. Bu durumda 28 gun sonunda bile hala nano dizeylerde kalinmasi gliseroliin
emdulsiyonun fiziksel 6zellikleri Gzerine iyilestirici etkileri sayesinde olmustur. Pargacik
boyutundaki blyUmeye pararlel olarak bulanikhk degeri yine en fazla belirtilen
nanoemulsiyonda artmis relaksasyon degerleri beklenildigi gibi azalmistir. Renk degerleri
incelendiginde parlakhdin pH 7.4 ile hazirlanan nanoemdlsiyonlarda azaldigi gozlenirken pH
3.8 ile hazirlanan nanoemulsiyonlarda arttigi gézlenmigtir. Sarihk ve kirmizilik degeri ise her
formulasyon igin ayri davranig sergilemistir. Nanoemulsiyonlarin her biri kendi igerisinde
birbirinden farkli birlesme oranlari sergilemis ve bunun sonucuda belirtilen degerlere

yansimig olabilir.

62



T2 (ms)

Bulanikhik

Renk-a

700

600

500

400

300

200

100

555

55

545

535

smp- pH7- gliserol

smp- pH7- gliserol

smp- pH7- gliserol

smp- pH3,8- gliserol - smp- pH7- gliserol- is1 smp- pH 3,8- gliserol- 151

smp- pH3,8- gliserol - smp- pH 7- gliserol- 51 smp- pH 3,8- gliserol- 1s1

smp- pH3,8- gliserol - smp- pH 7- gliserol- 151 smp- pH 3,8- gliserol- 1s1

Wik gin
128.gin

Bikgin
128.giin

Wik gin
128.giin

Pargacik Boyutu (nm)

Renk-L

Renk-b

495

485

475

465

smp- pH7- gliserol

smp- pH 7- gliserol

smp- pH7- gliserol

63

smp-pH3,8- gliserol - smp- pH7- gliserol- 151 smp- pH 3,8- gliserok i1

smp- pH3,8- gliserol - smp- pH 7- gliseral- i51Smp- pH 3,8- gliserok- 1

smp- pH3,8- gliserol ~ smp- pH7- gliserol- is1 smp- pH 3,8- gliserok s1

Bikgin
128, giin

Bikgin
1128, giin

Wik giin
128, giin



Sekil 21. Mikroakigkanlastirma-Sirfektan "Sikroz monopalmitat" igin A)T2, B)Pargacik boyutu,
C)Bulaniklk, D,E,F) Renk sonuglarini ilk ve 28.glin sonu

3.8.2 Ultrasonikasyonun Etkisinin incelenmesi

i. Tween 80

Resim 6.Surfektan "Tween 80" ; a-)ilk gun. pH7.4-pH7.4.gliserol-pH3.8-pH3.8. gliserol; b-)
28.gun.pH7.4-pH7.4 .gliserol-pH3.8-pH3.8,gliserol

Resim 6. ta nanoemiilsiyonlarda ilk glin ve 28 gin sonunda goérsek olarak bir degisiklik
g6zlenmemistir. 28 glin sonunda meydana gelen degisimler Sekil 22. de verilmigtir.
Ultrasonikasyon yag damlaciklari Uzerine elektriksel yik uygulamasi sayesinde koloidal
stabiliteyi sagladigi bilinmektedir (Salvia-Trujillo vd., 2013). 28 gin sonunda pargacik
blylimesi gliserol iceren nanoemdlsiyonlarda daha fazla gértlmastir. pH 3.8 ile hazirlanan
nanoemulsiyonlarda pargaciklar cok degismese de pH 7.4 ile hazirlanan nanoemiuilsiyonlarda
zamanla buaylyen pargaciklar dibe ¢okmeye baslamasi nedeniyle kiglk pargaciklar
emlulsiyonda askida kalip pargacik boyutunu yaniltici sonu¢ vermesine neden olmus olabilir.
Bulaniklik degerleride pargacik boyutu sonuglarini destekleyici olarak gliserol igeren
nanoemulsiyonlarda artis gdstermis diger nanoemilsiyonlarda ise azalis gostermistir. T2
degerlerinde 6nemli degisiklikler meydana gelmemistir. Tween 80 ile hazirlanan

nanoemudlsiyonlar ultrasonikasyon isleminde ¢oklu pargacik dagihmi gostermistir. Bu nedenle
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mikroakiskanlastirma islemiyle hazirlanan nanoemilsiyonlardan daha opak pargacik boyutu
daha buyuk emulsiyonlar elde edilmis ve bu durumda stabiliteye yansimistir. Parlaklik, sarihk
degerleri degisiklik gdstermemistir. Ancak kirmizilik degerleri pH 7.4 ve gliserolle hazirlanan

nanoemulsiyonda artarken digerlerinde disus gdstermistir.
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Sekil 22. Ultrasonikasyon-Sirfektan "Tween 80" igin A)T2, B)Parcacik boyutu, C)Bulaniklik,

