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OZET

FABRIKA ATIGI OLAN UZUM POSASINDAN RESVERATROLUN
ZENGINLESTIRILMESI VE LESITIN ILE ENKAPSULASYONU

PINAR KARAGUL
Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Halil ibrahim UGRAS

Haziran 2023, 81 sayfa

Son yillarda beslenme bilincinin artmasiyla 6zellikle pandeminin de getirmis oldugu
etkiyle birlikte insanlarin dogal iiriinlere egilimi de artmistir. Giliniimiize baktigimizda
insanlar gidalar1 sadece aclig1 giderici olarak degil ayn1 zamanda saglik iizerine olan
etkilerinden faydalanmak amacli da kullanma ihtiyac1 duymuslardir. Artan bu ihtiyagla
bircok sektor sentetik gida takviyeleri yerine dogal ve bitkisel iirlinlerden elde edilen
saghigr destekleyici {irlinler iizerine c¢alismalarini baslatmiglardir. Bu yaklasim,
tilkketicilerin saglikli bir yasam tarzi siirdiirmelerine ve beslenme ihtiyaclarini
kargilamalarina yardimci olmayr hedeflemektedir. Tez konusu kapsaminda sarap ve
meyve suyu fabrikalarinin endiistriyel atigi olarak hayvan yemine gonderilen {iziim
posasisin en Onemli bilesiklerinden olan resveratrol etken maddesinin eldesi ve
saflastirilmast i¢in metot gelistirilmistir. Bu kapsamda {iziim posasindan belirlenen
ekstraksiyon metodu ve saflagtirma basamaklarindan sonra kolon kromatografisi ile
zenginlestirme yapilarak fraksiyonlarin toplanmasi saglanmistir. Etken madde miktari en
az yirmi kat deristirilerek lesitin yardimiyla enkapsiilasyonu yapilmistir. Aktif
bilesenlerin enkapsiilasyonu, elde edilen iiriiniin stabilizasyonunun saglanmasi igin
onemli bir yontemdir. Aym1 zamanda c¢oziinlirliigi disik olan molekiillerin
biyoyararlanimi arttirmak amaciyla yapilmaktadir. Resveratrol, biyoyararlanimi diigiik ve
stabilitesi zor bir etken bilesiktir. Kapsiilleme islemi sonrasi in vitro gastrointestinal
salmim testleri yapilmistir. Kontrollii salinimlarmin yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yontemiyle belirlenmesi, salinim davraniginin agiklanmasi
amaclanmistir. Elde edilen trans-resveratrol yapi tayini icin LC-MS-MS, HPLC ve H-
NMR analizleri gerceklestirilmistir. In vitro salimim testleri sonucunda lesitin ile
kapsiillemenin resveratroliin biyoyararlanimini arttirdig: tespit edilmistir.

Anahtar Sézciikler: Ekstraksiyon, Flash kromatografi, Lesitin, Resveratrol, Uziim
posast.
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In recent years, with the increase in nutritional awareness, especially with the effect of
the pandemic, people's tendency towards natural products has also increased. When we
look at today, people have felt the need to use food not only to satisfy hunger but also to
benefit from its effects on health. With this increasing need, many sectors have started to
work on health-supporting products derived from natural and herbal products instead of
synthetic food supplements. This approach aims to help consumers maintain a healthy
lifestyle and meet their nutritional needs. Within the scope of this thesis, a method was
developed for the extraction and purification of the active ingredient resveratrol, which is
one of the most important compounds of grape pomace sent to animal feed as industrial
waste of wine and fruit juice factories. In this context, after the extraction method and
purification steps determined from grape pomace, enrichment was performed by column
chromatography and fractions were collected. The amount of active substance was
concentrated at least twenty times and encapsulated with the help of lecithin.
Encapsulation of active ingredients is an important method to ensure the stabilization of
the product obtained. It is also done to increase the bioavailability of molecules with low
solubility. Resveratrol is an active compound with low bioavailability and difficult
stability. In vitro gastrointestinal release tests were performed after encapsulation. It was
aimed to determine the controlled release by high performance liquid chromatography
(HPLC) method and to explain the release behavior. LC-MS-MS, HPLC and H-NMR
analyses were performed for the structure determination of the obtained trans-resveratrol.
As a result of in vitro release tests, it was determined that encapsulation with lecithin
increased the bioavailability of resveratrol.

Keywords: Extraction, Flash chromatography, Lecithin, Resveratrol, Grape pomace.
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1. INTRODUCTION

Resveratrol (3,4',5-trihydroxy-trans-stilbene; RES) is a prominent antioxidant found in
grapes and their skins. It has been hypothesized that RES contributes to the French
paradox, which refers to the lower incidence of coronary heart disease despite a diet high
in saturated fats. Resveratrol belongs to the most significant class of phytochemicals
found in plants. It has been scientifically proven to possess antioxidant, anticancer, anti-
inflammatory, vasodilatory, anti-diabetic, anti-aging, and general antimicrobial
properties. RES has low solubility in water but exhibits high membrane permeability.
Previous studies have reported a solubility of approximately 0.03 mg/mL for RES.
However, in vivo pharmacokinetic studies have shown that the oral bioavailability (BA)
of RES is nearly negligible. This contradicts the physiological significance of the higher
concentrations commonly used in in vitro studies. Recent evidence suggests that
encapsulating RES in various delivery systems, such as Ca-alginate submicron particles,
oil-in-water emulsions, and double emulsions, can enhance its absorption and stability.
Moreover, numerous nanoformulations and delivery systems have been developed to
improve the oral BA of RES. While RES is well-absorbed when consumed orally by
humans, its bioavailability is relatively low due to rapid metabolism and elimination.
This thesis aims to evaluate the utilization of waste products from wine and fruit juice
factories, which are sent to animal feed, to obtain resveratrol additives with high added
value for domestic and international markets. The concentration of the active ingredient
will be increased to reduce the amount of by-products resulting from herbal extracts. The
interest and consumption of plant extract-supported food supplements among the public
will ensure a safer and more effective extract mixture based on the available literature.
To achieve this, classical solvent extraction techniques such as Soxhlet extraction, solid-

liquid phase extraction, liquid-liquid phase extraction, as well as innovative methods like
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microwave and ultrasonic-assisted extraction will be separately employed for grape seeds
and skins. Multiple parameters including temperature, time, and solid-liquid ratio will be
varied in these trials. Comparative analysis of the results will help determine the optimal
extraction conditions and the most suitable solvents. The successfully extracted
resveratrol compound will be formulated using appropriate nanoparticles, and its effects
and bioavailability will be evaluated through cell culture experiments and animal studies.
This study aims to investigate the effects of bioenhancers on the oral bioavailability of
resveratrol, a natural and beneficial phytosterol. Unique auxiliary substances such as
nanoparticles, plants containing effective compounds, and ascorbic acid, which have not

been explored before, will be employed for bioavailability studies.
2. MATERIAL AND METHODS

In today's nutrition-conscious society, consumers view food not only as a means to satisfy
hunger but also as a source of health support. In light of this, the food industry is focusing
on developing new products that promote health rather than relying on synthetic food
additives that may have negative health implications. In the scope of this thesis, we aim
to extract resveratrol, a beneficial compound, from grape pomace, which is currently
discarded as industrial waste by wine and fruit juice factories. The objective is to
concentrate the amount of this active ingredient at least 20 times and utilize lecithin for
encapsulation. One of the primary motivations behind encapsulating active ingredients is
to ensure stability throughout the production process and in the final product. In the case
of our active ingredient, resveratrol, encapsulation is specifically employed to enhance its
bioavailability. Thus, during the initial reporting period, various studies were conducted
to investigate the encapsulation techniques for resveratrol, with a focus on improving both

its stability and bioavailability.
- Literature review:

Among the grape varieties cultivated in our country for viticulture, Okiizgdzii, Kalecik
Karasi, and Horoz Karasi1 varieties stand out for their exceptional qualities in wine
production. Several factors contribute to the quality of wine, including the chemical
composition, variety, vintage, harvest conditions, growing region, and geographical
characteristics associated with the grapes. Grape pomace, an agricultural by-product,
remains underutilized in our country. Grape pomace consists of grape skins, pulp, and

stems obtained after the crushing and pressing of grapes, either with or without the grape
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seeds, during wine production. Approximately 3% of the grapes cultivated in our country
are used for winemaking. Considering that 15-25% of the processed wine grapes consist
of pomace, the quantity of grape pomace should not be underestimated. Resveratrol, a
phenolic compound known for its high potency, is abundantly present in grape pomace.
Various studies support the bioactivity of phenolic compounds, especially those with a
flavonoid structure. The concentration of resveratrol in grape pomace is reported to be
around 0.5%, which is relatively low. Our primary goal is to reduce the 0.5% resveratrol
content to desired levels by concentrating it at least 20 times, thereby achieving
standardization. Subsequently, we will employ encapsulation techniques using lecithin
for the standardized concentrated extract. The use of lecithin is particularly noteworthy
due to its structural similarity to cell membranes. This unique characteristic enables
certain bioactive agents to efficiently distribute and release within the cells of the body,
as evidenced by intracellular studies. Additionally, lecithin allows nanoparticles to enter

intercellular spaces through blood fransport, further enhancing the encapsulation process.
- Material Supply;

In the thesis, grape pomace, which is our experimental material, was obtained by
contacting wine factories and fruit juice factories. Through the factory, waste products
have been collected since September. It was collected by paying attention to the harvest
time of the grape plant. Afterwards, it performs the cleaning, drying and grinding

processes required for extraction and makes it ready for extraction processes.
- Cleaning operations;
e Removal of other impurities
e Removal of rotten leaves
e Dust removal with water
Transactions have been made.
- Drying Operations;

During the drying process, the drying process is carried out by paying attention to the
properties of the desired active substance in the grape pulp. It is aimed to obtain the active

substance in the highest efficiency.