D,E,F)Renk sonuglarini ilk ve 28.glin sonu

ii. Lesitin

S Y T F e

ssew P
4 --JE e e
|
|
s8 es g8

Resim 7. Sirfektan "Lesitin"; a-) ilk glin. pH7.4-pH7.4,gliserol-pH7.4,1sitma-pH7.4,gliserol,isitma; b-)
28.gln. pH7.4,gliserol-pH7.4,gliserol,isitma; c-) ilk gln. pH3.8,gliserol-pH3.8,i1sitma-
pH3.8.gliserol,1sitma; d-) 28.gun. pH3.8,gliserol-pH3.8,gliserol,isitma

Nanoemdilsiyonlarin stabilite gorsel verileri Resim 7' de ve olgim verileri Sekil 23’ de
gosterilmistir. pH 7.4, pH 7.4-isitma, pH 3.8 ve pH 3.8- Isitma ile hazirlanan
nanoemulsiyonlar 14gin sonunda stabilitesi bozulmustur. Pargaciklar zamanla birleserek
yluzeyde yag tabakasi olusturmustur. En blylk pargacik boyutunda biyime Sekil 5’ te de
gorildugu gibi pH 7.4 gliserol-isitma ile hazirlanan nanoemdulsiyon olmustur. T2 ve bulaniklik
degerlerinde de 28 gun sonunda artis gortlmustir. Sekil 10 ve 12'dede goériuldiugu gibi

hazirlanan nanoemdlsiyonlar olduk¢ca opak goérinumlli turuncuya daha yakin renkte
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emdulsiyonlardir. 28 gin sonundada bu o6zelliklerini koruduklari gézlenmektedir. Yapida
meydana gelen degisimler opakligin fazla olmasindan dolayl fark edilmemektedir. Renk
sonuglari incelendiginde pH nin distk oldugu nanoemdlsiyonlarda 28 glinlin sonunda

parlakhgin, kirmiziligin ve sarihgin dramadik sekilde dustugu goéralmastar.
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Sekil 23. Ultrasonikasyon-Sirfektan "Lesitin" igin A)T2, B)Pargacik boyutu, C)Bulaniklk, D,E,F)Renk

sonuglarini ilk ve 28.glin sonu
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iii. Sukroz monopalmitat

-

Resim 8. Sirfektan “SlUkroz monopalmitat”; a-) ilk gin. pH7.4-pH7.4,gliserol-pH7.4,1sitma-
pH7.4,gliserol,isitma; b-) 28.gln. pH7.4-pH7.4,gliserol-pH7 .4, 1sitma-pH7.4,gliserol,isitma; c-) ilk gln.
pH3.8,gliserol-pH3.8,gliserol,isitma; d-) 28.gun. pH3.8,gliserol-pH3.8,gliserol,1sitma

Siikroz monopalmitatin disiuk pHlarda stabiliteyi sadlamadaki yetersizligi daha onceki
kisimlarda belirtiimistir. Bu nedenle hazirlandiktan 1 saat sonra bozulan emiilsiyonlara (pH
3.8 ve pH3.-1sitma) stabilite testi yapilmamistir. Ancak diger nanoemidilsiyonlara bakildiginda
28 gun boyunca oldukga iyi sonuclar alinmigtir. Nanoemdlsiyonlarin stabilite gorsel verileri
Resim 8’ de ve o6lcim verileri Sekil 24’ de gosterilmistir. Pargacik boyutlarinda en fazla 35
nmlik artis gorilirken (pH 3.8-gliserol) bazi nanoemiilsiyonlarda neredeyse hi¢ pargacik
boyutu bulylmesi goériimemistir. Benzer sekilde T2 degerlerinde de ¢ok az bir azalma
gorulmastur. Bulaniklik degerlerinde pH dederi dlisuk olan emdulsiyonlarin zamanla daha
fazla arttigi g6zlenmistir. Renk degerlerinde ise 28 glin sonunda neredeyse hi¢ degisim

gozlenmemistir.
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Sekil 24. Ultrasonikasyon-Sirfektan "Sikroz monopalmitat” igin A)T2, B)Pargacik boyutu,
C)Bulaniklk, D,E,F) Renk sonuglarini ilk ve 28.giin sonunda

3.9 Transmisyon Elektron Mikroskobu ve Atomik Kuvvet Mikroskobu Deneyleri

TEM ve AKM gédruntulerinden elde edilen sonuglara gore kiiresel morfolojiye sahip nano
boyutta yagd damlaciklari olusturuldugu dogrulanmigtir. Sirfektan cesidine bagli olarak
emdulsiyon icerisindeki yag damlaciklari farkli dagilim gdstermistir. TEM &lgimleri sonucu
surfektan Tween 80 ile hazirlanan numunede pargacik boyutu 50 nm den civarinda,
surfektan lesitin ile hazirlanan numunede parcacik boyutu 200 nm civarinda ve sirfektan
sukroz monopalmitat kullanilarak hazirlanan numunede pargacik boyutu yine 100 nm den
¢cok daha dusik olarak bulunmustur (Resim 9.). Bu da dinamik 1sik sagilimi ile alinan
sonuglarla ortusmektedir. Lesitinin film olusturma o6zelligi burada da gozlenmigtir. Ayrica

lesitinli numunelerin daha sik bir dizende siralandiklari gézlenmistir.

28
QQMMW
—ém_

Resim 9. Mikroakiskanlastirma teknigi icin A)Tween 80. B)Lesitin. C)Sukroz monopalmitat TEM

sonucu

AKM olctimleri sonucu sirfektan Tween 80 ile hazirlanan numunenin parcacik boyutu 118 ile
189 nm arasinda, surfektan lesitin ile hazirlanan numunenin parcacik boyutu degiskenlik
gostermekle birlikte 96 nm ile 1.07 pm arasinda, slrfektan sikroz mono palmitat ile
hazirlanan numunenin pargacik boyutu 20 nm ile 1 ym arasinda degisen boyutlarda
bulunmustur (Resim 10.). Dinamik 1sik sagiimi metoduna gére élglilen parcacik boyutlari
sirasiyla (D[3,2]) 70 nm, 257.5 nm, 40.5 nm bulunmustur. Bu dlgiimler arasindaki farklarin
AKM d&lgumi sirasinda kullanilan tip yuzeyle kontak haldeyken yapisip parcaciklarin
dagilmasina hatta birlesmesine sebep oldugu dugunilmektedir. Ayrica yuzeyde kurutma
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sirasinda emulsiyonun homojenligi kaybolmus ve bu sonug¢ elde edilmis olabilir. Bunun
yaninda 1sik sagiimi daha genis bir alani tarayip ortalama bir sonug¢ verdigi icin AKM
Olgimunden daha dogru bir tespitte bulunulmaktadir. Salvia-Trujillo vd. (2013) yaptigi
calismada da AKM sonuglarinin dinamik 1sik sagimili sonuglarindan daha ylksek ¢iktigini
belirtmistir. Bunun aksine Surassmo vd. (2010) yaptigi calismada benzer sonuglar elde

etmistir.

100.0 nm.

0.00m_

Resim 10. Mikroakigkanlastirma teknidi icin A) Tween 80. B)Lesitin. C)Sikroz monopalmitat AKM

sonuglarini géstermektedir.

3.10 Viskozite Sonuglar

Gliserol iceren nanoemiilsiyon kompozisyonlarin viskozitesinin nasil degistigini géstermek
amaciyla belirli numuneler icin projede belirtilen reolojik élgiimler yerine viskozite dlgimu
yapilmistir. Dagilan fazin hacimsel ylizdesi, birlesik haldeki fazlarin reolojisi, pargacik boyutu,
kolloidal etkilesimler, parcacik yUki gibi birgok etkenin emdlsiyon viskozitesini etkilemekte
oldugu bildirilmistir (Pal, 2011; Tadros vd., 2004). Yapilan bir ¢alismada vizkozitenin, surekli
fazin nanoemiilsiyon karakterinde ve proses sirasindaki davraniglarinda énemli rol oynadigi
belirtilmistir (Meleson vd., 2004; Rodriguez-Abreu ve Lazzari, 2008). Yurutllen ¢alismada da
bu durum gézlenmistir. Ornek olarak sadece siikroz monopalmitat ve mikroakigkanlastirma
teknigi ile hazirlanan nanoemdulsiyonlarda pH7.4 icin hem gliserollihemdegliserolsiuz
viskozite Olcimleri alinarak gliseroliin viskozite Uzerindeki etkisi incelenmistir. Buna goére
gliserolstiz emulsiyonlarin viskozitesi 1.62 + 0.009 cP iken gliserol eklenen emdlsiyonlarin
viskozitesi 5.71 + 0.128 cP ve 6.01 * 0.051 cP olarak Ol¢iimustir. Gliserolin diger

formuUlasyonlar Uzerindeki etkileri Tablo 4. de gdsterilmistir.
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Tween 80 kullanilan numunelerde pH’ nin degisimi viskoziteyi istatistiksel olarak
etkilemezken 1sitma islemi uygulanan lesitinlinumulerde viskozite pH 7.4’ te artmig ve pH 3.8’
de azalmistir. Benzer sekilde sikroz monopalmitat kullanilan numulerde isitma uygulanan
nanoemulsiyonlarin viskozitesinde Is1 uygulanmayanlara gdére arttiyi gozlenmistir. Genel
olarak viskozitelerde gobzlenen degdisimin nedeninisu miktarinin azalmasi ve daha viskoz
gliserol kullaniimasiyla su molekulleri arasinda g¢ekme kuvvetlerinin artmasi surfektan
reorganizasyonu ve yardimci ¢dzlclU goérevi gbéren ajanin arayuzdeki etkilesimleri ile

actklamak mumkunddr (Dima vd., 2013).