- Grinding Operations;
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During the grinding process, separate grinding processes were carried out for our grape
pomace material, which we will dry and use in 4 different ways. Grinding process A

portable mechanical shredder with 110 W stainless steel grinding blade was used.
- Extraction Operations;

In order to obtain the optimum extract, extraction processes were performed with different
methods and solvents at laboratory scale and the results were compared. In this context,

the following methods have been tried.
a. Traditional Methods
- Soxlet extraction
- Classic solvent extraction
b. Innovative Methods
- Microwave Assisted Extraction
- Extraction by Ultrasonication
- Concentration Studies;

The following studies were carried out to remove unwanted by-products from the primary

extracts obtained and to increase the concentration of target active substances.
- Chromatographic Concentration;

The determination and concentration of the target active substance amounts in the
secondary extracts obtained were carried out. HPLC (high performance liquid
chromatography) methods were used in active ingredient determination studies. A new
method has been developed by using the literature as HPLC method. HPLC analyzes gave

us information about the nature of our active ingredient families and other structures.
- Flash chromatography studies

Within the scope of the studies, the fractions using silica column and hexane/ethylacetate

method were collected and analyzed in HPLC.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS
In this study, grape pulp was obtained from three different regions. First of all, the
material with the highest amount of active substance from these grape pomaces was

determined and Cabernet species obtained from Kirklareli region was found. Afterwards,
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the optimum drying method, extraction method and purification methods were
determined. As a drying method, it was found that the resveratrol content of the materials
dried outside at room conditions was higher. Ethanol was determined as the extraction
solvent and it was determined that the optimum conditions were the extraction

environment at 30°C for 24 hours.

After determining the optimum extraction conditions, solvent extraction, acid hydrolysis,
liquid extraction, reflux extraction and ultrasonic bath extraction were tried and the
highest yield was obtained in solvent extraction. After the extraction method was
determined, purification steps were tried. In the purification processes, pre-washing with
apolar solvent, adsorbent application and column experiments were carried out. It was
seen that hexane washing was necessary and it was determined that the adsorbents were
effective in retaining the impurities, but retained some resveratrol, and the adsorbent
application was abandoned. In the column trials, silica and sephadex columns were tested
separately, and the desired purity was achieved in both. However, silica column was
chosen in terms of cost. Afterwards, the encapsulation processes of the resveratrol-
containing product obtained by enrichment by flash chromatography were carried out.
The lyophilization method was used as a method in encapsulation processes. In vitro
release tests of the lyophilized encapsulated product were carried out and their % release
was examined. Release tests were performed in the stomach and intestinal environment,
and it was found that the release of encapsulated resveratrol molecules in the intestinal
environment was higher than in the stomach environment. Structure determination

analyzes were performed by LC-MS-MS, HPLC, and H-NMR.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK

This research represents an important step in the evaluation and waste management of
grape pomace, an industrial byproduct that is often underutilized and contains various
beneficial compounds, including resveratrol, known for its potential health benefits. The
study focuses on the isolation and enrichment of resveratrol from grape pomace under
optimized extraction conditions, followed by its encapsulation using lecithin. Structural
analysis of the obtained capsules was performed using SEM (Scanning Electron
Microscopy). Subsequently, release tests in simulated gastric and intestinal environments

were conducted to investigate their bioavailability.
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1. GIRIS

Diinyada niifusun hizla artmasiyla ve sanayilesmenin etkisiyle gerek cevre kirlenmesi
gerekse diinya hammadde kaynaklarinin sinirli olmasi sebebiyle, fabrika atiklarinin gesitli
sekillerde degerlendirilmeleri bir zorunluluk haline gelmistir. Fabrika atiklari, endiistriyel
stireglerin bir yan iirliniidiir ve tiretim faaliyetlerinden kaynaklanan kimyasal, fiziksel ve
biyolojik maddeler icerir. Fabrika gida atiklar1 hem ¢evre kirligi olusturmas: hem de
icermis olduklar1 degerli bilesenlerin kaybinin yasanmasi agisindan 6nemli sorunlar
olusturabilmektedir. Bu sorunlarin ortadan kaldirilmast ve bu degerli bilesenlerin
degerlendirilmesi oldukca énemlidir. Bu énemli konu son yillarda TUBITAK tarafindan
desteklenen ve cagrist yapilan 1003 ve 1511 gibi oncelikli alanlar arastirma projeleri
arasinda yer almaktadir. Ulkemizde yeterince degerlendirilemeyen tarimsal sanayi
atiklarinin en énemlilerinden birisi de iiziim posasidir[1]. Uziim posas1, sarap ve meyve
suyu fabrikalarinin yan tiriinii olup, sarap ve meyve suyu yapilirken liziimiin preslenmesi
sonucunda olusan kabuk ve cekirdekten olusmaktadir. Uziim posasi baska amacla
kullanilmayip ¢evreye gelisigiizel atildigi i¢in ¢iiriiyerek c¢evre Kkirliligine neden
olmaktadir. Cevresel kirliligin giderek artmasi ile birlikte son yillarda bu kirliligin
onlenmesi ve atiklarin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu dogrultuda, bitkisel iiretim
sonucu ortaya ¢ikan hasat atiklari ve tarimsal {irlin kaynakli fabrikasyon atiklarinin ¢esitli
yontemlerle tekrar kullanilabilir hale getirilmesi giderek artmaktadir. Tarimsal sanayi
{iriinii olup degerlendirilen iiriinlerden birisi de {iziimdiir. Uziim, sarims1 yesil renkli veya
mor siyah renkli yemisleri ile bilinen bir ¢ali veya asma tiirlerinden olusan bir cinstir.
Taksonomik olarak Vitaceae familyasina aittir. Vitis cinsinde siiflandirilir. Farkli birgok
tiiri mevcuttur. Uziim (Vitis vinifera L.), diinya genelinde popiiler bir meyve olan ve
ylksek besin igerigi ile 6n plana ¢ikan bir tiirdiir. Yaklasik olarak 7 milyon hektarlik bir
alanda yetistirilen iiziim, diinya genelinde en yaygin yetistirilen meyvelerden biridir ve
iilkemizde de yaygin bir sekilde tiiketilir. Icerdigi su, seker, lif, vitaminler ve mineraller
ile besleyici bir profil sunar. Uziimler ayrica antioksidanlar agisindan da zengin bir
kaynak olarak bilinirler. Diinya geneline bakildiginda iiziim iiretiminin yaklasik %71'i
sarap, %27's1 sofralik ve %2'si kurutulmus meyve olarak kullanilmaktadir. Bir kism1 ise

"ilave seker icermeyen ve "%100 dogal" iiziim suyu iiretimine gitmektedir[2]. Uziimiin



15,000'nin tizerinde ¢esidinin oldugu tahmin edilmektedir. Bu say1 diger meyvelerle
kiyaslandiginda oldukga fazladir. Sadece anavatani olarak bilinen Anadolu’da iiziim
cesitlerinin say1s1 1,200'den fazladir. Uziimden yapilan en énemli endiistriyel {iriinlerden
biri saraptir[3]. Diinya genelinde liretilen iiziimler tiiketim amaglarina gore sofralik ve
saraplik olarak ikiye ayrilmaktadir. Diinyada iiretilen iiziimiin yaklasik %80’i sarap
yapiminda kullanilmaktadir. Geri kalan %20’lik kisim ise sofralik olarak
kullanilmaktadir. Cogunlugu ayni tiire ait olsa da sofralik ve saraplik iiziimler 6nemli
farkliliklar gosterir. Saraplik liztimler daha kiigiik, c¢ekirdekli ve kalin kabukludur.
Sofralik tiziim ¢esitleri ise, ince kabuklu, ¢ekirdeksiz ve nispeten biiyiik olabilirler[4].
Ulkemizdeki iiziim yetistiricili§ine baktigimizda uygun ekolojik yapis1 sebebiyle bagcilik
alaminda diinyanin en 6nemli iilkelerindendir. Ulkemizde yas {iziim iiretimi her yil
ortalama 4 milyon ton civarindadir. Uretilen {iziimlerin yaklasik %3’ii saraplik olarak
degerlendirilmektedir. Tiirkiye'de bir¢ok farkli bolgede saraplik liziim yetistirilmektedir.
En bilinen saraplik iiziimlerden bazilar1 sunlardir: Okiizgdzii, Ozellikle Elazig,
Diyarbakir, Sanlurfa ve Gaziantep gibi Giineydogu Anadolu bdlgesinde yetistirilir.
Bogaz kere: Tiirkiye'nin en eski saraplik iiziimlerinden biridir ve 6zellikle Diyarbakir ve
Elazig’da yetistirilir. Kalecik Karasi: Bu iiziim Tiirkiye'nin baskenti Ankara
yakinlarindaki Kalecik ilgesinde yetistirilir. Hafif ve meyvemsi bir sarap yapmak i¢in
kullanilir. Narince: Tiirkiye'nin kuzeydogusunda, Tokat ve Erzincan bdlgelerinde
yetistirilen Narince lizlimii, aromatik bir beyaz sarap yapmak i¢in kullanilir. Sirince Emir:
Bu iiziim, Tiirkiye'nin batisindaki Izmir yakinlarindaki Sirince kdyiinde yetistirilir.
Saraplar1 genellikle meyvemsi ve yumusak bir tada sahiptir. Cabernet sauvignon,
Fransa'nin Bordeaux bolgesinde ortaya ¢ikmistir ve diinya genelinde en ¢ok tiretilen sarap
lizim cesitlerinden biridir. Sarkdy, Bozcaada ve Gelibolu gibi yerlerde cabernet
sauvignon liziimlerinin yetistiriciligi ve sarap iiretimi oldukc¢a yaygindir. Shiraz iiziim
cesidi, biiylik, kalin kabuklu ve siyah mor renkte tiziimlerden olusur. Shiraz liziim ¢esidi,
Tiirkiye'de de yetistirilmektedir. Ozellikle Ege ve Akdeniz bolgesindeki bazi sarap
tireticileri, Shiraz {iziimlerini kullanarak kaliteli saraplar iiretmektedirler. Bu sadece
birka¢ ornek olup Tiirkiye'de bir¢ok farkli saraplik {iziim tiiri yetistirilmektedir[5].
Uziimiin saraplik olarak islenmesi sonucunda elde edilen iiziim posasinin énemli bir
miktar (yaklasik %15-25 oraninda) oldugu diisiiniildiigiinde, iizim posas1 tiretimi
onemsenmesi gereken bir boyuta sahiptir. Islenmis iiziim posasi, genellikle kabuklarin
%350's1, ¢ekirdeklerin %25'1 ve liziim saplarinin %25'1 seklinde bilesenlere sahiptir. Bu