Tablo 4. Mikroakiskanlastirma- Sdrfektan "Tween 80", "Lesitin", "Sukroz monopalmitat (SMP)"
viskozite sonuglari.

Numuneler Surfektan tipi Viskozite (cP)

pH 7.4 - gliserol TWEEN 80 6.45+0.107 b
pH 3.8 - gliserol TWEEN 80 6.44 +0.053 b
pH 7.4 - gliserol LESITIN 6.54 £ 0.061 b
pH 3.8 - gliserol LESITIN 6.44 £0.043 b
pH 7.4 - gliserol- isi LESITIN 7.08 £0.044 a
pH 3.8 - gliserol- isi LESITIN 5.75 +0.035 cd
pH 7.4 - gliserol SMP 571+£0.128d
pH 3.8 - gliserol SMP 5.69+0.021d
pH 7.4 - gliserol- isi SMP 6.01+£0.051c
pH 3.8 - gliserol- isi SMP 6.49 + 0.006 b

Grup bilgisi 6nem derecesine gére a en buyik ve d en kuglk ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel
olarak 6nemli dlglide farkli olma durumunu temsil etmektedir (p<0.05). Ortalama degerler 't' standart hata ile bildiriimektedir.

3.11 Zeta Potansiyel Sonugclari

Emdulsiyon damlaciklarinin elektriksel karakterini temsil eden zeta potansiyeli, ylizey yukd,
dayaniklilik, araytizeydeki etkilesimleri belirlemede kullaniimaktadir (McClements vd., 2007).
Zeta potansiyelin -30 ile 30 mV degerlerine yakin olmasi emdulsiyonun stabilitesini yUksek
oldugunu bir gdstergesi oldugu literatiirde belirtiimektedir (Hoeller vd., 2009). Negatif zeta
potansiyeli parcaciklar arasinda enerji bariyeri olusturarak iyi bir stabilite saglar (Mora-

Huertas vd., 2010). Tablo 5. de nanoemililsiyonlarin zeta potansiyeli sonuglari gosterilmistir.
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Sirfektan sUkroz monopalmitat ve mikroakiskanlastirma sistemi  kullanildiginda
nanoemdlsiyonlarin negatif yukle ylUklendigi gorllmugstir. Ultrasonikasyon isleminde ise
surfektan Tween 80 kullanildiginda zeta potansiyelinin sifira yaklastigi goérilmektedir. Zeta
potansiyelinin sifir olmasi pargaciklarin elektrik alan altinda hareketsiz kalmasi, minimum
stabilite, maksimum koagulasyon/flokiilasyon hizini temsil ettigi belirtilmistir (Hunter,1981).
Zeta potansiyeli sonuglari stabilite kisminda elde edilen sonuglarla uyumlu bulunmustur.
Buna ek olarak pargacik boyutu ve zeta potansiyel sonuglari arasinda da istatistiksel olarak
anlamhbirkorelasyonbulunamamistir. (Pearson Korelasyon Katsayisi: r=0.360, p>0.05). Bu
beklenen bir sonug¢ olmustur. Clnkl zeta potansiyeli ylizey bUyUukligu dedil ylzeyin yikiyle

iligkili fizikokimyasal 6zelliktir.

Tablo 5. Belirli emulsiyonlar igin 6lgllen zeta potansiyeli sonuglari: TWE, Tween 80; SMP, sukroz

monopalmitat; ULT, ultrasonikasyon; MFL, mikroakiskanlastirmayi temsil etmektedir.

Numuneler Zeta potansiyeli (mV)

pH 7.4 TWE ULT 0.203
pH 3.8 TWE ULT -0.835
pH 7.4-gliserol TWE ULT 0.102
pH 3.8-gliserol TWE ULT 0.0524
pH 7.4 SMP MEL -11.2

pH 7.4-gliserol SMP MFL -12.5

pH 3.8-gliserol SMP MFL -0.321

3.12 Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DTK)

Nanoemiuilsiyonlarin depolama slresince sicakhgin etkisi ile faz degisiminin incelenmesi icin
DTK analizi yapilmigtir. Nanoemdilsiyonlar -10°C ye sogutulup daha sonra 60°C ye isitilmistir.
DTK analizi, emulsiyonlarin donma/ ¢déziinme stabilitesi hakkinda bilgi vermektedir. Donma/
¢bziinme stabilitesi yad molekulinin zincir uzunluguna, doymus/doymamis yag oranina,
parcacik blayUkligine, yag kristallerinin miktarina ve sekline (polimorfizm), yag ve su
arasindaki iliskiye bagl olarak degisiklik gostermektedir. Literatirde surfektanlarin donma/

¢bzunme stabilitesine katkisi oldugu belirtilmigtir (Ariyaprakai ve Tananuwong, 2015).
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Projede yer alan (Tween 80, lesitin, slikroz monopalmitat) nanoemudilsiyonlarin sicaklik

etkisiyle faz degisimleri incelendiginde belirgin bir degisim gézlenmemigtir (Sekil 25).
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Sekil 25. Mikroakiskanlastirma teknigi icin A) pH7.4-Tween 80, B)pH3.8-Tween 80, C)pH7.4-Lesitin,
D)pH3.8-Lesitin,

diferansiyel taramali kalorimetrisonuglari

E)pH7.4-Sikroz monopalmitat, F)pH3.8-Slkroz monopalmitat numuneleri icin
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3.13 Biyopolimer eklenmis nanoemiilsiyonlarin tasarlanmasi ve karakterizasyonu

Aljinat, kitozan, pektin, arabik gam gibi polisakkaritler ve kazein, jelatin, peynir alti suyu gibi
proteinler biyopolimer olarak adlandiriimakta ve gida formulasyonlarinda yapiyr gelistirici
ajan olarak kullaniimaktadir (Weiss vd., 2011). Biyopolimerler ya dogrudan yag damlacigin
ylzeyine adsorbe olarak yada surfektanla birlikte yag-su araylzeyinde ¢ok katmanl tabaka
olusturarak emdllsiyonlarin stabilitesini arttirdigi belirtiimistir (Piorkowski ve McClements,

2013). Bu kisimda biyopolimerlerin emdlsiyon stabilitesini arttirmadaki etkileri incelenmigtir.

3.13.1 Pargacik boyutu

Surfektan olarak lesitinin kullanildidi aljinat ve jelatin igceren emdulsiyonlar hazirlandiktan
sonra 1 saat iginde faz ayrimina ugradiklari igin degerlendirmeye alinmamistir. Ayni sekilde
pH 3.8degerine sahip biyopolimer olarak peynir alti suyu proteini ve aljinat, surfektan olarak
ise lesitin ve siikroz monopalmitat (SMP) iceren emdlsiyonlarin da hazirlandiktan kisa bir
sure sonra faz ayrimina ugradidi gézlenmistir. Bu yuzden bu emdlsiyonlar igin fiziksel
analizler yapilmamistir. B-lactolglobulin ve a-lactglobulin gibi temel peynir alti suyu
proteinlerinin izoelektrik noktalarinin 4.5-5.35 arasinda oldugu rapor edilmigtir (Lecoeur vd.,
2010). pH 3.8, peynir alti suyu proteinlerinin izoelektrik noktasina yakin oldugundan dolayi
muhtemelen bu pH degerinde proteinler tim yik degerini kaybetmis ve emilsiyonlarda

¢cokelme gozlenmistir.

Biyopolimer olarak peynir alti suyu proteini (PASP) kullanilarak hazirlanan pH7.4 degerine
sahip emdlsiyonlarin parcacik boyutunun nano boyutlarda oldugu tespit edilmistir. Strfektan
olarak SMP’nin kullanildiyi PASP iceren emilsiyonlarin strfektan olarak lesitin iceren
emulsiyonlara gére daha kuguk parcaclk boyutuna sahip go6zlenmistir (35 nm).
Homojenizasyon 6ncesi isitmanin etkisiyle lesitin ve PASP iceren emudlsiyonlarin pargacik

boyutunun 97 nm’den 45 nm’ ye dustugu gorulmustir (Sekil 26)

Aljinat ve SMP iceren pH 7.4’ deki emdlsiyonlarin da pargacik boyutu 55 nm iken isitma

etkisiyle 43 nm’ ye dismustir. Biyopolimer olarak jelatin iceren pH7.4 ve pH 3.8 deki

emiulsiyonlarda faz ayrimi gérilmemistir ancak parcacik boyutlari nano boyuta ulasamadan
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mikro boyutta kalmistir. Stabil bir yapiya sahip olmamalarindan 6tirt hazirlandiktan sonra 1

gun icinde bozulduklari gézlenmistir.

A. Lesitin-PASP B. SMP-PASP
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Sekil 26. Mikroakigkanlastirma teknigi icin A) Lesitin-PASP B)SMP-PASP, C)SMP-aljinat ,D)SMP-

jelatin numuneleri icin pargacik boyutu sonuglari: PASPpeynir alti suyu proteini; SMP, sikroz
monopalmitati temsil etmektedir.Grup bilgisi 6nem derecesine goére A en bilylk ve D en kiglk
ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak énemli 6lgiide farkli olma

durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.13.2 NMR Relaksometre Deneyleri

Nanoemiilisyonlarin NMR relaksometre olgim verileri Sekil 27’ de gosterilmigtir. Lesitin ve
PASP igeren pH 7.4’ deki emilsiyonlarin T2 degerlerinin SMP ve PASP iceren drneklere gore

daha dusik oldugu bulunmustur. SMP ile hazirlanan 6rneklerin daha disuk pargacik
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boyutuna sahip oldugu igin daha fazla serbest su igerdigi distnulmektedir. Bu da T2
degerinde artisasbebp olmustur. pH3.8 degerine sahip jelatin iceren emdilsiyon hari¢ diger
emlulsiyonlarda isitmanin relaksayon Uzerinde kayda deger bir etkisinin olmadigi

goralmustar.