baglamda atiklarin geri doniistliriilmesi veya yeniden kullanilmasi, siirdiiriilebilirlik
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acisindan ve ekonomik getirisi olmasi agisindan 6nemlidir[1]. Ati§a gonderilen iiziim
posast polifenolce zengin olup c¢ok kiymetli bilesikler igermektedir. Bu fenolik
bilesiklerin insan sagligina faydalar1 yapilan bir¢ok calisma ile ispatlanmistir[6]. Son
yillarda 6zellikle pandeminin etkisiyle dogal iirlinlerden elde edilen fenolik bilesiklere
olan ilgi artmistir. Uziim, diinya genelinde en biiyiikk meyve iiretimlerinden birini
gerceklestirmektedir ve kirmizi liziim posasi, saglik agisindan 6nemli biyolojik etkilere
sahip olan fenolik bilesikleri icermektedir. Bu nedenle, {iziim posas1 ve i¢erdigi fenolik
bilesikler, biiyiik bir ilgiyle incelenmektedir. Fenolik bilesikler, antioksidan 6zellikleri
nedeniyle insan sagligi iizerinde c¢esitli potansiyel faydalari olan bir grup bilesiktir.
Antioksidanlar, viicuttaki serbest radikalleri notralize ederek hiicre hasarini azaltmaya
yardimci olabilirler. Bazi fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, kalp hastaligi, kanser,
diyabet ve diger kronik hastaliklarin riskini azaltmaya yardimci olabilecegi
diisiiniilmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada fenolik bilesiklerin bir¢ok hastalik i¢in tedavi
edici Ozellikleri bulunmus olup mevcut kimyasal ilaglarin gostermis oldugu yan
etkilerden daha az yan etkilerinin bulunmasi sebebiyle dikkat ¢ekmektedirler. Hali
hazirda bir¢ok gida ve ilag firmasinin fenolik bilesikler kullanmaya yoneldigi
goriilmektedir. Bitkiler dleminin en genis ailesi olan fenolik bilesikler iceriginde birgok
faydali bilesik barindirmaktadir. Bu 6nemli bilesiklerden birisi de trans-resveratroldiir.
Resveratrol (trans-3,4',5-trihydroxystilbene) molekiilii, stilben ad1 verilen bir tiir fenolik
bilesiktir ve C14H1203 kimyasal formiiliine sahiptir. Resveratrol, bir¢ok bitkide dogal
olarak bulunan bir bilesiktir ve kirmizi {iziimlerde yogun olarak bulunur. Ozellikle
lizimiin kabugunda oldukca fazla bulunan tamamen savunma amacli sentezlenen bir
sekonder metabolittir. Polifenol yapisinda olup bitkinin ihtiyac1 oldugu anda
sentezlenerek bitkiyi fungal enfeksiyonlara kars1 korumaktadir. Molekiil, iki fenil halkasi
arasinda dort karbon-carbon ¢ift bagi (C=C) igeren bir stilben gekirdegine sahiptir. Stilben
cekirdeginin her iki yaninda da hidroksil (-OH) gruplar1 bulunur. Stilben bilesigi olan
resveratroliin saglik agisindan faydalar1 yapilan ¢ok sayida ¢alisma ile ispatlanmistir.
Resveratrol, ilk olarak 1940'larda Japon bitki bilimcisi Michio Takaoka tarafindan
"Polygonum cuspidatum" bitkisinde kesfedilmistir. Daha sonra, resveratroliin antioksidan
ve anti-inflamatuar oOzellikleri ile ilgili arastirmalar yapilmistir[7]. 1976 yilinda
Ingiltere'deki Shell Arastirma Laboratuvarlari'nda Dr. James E. Langcake ve Dr. Ronald
W. Pryce tarafindan {iziim asmasindan izole edildigi bilinmektedir. Langcake ve Pryce,
trans-resveratroliin iziim asmasinin odunsu kisminda bulunan temel madde oldugunu ve

yapraklardaki fitoaleksin olarak tanimlandigini kesfetmislerdir. Ancak, tizlim tanesindeki
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miktarin oldukga az oldugunu goézlemlemislerdir. Bu kesif, sonrasinda resveratroliin
antioksidan Ozellikleri ve saglik yararlar1 {izerine yapilan arastirmalarin temelini
olusturmustur[8]. Resveratroliin insan saglig1 lizerindeki potansiyel faydalari, 1992
yilinda Fransiz bilim adamlar1 tarafindan yayinlanan bir ¢alismada kesfedilmistir. Bu
calisma, resveratroliin kirmizi sarapta bulundugunu ve kalp hastaligina kars1 koruyucu
etkiye sahip olabilecegini gostermistir[9]. Soleas ve diger aragtirmacilar (1997), trans-
resveratroliin LDL (kotii kolesterol) oksidasyonunu 6nledigini ve dolayisiyla ateroskleroz
riskini azalttigin1 gésteren 6nemli bir aragtirma yapmuslardir. Ayrica, trans-resveratroliin
kan basincini diislirdiigli ve kan pihtilasmasini engelledigi de diger ¢alismalarda ortaya
konulmustur. Bu nedenle, trans-resveratroliin saglikli bir kalp ve damar sistemi igin
onemli bir bilesik oldugu diisiiniilmektedir[10]. Ozellikle son birkag yilda yapilan
calismalar, resveratroliin kanser hiicrelerinin biiylimesini yavaslattigini ve hatta
oldiirdiigiinii gostermistir. Resveratrol ayrica, tiimor olusumuna neden olabilecek hiicre
ici molekiiller tizerindeki serbest radikallerin baglanmasini dnleyerek kanser olusumunu
engellemeye yardimci olabilir. Bazi aragtirmalar, resveratroliin 6zellikle prostat, meme
ve kolon kanseri gibi bazi kanser tiirlerinin 6nlenmesinde etkili olabilecegini 6ne
siirmektedir. Antioksidan 6zellige sahip bir polifenol olan resveratrol, ilag ve tip alaninda
yapilan arastirmalarda etki alan1 oldukg¢a genis olan etkin bir bilesiktir. Resveratroliin
saglik iizerindeki olumlu etkilerinin fark edilmesi, bu maddeyi iceren bitkisel dziitlerin
ve takviye edici gidalarin {iretimini artirmustir. Ozellikle iiziim ve sarap gibi besinlerin
icinde bulunan dogal kaynaklardan resveratrol alimi, tiiketicilerin ilgisini ¢ekmektedir.
Ancak resveratroliin kararsiz, okside olabilir, 1s1 ve 1518a duyarli bir molekiil olmasi
tiketimi noktasinda bazi smirlandirmalar getirmektedir. Bu sebeple resveratroliin
yapisinin bozulmasint Onleyecek, onu koruyacak mekanizmalar gelistirilmistir[11].
Resveratrol molekiilii ayn1 zamanda biyoyararlanimi oldukga diisiik olan bir bilesiktir.
Yapilan bir¢ok calismada, oral yoldan alinan resveratroliin sindirim sistemi tarafindan
yeterince emilmedigi ve karaciger tarafindan ¢ok hizli metabolize edildigini ortaya
koymaktadir. Onceki calismalarda, resveratroliin  farmakokinetik parametreleri
incelenmis ve saf madde olarak (trams-resveratrol) tek basina kullanildiginda diisiik
biyoyararlanim degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen Cmax, tmax ve AUC
degerleri, resveratroliin diisilk oranda emildigini ve viicut tarafindan etkili bir sekilde
kullanilamadigini gostermektedir. [12]. Bu sebeple saglik iizerinde bu kadar faydali etkisi
olan resveratroliin biyoyararlaniminin arttirtlmasi noktasina odaklanilmigtir. Fakat bu

konuda ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Biyoyararlanimi ile ilgili yapilan birkag
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calismaya bakacak olursak, Wall ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, insanlarda
oral resveratroliin emilimi ve biyoyararlanimi incelenmistir. Caligmanin sonuglari, oral
resveratroliin emilim oraninin %75 olmasina ragmen, %1 den diisiik bir biyoyararlanim
oranina sahip oldugunu gdostermistir. Bu sonuglar, resveratroliin daha yiiksek dozlarinin
gerektigini ve belirli bir etkiyi elde etmek i¢in alternatif uygulama yontemlerinin
aragtirtlmas1 gerektigini diislindiirmektedir[13]. Vitali'ne ve arkadaglar1 tarafindan
yapilan ¢alismada, 25 saglikli goniillii insanda kirmizi sarap tiiketiminden sonra elde
edilen trans-resveratrol biyoyararlanimi ii¢ farkli deneyle incelenmislerdir. Calismanin
sonuclari, kirmizi sarap yoluyla alinan trans-resveratroliin emiliminde disik bir
verimlilik oldugunu gostermistir. Kirmizi sarap tiiketiminden 30 dakika sonra alinan
serum Orneklerinde, serbest frams-resveratroliin izole miktarlarda Olctldigi
gbzlemlenmistir. Ancak daha uzun siirelerden sonra alinan 6rneklerde, resveratroliin
metabolitlerinden olan glukuronidlerin baskin oldugu tespit edilmistir. Bu durum,
resveratroliin viicutta hizla metabolize oldugunu ve baslica metabolitlerinin glukuronid
formunda bulundugunu gostermektedir[14]. Saglik tizerine bu kadar olumlu etkisi oldugu
bilinen resveratroliin diyetle alinan az dozlardaki biyoyararlanimi[15], biyoyararlanimina
sarap veya lzim suyu i¢indeki diger bilesiklerin etkisi, doza bagl olarak etkinin
degisimi[16], biyoyararlanim arttirict etkisi oldugu bilinen bazi bitkilerle [17],
resveratroliin ¢ozliniirliglinii arttirict maddeler ile [18], biyoyararlaniminin nasil
etkilendigi aragtirllmistir. Bu tez calismasi kapsaminda, tilkemizde atiga gonderilen {iziim
posalariin degerlendirilmesi amaciyla, polifenolik ve biyoyararlanimi diisiik bir bilesik
olan resveratroliin fabrika atig1 olan iiziim posasindan ekstraksiyonu, saflastirilmasi,
kromatografi kullanilarak konsantrasyonunun deristirilmesi, lesitin ile enkapsiilasyonu ve
salim calismalar1 yapilmistir. Saflastirilmis ve deristirilmis resveratroliin enkapsiile
edilmesi bilesigin suda ¢oziintirliigiiniin diisiik olmasi, 1s1 ve 1siktan etkilenerek kimyasal
stabilitesinin bozulmasi, biyoyararlaniminin diisiik olmas1 gibi zayif ydnlerinin
gelistirilmesi amaciyla uygulanmistir. Kapsiilleme materyali olarak lesitin, toksik
olmamasi, biyouyumlu olmas1 gibi yonleri sebebiyle tercih edilmistir. Ayn1 anda su ve
yag fazina sahip olmalarinin vermis oldugu etkiyle hem suda hem de yagda ¢oziiniir
ozellik gosteren lesitin suda ¢oziintirliigii diisiik olan resveratroliin biyolojik yararliliginin
ve dayanikliliginin artirilmasi amaglanarak kullanilmistir. HPLC, LC-MS/MS, H-NMR
ile yap1 aydinlatmalari, SEM, FTIR, DSC yontemleri ile karakterizasyon g¢alismalar1
yapilmistir.



1.1. UZUM (Vitis vinifera)

Tiirkiye, bagcilik i¢in uygun bir iklim kusagina sahip olup, kiiltiir asmasi (Vitis vinifera
L.) yetistiriciligine M.O. 6 000-5 000 y1llarinda baslamistir. Diinya genelinde 14 000'den
fazla lizim cesidi ve tipi bulunmaktadir ve O6nemli bir boliimii Anadolu'da yer
almaktadir[19]. Uziim, diinya genelinde farkli gesitleri olan degerli bir meyvedir. Vitis
vinifera adli asma tiiriiniin meyvesi olan {iziim, tatl, sulu, eksi veya sert olabilir. Uziim
meyvesi, kiiclik, yuvarlak veya oval sekilli ve kabuk rengi, tiirline gore yesil, siyah, mor,
kirmizi veya sar1 tonlarinda olabilir. Uziim, Kapali Tohumlular (Angiosperms) sinifinda
yer alan bir bitki tiiriidiir ve taneleri kabuk, meyve eti ve ¢ekirdekten olusur. Uziim,
icerdigi fenolik bilesiklerle 6n plana ¢ikmaktadir[20]. Fenolik bilesikler bitkisel kaynakli
gidalarda bulunurlar ve insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptirler. Bu bilesikler
benzen halkalar1 igeren organik maddelerdir ve bitkilerde ikincil metabolit olarak
bulunurlar[21]. Uziim ve iiriinlerindeki fenolik bilesiklerin bilesimleri, gesitli faktorlere
bagl olarak degisir. Fenolik bilesikler bitkilerde ikincil metabolit olarak bulunur ve
olgunlagsma donemine, cesit ve iklim kosullarina bagli olarak degisebilir. Ayrica, kiiltiirel
islemlere, topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine de bagli olarak iiziim ve sarapta
bulunan polifenolik bilesiklerin icerigi onemli Olgiide degisebilir[22]. Son yillarda,
cevresel kirliligi onlemek ve atiklar1 degerlendirmek amaciyla bitkisel tiretimden
kaynaklanan hasat artiklar1 ve tarimsal tiriinlerin fabrika atiklar1 farkli alanlarda yeniden
kullanilabilir hale getirilme egilimi gdstermektedir. Bu siireg, tarimsal endiistrideki
bircok atigin geri kazanilmasini hedeflemektedir. Bu kapsamda, {izim gibi tarimsal

tiriinler de degerlendirilen tarimsal endiistri tirlinleri arasinda yer almaktadir.

1.2. TURKIYE’ DE UZUMUN YERI

Tiirkiye bagcilik i¢in ¢ok uygun bir iklim kusagina sahiptir ve uzun yillardir bagcilik
kiiltiiriine sahiptir. Tiirkiye'nin birgok bdlgesinde iiziim yetistiriciligi yapilmaktadir ve
iilkede yetistirilen Uiziim cesitleri oldukca cesitlidir. Tirkiye'nin iizim gen kaynagi
oldukca zengindir ve pek c¢ok farkli asma tiirii ve ¢esidi mevcuttur. Ayrica, Tiirkiye'deki
iziim yetistiricileri genellikle farkli asma tiirleri ve ¢esitlerini melezlenerek yeni ve daha
dayanikli iiziim ¢esitleri elde etmek i¢in ¢calismaktadirlar. Bu nedenle, Tiirkiye'de bagcilik
sektorii oldukca gelismistir ve lilkede yetistirilen tiziimler yiiksek kalitede ve lezzetlidir.

Tirkiye'nin tiziim baglar1 hem yerli hem de yabanci turistler i¢in 6nemli bir turistik cazibe



merkezi haline gelmistir[23]. Gida ve Tarim Orgiitii'niin (FAO) 2021 verilerine gére,
diinya genelinde toplam {iziim iiretimi 77,9 milyon ton olarak ger¢eklesmistir. Cin, italya,
Ispanya, Tiirkiye ve ABD, en fazla iiziim iireten iilkeler arasinda ilk bes siray1 almaktadir.
Tirkiye ise 5,5 milyon ton iiretimle dordiincii siray1 isgal etmektedir. Tiirkiye'de, liziim
tiretimi en yogun olarak Ege, Marmara ve Akdeniz bolgelerinde gerceklestirilmektedir.
FAO verilerine gore, Tiirkiye'nin diinya iiziim iiretimindeki pay1 %7,1'dir. Tiirkiye'nin
yas iiziim iiretimi ise her y1l degiskenlik gostermektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu'nun
2020 yili verilerine gore, bu yilda toplam {iziim iiretimi 4,9 milyon ton olarak

kaydedilmistir. Harita 1.1°de Tiirkiye’nin illere gore tiziim tiretim miktar1 verilmistir.
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Harita 1.1.Tirkiye’nin illere gore lizim iiretim miktari.

1.3. TOURKIYE’DE URETILEN UZUM CESITLERI

Tirkiye'de liziim ¢esitliligi oldukca fazladir ve hemen hemen her bolgede sofralik ve
saraplik iiziim yetistirilmektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu'nun 2021 yili verilerine gore,
iilkemizde iiretilen iizlimlerin yaklasik %35,4'i sofralik, %41,7'si kurutmalik, %35,5"
saraplik, %8,8'1 ise siralik liziim olarak kullanilmaktadir. Bu siralik iiziimler, pekmez,
kofte, sucuk, recel gibi iiriinlerin imalatinda degerlendirilmektedir[24]. Uziim ihracat,
Tiirkiye'nin 6nemli ihrag tirlinlerinden biridir ve ¢ekirdeksiz kuru liziim ve sofralik iizlim,
sarap ile iizlim suyu ihracat gelirinin toplaminin %8,3-9"unu olusturmaktadir [25]. Cizelge

1.1°de Tiirkiye’de yetistirilen sofralik, saraplik ve kurutmalik {iziim ¢esitleri verilmistir.



Cizelge 1.1. Tiirkiye’de yetistirilen sofralik, saraplik ve kurutmalik iiziim ¢esitleri.

Cografi Yetistirilen Uziim Cesitleri
Bilgeler
Sofrahk Saraphk ve Sirahk Kurutmahk
R Clairette, Pinot
Cavug, Hafizali, Migkiile, Chordonnay, Riesling.
Razaki, Hamburg Misketi, B;:_flerce, _Segnlluﬂ,
Marmara inot noir, Papaz .
Bolgesi Alphonse Lavelle, Muscat Karasi, Adakarasi, Razaki
Rein des Vignes, Cardinal, | Kuntra (Karasalaz),
Gamay, Shiraz,
Beyazni Cabernet Sauvignon
Razaki, Kozak Bevaz, . . .
Sultam ve Yuvarlak S'ﬂwﬂ; Cfalulgdkeksm,
Balees; | Cekirdeksiz Alphonse | Semillon, Cabemnet e
Ege Bolgesi Lavellée, Hamburg {_;EkﬂdEkm= )
Misketi, Kozak Siyahs, Erikara, Razaki,
Pembe Gemre, Cardinal, Agtkara.
Besni (Bamba), Razaki, g . Nari
) Cavus (Nevgehir), Bizgiilia Eungurﬁ:ﬂj{:l:ldze, _
I¢ Anadolu (Karagevrek), Gl Uziimi, Kale cﬂc Karast. Pa :az Muscat rein des
Bolgesi Hamburg Misketi, Etalia, ot Vignes
Hafizali, Alphonse
Lavallée
) Diékiilgen, Kabarcik,
Akdeniz Alphcr_nse Lavalle, Perlette, Rumi, Azezi, Uvezi, Dimrit, Heverk.
‘ : Cardinal_ Perle de Csaba, ; - S
bolgest Muscat rein des Vignes Tosbaga Kabarcigy, Kug Yiregt, Misk,
Razaki skl : Serpene, Kiran, Firt, Dimugks
1, 13IKA, Horozkaras:
" .| Dmusks Afbesmi (Besnt). | _ e
ngﬂz}dd?gu Muhammedive, Tahannebi, Dokulge?, Okiizgdz. Besni (Bamba),
Anadolu Haniisii, Horozkaras: (Kilis Bogazkere, Dimigk
Balgest karast) Horozkaras1
Dogu Kara e.nk T;hanpeb1, Narince, Okiizgdzii,
Anadolu Besni, Silfoni, Bogark
Bolgesi Muhammediye Ofazere
Karademz | Hafizali, Cavug, Hamburg Narince, Okiizgdzii, Razaki, Balbal,
Bolgesi Misketi Bogazkere Kepenek

Sarap endiistrisi atik {iriinii olan iiziim posasi, genellikle 6zel yetistirilmis besin degeri
yuksek tiztimlerin kullanilmas1 sebebiyle igermis olduklar1 fitokimyasallar bakiminda

oldukca zengindir. Fitokimyasallar saglik i¢in son derece dnemli bilesikler olup bu
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bakimdan {iziim posasi da ekonomik potansiyele sahiptir. Fabrikalarda islenen liziimden
%20-30 oraninda posa elde edildigi bilinmektedir. Bu deger kiiciimsenmeyecek

boyuttadir.

Uziim islendikten sonra arta kalan posanin bilesimi, {iziimiin ¢esidine, hasat ve isleme
yontemlerine bagl olarak degisebilir. Ancak genellikle posanin yaklasik %50'si kabuk,
%25' ¢ekirdek ve %25'i iiziim sapindan olusmaktadir. Uziim isleme sonrasinda ortaya
cikan posa birikerek atik haline gelmekte ve ¢evre kirliligi olusturmaktadir. Bu atiklarin
dogru sekilde degerlendirilmedigi durumlarda 6nemli bir ekolojik sorun ve cevre

kirliligine neden olabilmektedir.