Jelatin iceren ve SMP ile hazirlanan emdllsiyonlarin parcacik boyutu olduk¢a ylksek
olmasina ragmen en yuksek T2 degeri de bu érnekler igin bulunmustur. Pargcacik boyutundan
bagska bazi yapisal dedisimlerin ve jelatin ile olan kimyasal etkilesimlerin burada etkili

olabillecegi dusunilmektedir.
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Sekil 27. Mikroakigkanlastirma teknigi icin A) Lesitin-PASP B)SMP-PASP, C)SMP-aljinat ,D)SMP-

jelatin numuneleri igin T2 sonuglari: PASP,peynir alti suyu proteini; SMP, siikroz monopalmitati temsil
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etmektedir. Grup bilgisi 6nem derecesine goére A en biyik ve C en kiigik ortalama degeri ifade
etmekle birlikte farkh harfler istatistiksel olarak énemli 6lglide farkh olma durumunu temsil etmektedir
(p<0.05).

3.13.3 Bulanikhik

Nanoemilisyonlarin bulaniklik dlgum verileri Sekil 28’ de g0sterilmistir. Bulanikhk degeri en
yuksek lesitin-PASP ve SMP-aljinat ile pH 7.4’ de hazirlanan emulsiyonlarda gorulirken
SMP-PASP igeren emdlsiyonlarda pargacik boyutuna da bagli olarak bulaniklik degerleri
azalmig daha berrak emdllsiyonlar elde edilmistir. Sicaklik etkisi diger emulsiyonlarin
bulaniklik degerlerini etkilemezken SMP-PASP iceren pH 7.4 deki emililsiyonlarda

homojenizasyon oncesi isitma bulanikligi kayda deger bir sekilde dugtirmustur.

En berrak emiilsiyonlar buylk pargacik boyutuna ragmen jelatin—-SMP igeren pH 7.4’ deki
emulsiyonlardir. Jelatinin bilinen en onemli protein kokenli berraklastirici ajanlardan biri
oldugu rapor edilmigtir (Erkan-kog, Turkyilmaz, ve Yemis, 2015). Bu berraklastirma
etkisinden dolayi jelatin igceren emdilsyonlarin bulanikliklarinin disik degerde oldugu

dusunulmektedir.
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Sekil 28. Mikroakigkanlastirma teknigi igin A) Lesitin-PASP B)SMP-PASP, C)SMP-aljinat ,D)SMP-
jelatin numuneleri icin bulanikliksonuglari: PASP,peynir alti suyu proteini; SMP, siikroz monopalmitati
temsil etmektedir. Grup bilgisi &nem derecesine gore A en biyik ve C en kiglk ortalama degeri ifade

etmekle birlikte farkh harfler istatistiksel olarak énemli 6lglide farkl olma durumunu temsil etmektedir
(p<0.05).

3.13.4 Renk Olgiimleri

En yuksek parlaklik, kirmizilik ve sarilik degerleri jelatin-SMP ile hazirlanan emdlsiyonlar
olup burada yine jelatinin berrakllastirma etkisinden dolayr bu sonuglara ulasildigi
disundlmektedir. Sekil 29' da da goérildigu gibi Lesitin-PASP ile pH 7.4° de hazirlanan
emdulsiyonlar en dusik L,a,b degerlerine sahip olup olduk¢ca opak bir gdrinime sahiptir.
Isitma etkisiyle bu emilsiyonlarda renk degerleri nemli dlgiide azalmistir. SMP-PASP ile pH
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7.4’ de hazirlanan emiilsiyonlar da oldukga transparan ve kirmizi bir gériiniime sahip olup L,
a,b degerleri sirasiyla 31.2, 44.1 ve 53.8 bulunmustur. Isitma etkisiyle birlikte bu degerler
kayda degder bir sekilde yikselmistir. Bu gértiinimlerinde diisiik olan pargacik boyutlarinin da

etkisi oldugu distntlmektedir.
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Sekil 29. Mikroakiskanlastirma teknigi icin A,B,C) Lesitin-PASP D,E,F)SMP-PASP, G,H,I)SMP-aljinat
J,K,L)SMP-jelatin numuneleri icin renk sonuglari: PASP,peynir alti suyu proteini; SMP, siikroz
monopalmitati temsil etmektedir. Grup bilgisi 6nem derecesine gére A en blyik ve D en kiglk
ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak énemli 6lglide farkli olma

durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.13.5 Enkapsiilasyon verimi