1.4. UZUM URETIMi VE ATIK MiKTARLARI

Uziim, her yil kiiresel olarak iiretilen 60 milyon tondan fazla iiretim ile diinyadaki ana
genisletilmis tarimsal ekonomik faaliyetlerden biridir. Diinya da 2014 yilindan bu yana
{iziim {iretimi toplam 210 milyon tonu ge¢mistir. Uretilen iiziimlerin yaklasik %15'i (31,5
milyon ton) sarapgilik endiistrisinde kullanilmis olup yaklasik %30°u(9,45 milyon ton)
atik olarak ortaya ¢ikmaktadir.[26]. Tiirkiye'de yillik iiziim iiretiminin 3.65 milyon ton
oldugu ve bunun yaklagik 425 000 tonunun saraplik tiziim oldugu ve sarap endiistrisinin
yilda 106 000 ton liziim posast irettigi bilinmektedir. Bu {iziim posalarinin cevre

tizerindeki olumsuz etkilerini minimize etmek i¢in ¢esitli uygulamalar yapilmaktadir.

1.5. UZUM POSASI (CIiBRE)

Uziim posasi kabuk, ¢ekirdek ve saplardan olusur. Uziimiin icerisindeki cibre oraninim,
cinsine ve isleme sekline gore %15-25 arasinda degistigi ve bu cibrenin yaklasik
%50'sinin kabuk, %25'inin ¢ekirdek ve %25'lik bir kisminin ise salkim iskeletinden
olustugu belirtilmektedir. Biitiin {iziimlerin preslenmesiyle sira, sarap ve meyve suyu gibi
tirtinlerin tiretimi sirasinda ortaya ¢ikan fabrika atigidir. Bu atik iirlin bertaraf sorunuyla
kars1 karstyadir. Su anda diinyada yilda 9 milyon ton bu organik kalint1 iiretiliyor[26].
Atik bir iirlin olan posa fabrikalar i¢in bertaraf sorunu olusturabilmektedir[27]. Bu
sebeple alternatif alanlarda kullanimlar1 arastirilmaktadir. Ozellikle iiziim posasinin
icermis oldugu &nemli biyoaktif bilesenler sebebiyle ¢ok fazla ilgi gdrmiistiir. Uziim
posasinin genel bilesimi ile ilgili olarak, {iziim ¢esidine ve olgunlasma durumuna baglh

olarak nem yiizdesi %50 ile %72 lignin igerigi ise %16,8 ila %24,2 ve %4'ten daha diisiik



bir protein igerigine sahiptir. Uziim posasi genellikle yiiksek miktarlarda antosiyaninler,
katesinler, flavanol glikozitler, fenolik asitler ve alkoller tipinde fenoller ve ana bilesenler
olarak stilbenlerden olusur. Fenolik bilesiklerin kompozisyonunu belirlemek amaciyla
{iziim posast ile birgok ¢alismalar yapilmistir. Uziim cibresi ile ilgili yapilan bir arastirma,
marc lizim posasinin cinsine gore 0,27 ile 9,66 mg/L arasinda miktarlarda gallik asit,
furfural, katesin, vanilik asit, epikatesin polifenollerinin bulundugunu belirtmislerdir.
[28]. Uziim posasi, cesitli uygulamalarla yeniden degerlendirilebilen bir atik iiriindiir.
Toprak diizenleyici veya giibre yapiminda kullanilabilecegi gibi, hayvan yemi olarak da
kullanilabilir. Ayrica, yenilenebilir enerji kaynagma déniistiiriilebilir. Uziim posasinin
son lirtinleri, saglig tesvik eden bilesiklerin potansiyel bir kaynagi olarak hizmet eder ve
diyet takviyelerinde kullanilir. Uziim posasindan sitrik asit iiretimi, gida renklendiricileri

ve lakkaz tiretimi gibi farkli yontemlerle yararlanmak miimkiindiir[29],[27].

1.6. UZUM POSASININ iCERIiGi

Uziim posasi, sarap yapimi sirasinda yan iiriin olarak ortaya ¢ikan sarap isleme
endiistrisininde énemli bir atik {iriiniidiir. Uziim posasi, iiziimiin kabuklari, tohumlari,
saplar1 ve diger kalintilarindan olusur. Igerigi, sarap yapimindaki islemlerin tiiriine ve
{iziimiin cesidine bagl olarak degisebilir[30]. Uziim posasinin karakterizasyonu, onun
iceriginin ayrintili olarak analiz edilmesini ve degerlendirilmesini igerir. Cizelge 1.2°de

Cibrenin karakterizasyonu yapilmigtir.

Cizelge 1.2. Cibrenin karakterizasyonu.

Ozellikler (Kiitlece) Yas Uziim Cibresi Kurutulmus Uziim Cibresi
Kuru Madde =300 =85.0
Ham Seliiloz =150 =40.0
Ham Kiil =20 =70
HCL de ciziinmeyen kiil <0.5 =10
Yabanci madde =05 =1.0
Aflatoksin pg'ke =20 =20

Uziim posasi, polifenolik bilesikler, organik asitler, lif, protein, karbonhidratlar ve

mineraller gibi cesitli besin maddeleri agisindan zengin bir kaynaktir. Bu bilesenlerin

10



cogu antioksidan ozelliklere sahiptir ve insan sagligi i¢in oldukca faydalidir. Sarap, sira
veya meyve sular1 yapiminda tiziimiin suyu kullanilip faydali bilesiklerce zengin kismi
olan posanin atilmas1 énemli bir fenolik bilesik kaynaginin ¢ope gitmesi demektir. Uziim
posasi, 6zellikle kabuk ve ¢ekirdek boliimlerinde gesitli 6nemli fitokimyasal bilesikler
icermektedir. Bu bilesikler arasinda fenolik bilesikler, organik asitler, vitaminler,
mineraller, enzimler, monosakkaritler ve tiirevleri, azotlu bilesikler, terpenik bilesikler ve
lipidler bulunur. Ayrica etanol, tartratlar, malatlar, sitrik asit, iiziim ¢ekirdegi yagi,
hidrokolloidler ve diyet lifi gibi degerli bilesenler de icermektedir. Fenolik bilesikler ise

en Oonemli bilesenler arasinda yer alir ve daha ayrintili olarak incelenecektir[31].

1.7. UZUM POSASININ ETKEN BIiLESIKLERI

1.7.1. Pigment Ve Tanenler

Uziim posasinin baslica fenolik bilesenleridir. Bu bilesikler iiziim kabugunda hiicrelerde
bulunur ve sarap rengi ve tadinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar. Ham meyve
yesil renkli iken, olgunlagsma stirecinde klorofil kaybolur ve kirmizi veya siyah renkli
antosiyanidin bilesikleri (delfinidin, petunidin, malvidin, siyanidin ve peonidin gibi)
ortaya ¢ikar. Bu bilesikler, iiziimiin kabugunda ve baz1 durumlarda ¢ekirdeklerinde de

bulunabilirler ve sarabin renginin tonunu ve siddetini belirleyebilirler[32].

1.7.2. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler rengi kirmizi veya mavi olan pigmentlerdir ve iiziim g¢esitlerinin
yapraklari, bu pigmentlere bagli olarak renklidir. Delfinidin, antosiyanidinler arasinda
mor renkli bir bilesiktir. Ayrica, liziim meyve kabugu ve ¢ekirdeginde prosiyanidinler de
bulunur ve ayrica Onemli miktarda resveratrol igerirler. Tanenler acgisindan da

zengindirler[32].

1.7.3. Vitaminler

Uziim posasinda B grubu vitaminleri bulunur ve bunlarm bilesiklerinin miktar1, bitkinin
gelisim evrelerine ve yetistirildigi bolgedeki ¢evresel faktorlere bagl olarak degisebilir.

Taze posada C vitamini diisiik miktarda bulunur[32].

1.7.4. Terpenler

Monoterpenik bilesikler, ¢esitli bitkilerde dogal olarak bulunan ve tat ve koku veren
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ucucu yaglar olarak bilinirler. Uziim kabugunda da bu bilesikler mevcuttur ve meyvenin
tat ve kokusunu belirlerler. Farkli varyetelerde ve biiyiime kosullarinda, monoterpenik

bilesiklerin miktar1 ve bilesimi degisebilir[32].

1.7.5. Yag Asitleri

Uziimiin ¢ekirdegindeki sabit yagin yani sira, meyve kabugundaki mum tabakasindaki
oleanolik asit de onemli bir bilesendir. Oleanolik asit, anti-inflamatuar, anti-kanser ve
antioksidan ozelliklere sahip bir triterpenoiddir. Ayrica, kabukta mumsu bir tabaka
bulunmaktadir. Bu mum tabakasinin igerigine bakildiginda %50-70 oraninda oleanolik
asit oldugu ve meyvenin dis etkilere karsi korunmasma yardimcit oldugu

bilinmektedir[20].

1.7.6. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkiler alemindeki en genis aile grubunu olustururlar. Simdiye kadar 8
000’den fazla bilesigin izole edilip tanimlandigi bilinmektedir. Fenolik bilesikler,
aromatik halkaya baglanmis bir veya daha fazla hidroksil grubu iceren fitokimyasallardir.
Fenolik veya polifenol, kisaca hidroksil grubu tagiyan bilesikler olarak tanimlanabilir.
Fenolik bilesikler bitkiler aleminin en yaygin sekonder metabolitleridirler. Sekonder
metabolitler, savunma (otgullara, mikroplara, viriislere veya rakip bitkilere kars1), sinyal
(tozlasan veya tohum dagitan hayvanlar1 ¢ekmek icin) ayrica bitkiyi ultraviyole
radyasyon ve oksidanlardan koruyan bilesiklerdir[33]. Fenolikler esas olarak meyvelerde,
baklagillerde, sebzelerde, cayda, sarapta, kahvede bulunur ve bitki besinlerinin
organoleptik 6zelliklerinden sorumludur. Benzer sekilde, fenolik bilesikler tiikiiriik
glikoproteini ile etkilesimleri nedeniyle meyvelerin aciligindan sorumludur. Fenolikler
ayrica bircok meyve ve sebzenin rengini belirleyen bilesiklerdir. Fenoliklerin, farkli sarap
markalarinin tat ve rengindeki farkliliklara sebep oldugu bilinmektedir[34]. Fenolik
bilesikler bitkilerde fenilpropanoid metabolizmasi olarak bilinen bir stirecte tiretilir. Bu
siireg, Sikimat adli bilesikten fenilalanin sentezlenmesiyle baslar. Fenilalanin, ardindan
tirozin ve diger fenolik bilesiklerin biyosentezinde kullanilan trans-sinamik asit gibi diger
ara maddelere donustiiriiliir. Flavonoidler gibi polifenolik bilesikler, fenilpropanoid
metabolizmasinin yan dallarindan birinde sentezlenir ve genellikle bitkilerin yapraklari,
meyveleri, kabuklari, ¢icekleri ve tohumlarinda bulunurlar. Polifenollerin farkli yapisi,
aromatik halkalarin farkli yapisal diizenlemelerine, OH gruplarinin sayisina ve organik

asitlerle karbonhidratlarin yapmis oldugu baglara baglidir[35]. Literatiirii inceledigimizde
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fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi ile ilgili farkli veriler mevcuttur. Bunlardan birkag1
su sekildedir. Harborne (1989) “Bitki fenolikleri” adl1 kitabinda fenolik bilesikleri karbon
halkalarina gore 16 temel sinifa ayirmistir. Bu siniflar fenoller, benzokinonlar, fenolik
asitler, asetofenonlar, fenilasetik asitler, hidroksisinnamik asitler, fenilpropanlar, kumarin
ve izokumarinler, kromonlar, naftokinonlar, ksantonlar, stilbenler , antrokinonlar,
flavonoidler , lignan ve neolignanlar ve ligninler seklindedir[36]. Downey vd. e gore ise
fenolik Dbilesikler 7 gruba ayrilmaktadir. Bunlar, fenolik asitler, flavan-3-oller,
flavonoller, flavononlar, proantosiyanidinler, antosiyaninler ve stilbenlerdir[37]. Bir
diger siniflandirma ise, fenolik bilesiklerin nonflavonoidler ve flavonoidler olmak {izere
2 gruba ayrildigini belirtmistir[38]. Genel olarak fenolik asitleri iki ana gruba ayirabiliriz.
Bunlar, fenolik asitler ve flavonoidlerdir. Flavonoidler bitkilerde yaygin olarak bulunan
fenolik bilesiklerin 6nemli bir grubunu olusturur. Bu gruba bakildiginda flavonoller,
flavanoller, antosiyaninler, kumarinler, tanninler, izoflavonoidler, flavonlar, flavononlar
ve lignin gibi 6nemli maddeler yer aldig1 goriiliir. Fenolik asitler, bitkiler alemindeki en
basit fenolik bilesiklerdir. Hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit ve stilbenlerden
olusurlar. Stilbenlerin ana temsilcisi resveratroldiir. Sekil 1.1 ve Sekil 1.2°de Flavonoid

ve Fenolik asit molekiillerinin genel yapis1 verilmistir.

Sekil 1.1. Flavonoid molekiiliiniin genel yapisi.

R R
Rz‘QCOOH R24©7CHJ:CH3—COOH
@ R @

Sekil 1.2. Fenolik asitlerin kimyasal yapisi.

1.8. STILBENLER

Stilbenler asmanin meyveleri, yapraklari, dallar1 ve kokleri gibi farkli organlarinda

bulunabilen fenolik maddelerdir[39]. Stilbenler, patojen saldirisina yanit olarak bitki
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tarafindan sentezlendikleri i¢in antifungal bilesikler olarak islev goriirler. Ultraviyole
1sinlart ve agir metaller gibi diger abiyotik uyaricilar stilben {iretimini tetikleyebilir.
Uziim ve sarapta bircok stilbenik bilesik tespit edilmistir (resveratrol, piceid, viniferinler,
astringin, vb.)[40]. Stilbenler Cs-C2-Cs yapisinda bilesiklerdir. Yapisal olarak aromatik
halkalara bagli hidroksiller tasiyan 1,2-difeniletilen iskeletinin varlig1 ile karakterizedir.
En bilinen stilben bilesigi polifenolik fitoaleksin olan Resveratrol (3,5,4'-
trihidroksistilben)’diir. Resveratrol trans-(E) ve cis-(Z) olmak iizere iki geometrik

izomer olarak bulunur.

1.9. RESVERATROL

Resveratrol (trans-resveratrol; trans-3,5,40-trihidroksi-stilben) Ci4H1203 kimyasal
formiiliine sahiptir. Resveratrol bilesiginin yapisinda iki fenil halkasi, bir ¢ift bag ve
hidroksil (-OH) gruplar1 yer alir. Resveratrol, keto ve enol iki tautomere sahip bir
bilesiktir. Dogada bu trans ve cis formlar1 ile bulunmasina ragmen bitki materyallerinde
genellikle trans- izomer bulunur. Suda ¢oziiniirliigii diisiik olan resveratrol etanol ve
dimetilsiilfoksid (DMSO) igerisinde ¢ozlinen bir molekiildiir[41]. Trans- resveratrol cis
resveratrole gore daha fazla biyoaktif 6zellik gdstermektedir. Cis resveratrol iiziim
kabugu veya diger bilesenlerde tespit edilememis olup trans resveratroliin
1izomerizasyonu sonucunda olustugu disiiniilmektedir. Trans resveratrol UV 1sinlarina
duyarli bir molekiil olup maruziyeti sonucunda cis-izomere doniisiimii gerceklesebilir.
Isik, 1s1 ve oksijenin trans-resveratroliin degredasyonuna sebep oldugu bilinmektedir. Isi,
151k, oksijen gibi etkenler bilesigin safligin1 degistirebilmektedir[42]. Sekil 1.3’de trans

ve cis-resveratrol dontlislimii verilmistir.

OH
HO
X
HO A
(- L QO

OH

OH

trans-resveratrol
cis-resveratrol

Sekil 1.3. Trans ve cis resveratrol doniisiimii.

Resveratrol basta {iziim, yer fistig1, dut, yaban mersini kizilcik olmak tlizere 72 bitki

tirinde tespit edilmistir. Resveratrol bitkilerin savunma sistemlerinin bagrol

14



oyuncusudur. Ozellikle {izimde en fazla bulundugu goriilmiis ve kirmizi iiziim
cesitlerinde beyaz iiziim cesidine gore daha fazla oldugu da ayrica kesfedilmistir. Uziim
ve diger asma tiirlerinde en yiiksek miktarda sentezlenen stilben bilesigidir. Resveratrol
sentezi, bitkilerin savunma mekanizmalarindan biridir ve disaridan gelen stres
faktorlerine kars1 aktive olur. Bu stres faktorleri arasinda yaralanma, UV maruziyeti ve
fungus enfeksiyonlari sayilabilir. Stilben sentaz enzimi yardimiyla iretilmektedir.
Bitkilerin savunma mekanizmalarinin tehdit altinda oldugunu diisiindiigii durumlarda
ortaya c¢ikan p-coumaroyl- CoA ve malonyl-CoA tarafindan sentezlenmektedirler. Sekil

1.4’de Bitkilerde resveratrol sentezinin nasil gergeklestigi verilmistir.

SCoA
Kumaroil CoA
(o]

3[HOOC-CH,-CO-SCoA
Resveratrol Sentezi Malonil CoA

HO
Q / "
HO Resveratrol

Sekil 1.4. Bitkilerde resveratrol sentezi.

Savunma mekanizmasinin aktivasyona ge¢mesiyle resveratrol diizeyinde artis
baslamaktadir. Baz1 kaynaklarda resveratrol diizeyinin stres faktorii olusumundan
yaklasik 24 saat sonra maksimum seviyelere ulastig1 ve daha sonra stilben oksidazin
aktivasyonu sonucunda 42-72 saat sonra diismeye basladigi belirtilmistir[43]. Bu siireg,
bitkinin stres faktoriine verdigi tepkiye ve stilben sentaz enziminin aktivitesine bagh
olarak degisebilir. Uziimde resveratrol sentezinin en fazla gerceklestigi yer kabugu
sonrasinda da cekirdegidir. Uziimiin meyve etinde ise ¢ok diisiik miktarlarda
bulunmustur. Resveratrol sentezlenen ikincil en onemli bilesik olmakla birlikte onun
disinda birgok stilben bilesigi de bulunmaktadir. Bu bilesikler arasinda en 6nemli arasinda
trans— ve cis-piceid (resveratrol glikoziti), e-viniferin (frans-resveratrol dimeri),
pterostilben (frans-3,5-dimetoksi-4'-tetrahidroksi—stilben), piceatannol (trans-3,3'4,5'-
tetrahidroksi-stilben) ve pallidol (trans-resveratrol dimeri) sayilabilir. Bu stilben
bilesikleri de resveratrol gibi antioksidan 6zelliklere sahip olabilir ve saglik yararlari
saglayabilirler. Ancak, her bilesigin kendine 6zgii 6zellikleri ve etkileri olmasi sebebiyle

ayr1 ayr arastirllmalar1 gerekmektedir. Sekil 1.5’de en 6nemli birkag stilben bilesigi
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verilmigtir.

HO H OHY

Trans-resveratrol glucoside

e-viniferin
a-Viniferin

Sekil 1.5. En 6nemli birkag stilben bilesigi.

Resveratrol ilk olarak 1940'larda Veratrum grandiflorum bitkisinde kesfedilmistir[44].
Ancak, Veratrum grandiflorum bitkisi, resveratroliin en yaygin kaynaklari olan tiziim ve
diger gidalar gibi tiikketim i¢in uygun degildir. Daha sonra resveratrol, Japon madimagi
(Polygonum cuspidatum) koklerinde bulunmus ve geleneksel Cin ve Japon tibbinda
kullanilmaktadir[45]. Resveratroliin kimyasal yapis1 1963 yilinda belirlenmistir. Ancak,
farmakolojik ve tibbi potansiyeli ancak 1990'larin sonlarinda kesfedilmis ve arastirmalara
baslanmistir. Giinlimiizde, resveratroliin antioksidan, anti-inflamatuar, antikanserojen ve
metabolik hastaliklar gibi ¢esitli saglik sorunlar1 {izerindeki etkileri lizerine birgok

arastirma yapilmaktadir ve resveratrol bazli ilaglar iizerinde ¢aligsmalar devam etmektedir.