Enkapsulasyon verimi hazirlanan tum emdulsiyonlar i¢in yaklasik %70 ¢ikmis olup buyuk
farkhliklar gézlenmemistir. Jelatinle hazirlanan emuilsiyonlarda bu oran biraz daha dusuk olup
yaklasik %65 e dusmustur. Isitma igleminin ise emdilsiyonlarin enkapsulasyon verimi
Uzerinde kayda deger bir degisime sebep olmadigi gérilmustir (p>0.05).Nanoemadlisyonlarin

enkapsulasyon verimi dlgim degerleri Sekil 30° da gosterilmigtir.
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Sekil 30. Mikroakigkanlastirma teknigi igin A) Lesitin-PASP B)SMP-PASP, C)SMP-aljinat ,D)SMP-
jelatin numuneleri icin enkapsulasyon verimi sonuglari: PASP,peynir alti suyu proteini; SMP, sikroz
monopalmitati temsil etmektedir. Grup bilgisi 6nem derecesine gére A en blyik ve B en kiguk
ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak énemli 6lgiide farkli olma
durumunu temsil etmektedir (p<0.05).

3.13.6 Zeta Potansiyel

Nanoemiilisyonlarin zeta potansiyel Olgim verileri Sekil 31°de gosterilmistir. Jelatinle pH
3.8'de hazirlanan emdlsiyonlar hari¢ diger emulsiyonlarin zeta potansiyeli negatif olup -12 ve
-18 arasinda degismektedir. Negatif zeta potansiyeli pargaciklar arasinda enerji bariyeri
olusturarak iyi bir stabilite saglayacagindan (Mora-Huertas vd., 2010) bu emdlsiyonlarin

dayanikliliklarinin daha yuksek oldugu sdylenebilir. Lesitin-PASP ile pH 7.4’ de hazirlanan
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emilsiyon -17.8 ile en ylksek degere sahiptir. Bu emllsiyonlarda sicaklik etkisiyle pargacik
boyutunun kayda deger bir sekilde dustigl daha 6nce belirtimisti. Zeta potansiyel dederi de
parcacik boyutuyla ilskilendirilebilecek sekilde kayda deger bir artis gostermistir (p<0.05).

Diger emulsiyonlarda 1si etkisinin zeta potansiyel Uzerinde fark yaratmadigi géraimustar.

Jelatin-SMP ile hazirlanan emdilsiyonlarin zeta potansiyel degerlerinin pH 7.4’ de negatif pH
3.8'de ise pozitif oldugu gozlenmistir. Sigir jelatinin izoelektrik noktasinin yaklasik 5 civarinda
oldugu belirtilmigtir (Martin vd., 2016). Bu yuzden jelatin bu pH degerinin Ustinde negatif
yuklenirken bu pH degerinin altinda pozitif yike sahip olacaktir. Bu ylzden zeta potansiyeller
arasindaki yuk farklihgi izoelektik noktasi ile acgiklanabilir. Ayrica jelatinle hazirlanan
emdulsiyonlarin zeta potansiyel degerlerinin 0’a olduk¢a yakin oldugu gdértlmastir. Bu
orneklerin parcacik boyutlarinin blyukligu de dikkate alinirsa bunun beklenen bir sonug

oldugu cikarilabilir. Bu ylzden stabilitelerinin de disik oldugu sdylenebilir.
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Sekil 31. Mikroakigkanlastirma teknigi icin A) Lesitin-PASP B)SMP-PASP, C)SMP-aljinat ,D)SMP-

jelatin numuneleri igin zeta potansiyeli sonuglari: PASP,peynir alti suyu proteini; SMP, sikroz

monopalmitati temsil etmektedir. Grup bilgisi 6nem derecesine gére A en blylk ve B en kiglk
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ortalama degeri ifade etmekle birlikte farkli harfler istatistiksel olarak 6nemli Olglide farkhi olma

durumunu temsil etmektedir (p<0.05).
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu proje kapsaminda gida korumasi igin alternatif olarak dusunulen antimikrobiyal 6zellikli
kapsaisin oleoresinin nanoemdulsiyon sistemleri ile etkinligi incelenmistir. Farkli
homojenizasyon sireglerinin (mikroakiskanlastirma, ultrasonikasyon) ve parametrelerinin
(surfektan tipi, pH, sicaklik) antimikrobiyal ve antioksidatif aktivite Uzerine etkileri
incelenmigtir. Her iki teknikte de emdllsiyonlarin nano dizeye dususUnin saglandidi
gorulmustar. Bunun yaninda mikroakiskanlastirma teknigi, parcacik boyutu, renk, bulaniklk
gibi fiziksel ozellikleri iyilestirmekle kalmamis, antimikrobiyal aktiviteyi de arttirmistir. Proje

sonunda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmisgtir.