Son on yildir yapilan ¢aligmalarda resveratroliin varlifinin ve miktarimin tespiti i¢in

HPLC ve GC gibi yontemler kullanilmistir.
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1.10. RESVERATROLUN KULLANIMI VE BiYOYARARLANIMI

Baz1 fonksiyonel bilesiklerin tiikketiminden beklenen faydalarin elde edilmesi, bilesigin
viicut tarafindan ne kadar kullanilabildigi, yani biyoyararhilig ile ilgilidir. Biyoyararlilik,
tiikketilen bilesigin sindirim, absorpsiyon, metabolizma ve eliminasyon gibi siireclerle
nasil etkilesime girdigini ve sonugta ne kadarmin aktif bilesen olarak viicutta
bulunabildigini ifade eder. Tiiketilen bilesigin biyoyararliligi, onun saglk yararlari
acisindan onemli bir faktordiir. Ancak, bircok fonksiyonel bilesik, tiiketim sirasinda
biyoyararliligini etkileyen cesitli sorunlarla karsilagabilir. Bu sorunlar arasinda, sindirim
sistemi enzimlerinin aktivitesi, bilesigin kararlilig, yiiksek pH degerleri, sindirim sistemi
gecis hizi, etkilesimler ve daha birgok faktor yer almaktadir. Dolayisiyla, fonksiyonel
bilesiklerin biyoyararlhiligi, tiiketicilerin alinan bilesigin faydalarimi elde etme
olasiliklarini arttirmak icin dikkate alinmasi gereken 6nemli bir faktordiir. Biyoyararlilik,
viicutta etki gdstermesi amaglanan biyoaktif bilesigin aktif formda ulasabildigi diizeydir.
Yapilan c¢alismalar, ilag, gida ve beslenme alanindaki biyoaktif bilesiklerin
biyoyararliliginin alman gidanin  bilesiminden ve yapisindan etkilendigini
gostermektedir. Ornegin, bir domates calismasinda, domates sosuna zeytinyagi
eklenmesinin fenolik bilesiklerin ¢oziiniirligli ve salmimini artirdigr gosterilmistir.
Benzer sekilde, bir cikolata calismasinda, c¢ikolatadaki seker varligimin flavanol
biyoyararliligint artirdigr belirtilmistir[46]. Ge¢misten giiniimiize saglik {izerindeki
etkileri bilinen resveratroliin bilim insanlar tarafindan potansiyel etkileri ilk kez 1992
yilinda arastirilmaya baslanmistir. Fransiz paradoksu olarak bilinen, Fransizlarin
genellikle yiiksek miktarda doymus yagli yiyecekler tiiketmelerine ragmen, kalp
hastaligina yakalanmalarinin diger iilkelere gore daha diisiik olmasim1 kirmizi sarap
tiiketimi sebebiyle olabilecegi ortaya atilmis ve kirmizi saraptaki resveratrol (RES) varligi
ilk kez tanimlanmistir. Bu paradoks, 1980'lerin basinda Fransiz epidemiyolog Serge
Renaud tarafindan ortaya atilmis ve tartisilmistir. Resveratrol, sindirim sistemi tarafindan
yeterince emilemeyen ve hizla metabolize olan bir bilesiktir. Bu nedenle, terapotik etkileri
gostermek icin yliksek dozlar gerekebilir. Yiiksek dozlar alindiginda, resveratrol viicutta
hizla metabolize edilir ve aktif bilesenleri hizla kanda dolagsmaya baslar. Resveratrol,
karacigerde bir dizi enzimatik reaksiyonla metabolize edilir ve solunum, idrar yolu veya
diski yoluyla viicuttan atilir. Resveratroliin biyoyararlanimi diisiik oldugundan, bazi
aragtirmacilar  daha  etkili bir biyoyararlanom i¢in yeni formiilasyonlar

gelistirmektedirler[47]. Trans-resveratrol insanlarda oral yoldan alindiginda iyi emilir,
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ancak hizli metabolizmasi ve eliminasyonu nedeniyle biyoyararlanimi goreceli olarak
diisiiktiir. Bu, trans-resveratroliin viicutta kisa siireli kalmasina ve aktif bilesenlerinin
diisiik konsantrasyonlarda kalmasina neden olur[48]. Saglikli erkek ve kadinlara 25 mg
dozda oral trans-resveratrol verildiginde, plazmada saptanan trans-resveratrol miktari
cok diigiiktiir. Bunun nedeni, trans-resveratroliin viicutta hizla metabolize olmasi ve
metabolitlerinin olusmasidir. Bu metabolitler, aktif bilesenlerinin konsantrasyonunu
artirir ve plazma konsantrasyonlar1 30-60 dakika sonra 2 uM/L civarinda olabilir. Bu
nedenle, trans-resveratroliin biyoyararlanimini artirmak i¢in yeni formiilasyonlar
gelistirilmelidir. Ayrica, trans-resveratroliin bir¢ok farkli metaboliti oldugundan, bu
metabolitlerin biyolojik etkilerinin de dikkate alinmas1 gerekmektedir. Uziim suyu gibi
baz1 gidalarda bulunan trans-resveratroliin biyoyararlanimi, 6zellikle piceid gibi RES
glukozitlerinin varlig1 durumunda, diisiik olabilir. Bu nedenle, gidalarin igerdikleri RES
formunu ve miktarmi dikkate alarak, RES'in biyoyararlanimini tahmin etmek zordur.
Ayrica, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan RES konsantrasyonlari, insanlarda
alindiginda ulasilan doruk konsantrasyonlarindan 10-100 kat daha yiiksek olabilir. Bu
nedenle, RES'in hiicre kiiltlirlerindeki etkileri, insanlarda alindiginda gozlenen etkilerle
ayn1 olmayabilir. Insanlarda yapilan calismalar, RES'in metabolitlerinin etkisi altinda
kalan diger dokularin oldugunu gostermektedir. Ancak, RES metabolitlerinin biyolojik
aktiviteleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir ve baz1 dokularin RES metabolitlerini tekrar
RES'e doniistiiriip doniistiirmedigi bilinmemektedir. Bu nedenlerle, RES'in insanlar
tizerindeki etkilerini anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Ayrica, RES'in

farkli formiilasyonlarinin ve dozajlarinin etkilerini degerlendirmek de 6nemlidir.

RES'in genel olarak giivenli olduguna ve kabul edilebilir giinlik aliminin
belirlenebilecegine dair bulgular vardir. Yapilan hayvan ve insan ¢aligmalari, kisa siireli
(28 giinliik) ve uzun siireli (bir y1l) toksisite ¢aligsmalar1 ve lireme ve gelisimsel toksisite
calismalari, RES'in genellikle toksik olmadigini ve diisiik doz seviyelerinde bile giivenli
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, bazi1 ¢alismalar yiliksek doz seviyelerinde,
ozellikle 1000 mg/kg/giin ‘den daha yiiksek doz seviyelerinde toksisite belirtileri

gostermemistir.

Bir belirsizlik faktorii kullanilarak insanlar icin RES ADI (Resveratrol i¢in kabul
edilebilir giinlik alim dozu) belirlenebilir. Bu belirsizlik faktorii, insanlarda giivenlik
bilgisinin eksikligini gidermek i¢in kullanilan bir faktordiir. Bu faktdr, insanlarda

kullanilan dozlarin hayvanlarda goriilen toksisite seviyelerinden daha diisiik olmasi

18



nedeniyle genellikle 100'e esittir. Bu faktor, insanlarda RES'in giivenligi hakkinda daha
fazla bilgi edinilene kadar kullanilir[49]. Smoliga ve Blanchard, RES'in insanlarda diisiik
biyoyararlanimina sahip olmasi nedeniyle etkinligini arttirmak icin neler yapilmasi
gerektigi konusunda bir derleme yazmislardir. RES'in yaslanma siirecini yavaslatarak ve
kronik hastaliklar1 dnleyerek saglikli yasam siiresini artirabilecek 6nde gelen bir madde
oldugunu belirtmiglerdir. Ancak, insanlarda RES'in zayif biyoyararlanimi, temel bilimsel
bulgularin klinik faydaya doniistiiriilmesi konusunda ciddi bir endise kaynagidir. Bazi
olumlu sonuglar elde edildigi halde, insan klinik ¢alismalarindan elde edilen sonuglarin

bir¢ogunun, kullanilan dozaj protokollerine bagli olarak ¢eliskili oldugu bildirilmistir.

Farkli yontemler, RES'in biyoyararlanimini artirmak icin gelistirilmistir. Bu ¢oziimler
arasinda gidalarin 6giitiilerek toz haline getirilmesi, ek fitokimyasallarin ilave edilmesi,
kontrollii salim sistemleri ve nanoteknolojik formiilasyonlar yer almaktadir. Laboratuvar
calismalari, bu yaklagimlarin RES'in biyoyararlanimini ve klinik faydasini artirma
potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Ancak, insanlarda RES'in biyoyararlanimi
hakkinda sinirl veri bulunmaktadir. Bu nedenle, insanlarda RES'in biyoyararlanimini
optimize etmek i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Wenzel ve Somoza
tarafindan yapilan bir derlemede trans-RES'in metabolizmas: ve biyoyararlanimi
incelenmistir. RES'in bitkilerde ¢ogu stilben antifungal fitoaleksin gibi davrandigi,
genellikle enfeksiyon veya yaralanmaya yanit olarak sentezlendigi ve iiziim, sarap, yer
fistig1 ve yer fistig1 dirlinleri gibi besin kaynaklarinin onemli bir bileseni oldugu
belirtilmistir. Antioksidan, anti-inflamatuar, Ostrojenik, antikanser ve kemopreventif
etkileri RES'in baslica biyolojik etkileri olarak 6zetlenmistir. Bu derlemede, emilim,
metabolizma ve biyoyararlanimi ¢esitli in vitro, ex vivo ve in vivo modeller kullanilarak
ele alinmistir. Sonuglar, RES'in yaklasik %75'inin emilim ve metabolizma sonrasinda
digkr ve idrar yoluyla atildigini gostermistir. Oral biyoyararlanimin, hizli ve kapsamli
metabolizma nedeniyle neredeyse sifir oldugu rapor edilmistir. RES'in konjugatlarinin
biyolojik aktivitesinin gelecekteki arastirmalarda dikkate alinmasi gerektigi

vurgulanmistir[48].

1.11. RESVERATROLUN SAGLIK UZERINE ETKILERIi

Bugiline kadar, resveratroliin bir¢ok biyolojik dokuda etkileri arastirilmistir.
Resveratroliin antioksidan, anti trombosit, kalp koruyucu, damar gevsetici, antikanserojen

ve anti inflamatuar etkileri kanmitlanmigtir. Ancak, etki mekanizmalari tam olarak
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aydmlatilamamustir.