e %2 Kapsaisin yUkli nanoemdlsiyonlarla en ylksekmikroakiskanlastirma teknigi ile
E.coli Uzerinde 3.40 log ve S. aureus Uzerinde 5.89 log, ultrasonikasyon teknigi ile
E.coli Uzerinde 2.69 log ve S.aureus Uzerinde 3.01 log disis olarak gortlmastir.
Mikroakiskanlastirma igleminin antimikrobiyal aktivite GUzerinde olumlu etkileri

gOzlenmistir.

e Antimikrobiyal aktivite sonuglarina gére en basarili nanoemdilsiyon pargacik boyutu
215 nm olan E.coli i¢cin pH 7.4 te mikroakiskanlastirma ve surfektan lesitin
kullanililarak hazirlanan strekli fazda gliserol ve 6n homojenizasyonda isitma
kullanilan nanoemdlsiyon olurken S.aureus igin pargacik boyutu 63.77 nm olan pH
7.4’ te mikroakiskanlastirma ve surfektan Tween 80 kullanililarak hazirlanan sirekli
fazda gliserol iceren nanoemuilsiyon olmustur. Ultrasonikasyon teknigi ile en basarili
nanoemdulsiyon parcacik boyutu 39.90 nm olan pH 7.4’ te sirfektan slkroz
monopalmitat kullanililarak hazirlanan surekli fazda gliserol kullanilan nanoemilsiyon
olurken S.aureus igin parcacik boyutu 60.57 nm olan pH 3.8’ te surfektan Tween 80

kullanilarak hazirlanan sirekli fazda gliserol iceren nanoemuilsiyon olmustur.

e En yuksek antioksidan aktivite ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanan
nanoemulsiyonlarda elde edilmistir. Kapsaisin yukli nanoemdulsiyonlarin antioksidan
aktivitesi DPPH metoduna goére en yiksek 1.36 mg DPPH/ L bulunurken FRAP
metoduna goére 0.14 mM Fe(ll)/L olarak surfektan slikroz mono palmitat kullanilarak

elde edilmistir. iki sonucunda en yiiksek oldugu nanoemiilsiyon pH 7.4’ te siirfektan



suikroz monopalmitat kullanililarak hazirlanan sirekli fazda gliserol kullanilan

nanoemulsiyon olmustur.

e Hem renk, bulanikhk gibi fiziksel Ozellikler hem de antimikrobiyal, antioksidan
aktivitesi sonuclar dikkate alindiginda en iyi sonuglarin surekli fazda gliserol iceren

emulsiyonlar oldugu gézlenmistir.

e Ayrica tahribatsiz ve kolay bir dlgme teknigi olan NMR relaksometre karakterizasyon
amaciyla kullaniimis ve elde edilen sonucglar parcacik boyutu, bulanikhk gibi

literatlirde daha fazla kullanilan sonuglarla iligskilendirilebilmigtir.

e Biyopolimer eklenmis nanoemdilsiyonlar i¢erisinde en dlslUk pargacik boyutuna sahip
olan emulsiyonlar SMP-PASP (stkroz monopalmitat-peynir alti suyu proteini) ile
hazirlanan emdulsiyonlar olup 35 nm pargcacik boyutuna sahiptir. En berrak
emdlsiyonlar buyuk pargacik boyutuna ragmen jelatin~-SMP (slkroz monopalmitat)
iceren pH 7.4’ deki emdlsiyonlardir. Hazirlanan emdilsiyonlarda homojenizasyon

oncesi I1sitmanin pargacik boyutunu distrdugu gézlenmistir.

Sonug olarak kapsaisin iceren nanoemilsiyon sistemleri ile gida maddelerinin iglevselliginin
geligtirilebilecegi gdsterilmistir. Bundan sonra yapilabilecek ¢alismalarda projeden elde edilen
verilerden yola c¢ikilarak endistriye uyarlanabilir paketleme materyalleri, biyofilmler,
dezenfektanlar yapilabilir veya antimikrobiyal aktivite deneyleri daha derinlegtirilerek gidada
sorun olan bagka patojenler Uzerine arastirmalar genigletilebilir. Buna ek olarak projenin
tamalanmasiyla elde edilen veriler kullanilarak yuksek etkili dergilerde yayinlanabilecek 2
bilimsel calismanin basiimasi mumkun olacaktir. Bu durumunda hazirlanacak yayinlarin

icerikleri asagida belirtilmistir:

1. Kapsaisin yukli gesitli emulgatorler tarafindan stabilize edilmis nanoemiilsiyonlarin
ultrasonik homojenizasyon ve mikroakiskanlastirma teknikleri ile Uretilmesi ve antimikrobiyel
aktivitelerinin belirlenmesi

2. Duslk rezolusyonlu NMR relaksometre tekniginin kapsaisin yUkli nanoemdlsiyon

karakterizasyonunda kullaniimasi
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