1.11.1. Kardiyovaskiiler Sisteme Etkileri

Resveratrol'iin kardiyovaskiiler sisteme olan etkileri ve etki mekanizmalar1 tam olarak
anlagilamamistir. Ancak, damarlarin kasilma ve gevseme yanitlar1 ilizerinde endotel
hiicrelerinin rolii ve endotelden salinan nitrik oksidin etkileri ortaya konulmustur.
Resveratrol ile yapilan ilk ¢caligsmalar iiziim kabugu ekstrelerinde gergeklestirilmistir. Bu
caligmalar, iiziim kabugundan elde edilen ekstraktin, saglikli sigan aort halkalarinda
olusturulan kasilma yanitlarinda anlamli bir gevseme etkisi olusturdugunu ancak endotel
cikarilan halkalarda etkisi olmadigini gostermistir[50]. Uziim kabugunun, kasilmalari
etkileyerek gevsetici etki gosterdigi ve nitrik oksit ve GMP yolu lizerinden GMP artigina
neden oldugu belirtilmistir. Bu etkilerin sadece aortta degil, karaciger, akciger, bobrek,
adrenal bezler, timiis, iskelet kas1 ve trake gibi diger organlarda da gdzlendigi ifade
edilmistir. Sican aortasinda yapilan benzer bir ¢alisma da, resveratroliin nitrik oksit aracili
ve aracili olmayan mekanizmalarla etkili oldugunu gostermektedir[51]. Resveratroliin
damar genisletici etkileri lizerine yapilan bir arastirmada, disi farelerin uterus arteri ve
mezenterik arterleri kullanilmistir. Bu ¢aligmada, resveratroliin etkisinin dstrojen siklusu,
nitrik  oksit ve prostanoidlerle iligkisi arastirilmistir.  Resveratrol, distlik
konsantrasyonlarda nitrik oksit mekanizmasiyla etkilesime girebilirken, yiiksek
konsantrasyonlarda bu mekanizmay1 etkilememistir. Bu durum, resveratroliin hem nitrik
oksit mekanizmasiyla hem de farkli yollarla damar genisletici etkiler saglayabilecegini
gostermektedir. Resveratroliin progesteron ve Ostrojen plazma diizeyleriyle iliskisi ise
belirlenememistir. Ayrica, obez ve normal kilolu fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada,

resveratroliin kasilmalar1 %95 oraninda azalttig1 gosterilmistir[52].

1.11.2. Antioksidan EtKileri

Resveratrol, antioksidan 6zellikleriyle 6zellikle peroksi radikal siipiiriicii etkisiyle kalp
koruyucu etkilere sahip olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Dokularda lipid peroksidasyonu
arttiginda, istemi ve reperfiizyon hasar1 ortaya cikar ve buna bagli olarak peroksi
radikaller olusmaktadir. Bir calismada, sigan kalbinde olusan istemi-reperflizyon
hasarinda, resveratroliin malondialdehit diizeyini azalttig1 gosterilmistir. Bu etkisi,
peroksi radikal siipiiriicii etkisi yiiksek bir madde olan "trolox"dan daha fazla olmustur.
Ayrica, demir ve bakir iyonlarindan kaynaklanan malondialdehit diizeyini de azalttig

goriilmiistiir[53].
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1.11.3. Anti trombosit Etkileri

Ateroskleroz ve kanserde, trombositlerde ¢esitli degisiklikler meydana gelir. Bu durumda
trombosit aktivasyonu ve pihtilasma durumu artar. Resveratrol, trombositlerde ADP'nin
rol oynadigi artiglar1 engellemektedir. Trombositler alfa graniillerinde ¢esitli pithtilagsma
faktorlerini tasirlar ve lipid peroksidasyonu trombositlerin uyarilmasina ve pihtilagsma
faktorlerinin salinmasina neden olur. Resveratrol, diisiik konsantrasyonlarda protein
salinimini inhibe ederken yliksek konsantrasyonlarda aktive olarak antagonist bir etki
gosterir. Bir tavsan calismasinda, yiliksek kolesterol ve ADP'nin uyarilmasiyla olusan

trombosit salinimini resveratroliin engelledigi gorilmiistiir[54].

1.11.4. Anjiyogenez Etkileri

Yeni kapiller damar olusumu, yara iyilesmesi ve organ hipertrofisi gibi fizyolojik
siireclerde gozlemlenmektedir. Ancak, kontrolsiiz anjiyogenez bir¢ok patolojik durumda
ortaya ¢ikarak ve diyabetik retinopati, ateroskleroz, kronik enflamasyon, timor bityiimesi
ve metastazdan sorumlu tutulmaktadir. Resveratrol, hidrojen peroksit gibi radikallerin
inhibisyonu yoluyla biiylime faktorlerinin artigini destekler ve kapiller damar olusumunu

hizlandirarak yara iyilesmesine olumlu etki saglamaktadir[55].

1.11.5. Antikanserojen Etkileri

Elde edilen veriler, resveratroliin bir¢ok dokuda ribo niikleotid rediiktaz enzim
aktivitesini inhibe ederek antikanserojen etki gosterdigini gostermektedir. Ayrica, prostat
kanseri ile ilgili kanser genlerini inhibe ederek androjenleri yeniden diizenledigi igin
prostat kanserinin dnlenmesi ve tedavisine yardimci oldugu tespit edilmistir. Hepatit
hiicrelerinde yapilan arastirmalar, resveratroliin sitokrom P450 aktivasyonunu Oonemli
Ol¢iide azaltarak, aromatik hidrokarbonlarin kanserojen aktivitesini dnleyebildigini ve

meme kanserini engelledigini gostermistir[56].

1.11.6. Anti inflamatuar Etkileri

Inflamasyon durumlarinda, nitrik oksit saliminn artti§1 bilinmektedir. Ancak, nitrik
oksit fazlasinin peroksi nitritlere doniiserek hiicrelerde toksik etki olusturdugu da
bilinmektedir. Anti trombosit, nitrik oksit sentazini inhibe ederek inflamasyon olusumunu
engeller. Aterosklerozun erken donemlerinde nitrik oksit seviyesi artarken, ilerleyen
donemlerde T lenfositleri ve makrofajlardan nitrik oksit saliniminin arttigi goriiliir.

Etanolle birlikte verilen resveratrol, bu artis1 6nleyerek inflamasyona engel olmustur[57].
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1.12. AYIRMA VE SAFLASTIRMA METODLARI

1.12.1. Ekstraksiyon Teknikleri

Bitki Orneginden istenilen bilesigin izolasyonu genellikle secici ekstraksiyon
yontemleriyle gergeklestirilir. Bu yontemle, farkli ¢oziiciilerin kullanimi, artan polarite
ve ardi ardina yapilan ekstraksiyon islemleriyle bitkiden istenilen bilesigin ayrilmasi
saglanmaktadir. Bu islemde, dncelikle petrol eteri veya hekzan gibi lipofilik karakterde
¢Oziicii kullanilarak lipofilik bilesiklerin ayrilmasi saglanmaktadir. Daha sonra artan
polaritelerde ¢oziiciilerle ardisik olarak ektraksiyon iglemleri gerceklestirilir. Bu sayede

bitki 6rneginden istenilen bilesigin secici olarak izole edilmesi saglanmaktadir.

Diger bir yontemde ise, bitki 6rnegi 6ncelikle apolar bir ¢oziicti ile islem gorerek lipofilik
bilesiklerden arindirilir. Daha sonra diisiik molekiil agirlikli alkol veya sulu ¢ozeltileriyle
birka¢ kez ekstrakte edilir. Elde edilen ekstraktlarin saflastirilmasi ve bilesiklerin
ayrilmasi i¢in preperatif kagit, TLC, kolon kromatografisi ve HPLC gibi yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemde de amag, bitki 6rneginden istenilen bilesikleri secici

olarak izole etmektir.

1.12.2. Kromatografik Analiz Yontemleri

Kromatografik analiz yontemleri, bilesiklerin karisimlarindan ayrilmasini, izole
edilmesini veya tayin edilmesini saglayan 6nemli bir tekniktir. Bu yontemlerin temel
prensibi, bilesiklerin bir hareketli faz (mobil faz) i¢inde birbirinden farkli hareketliliklere
sahip olmasina dayanmaktadir. Kromatografik analiz yontemleri, ayrim yapmak istenilen
bilesiklerin fiziksel veya kimyasal 6zelliklerine gore secilmektedir. Bazi kromatografik
yontemler, iyonik Ozellikler, polarite veya hidrofobiklik gibi kimyasal o6zellikleri
kullanarak ayirma yaparken, digerleri molekiil agirligina, boyuta veya ¢oziintirliige

dayalidir.

En vaygin olarak kullanilan kromatografik analiz yontemleri:

Gaz Kromatografisi (GC): Gaz fazinda yapilan bir kromatografi tiliriidiir. Analitlerin

ucuculuguna bagl olarak kullanilir.

Sivi Kromatografisi (LC): Sivi fazinda yapilan bir kromatografi tiiridiir. Analitlerin

¢ozilintirliiklerine ve polaritelerine bagli olarak kullanilir.

Iyon Degisim Kromatografisi (IEC): Yiiklii iyonlar1 ayirmak igin kullanilan bir
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kromatografi tiiriidiir. Ozellikle biyokimyasal ve farmasétik uygulamalarda sikga

kullanilir.

Kagit Kromatografisi: Analitlerin kagit tizerinde hareketlerine bagli olarak ayirmak igin

kullanilan basit bir kromatografi tiiriidiir.

Ince Tabaka Kromatografisi (TLC): Analitleri ince bir tabaka iizerinde hareketlerine bagl

olarak ayirmak i¢in kullanilan bir kromatografi tiiriidiir.

Yiiksek Performanshi S1vi Kromatografisi (HPLC): Analitleri yiiksek basingli s1vi fazinda
ayirmak i¢in kullanilan bir kromatografi tiiriidiir. HPLC, bircok farkli uygulama alaninda

kullanilmaktadir.

Kolon kromatografisi: Bir karigim i¢indeki bilesenleri ayrigtirmak i¢in kullanilan bir
kromatografik analiz yontemidir. Bu yontemde, hareketli faz olarak bilinen bir ¢dziicii,
bir kolon i¢inden gecirilirken sabit faz olarak bilinen bir dolgu malzemesi tlizerindeki
bilesenler ayristirilir. Kolon kromatografisinde, kolon i¢indeki dolgu malzemesi segilen
bilesenleri ayirmak ic¢in onemlidir. Genellikle silika jel, aliimina, sephadex veya

polimerik malzemeler kullanilir.

1.13. FLASH (FLAS) KROMATOGRAFi

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilmis olan flash kromatografisi yontemi son yillarda
poptileritesi giderek artan hizli ve verimli bir ayirma yontemi olarak kimya, biyokimya
ve ilag gelistirme alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Flash kromatografisi hizli
ve verimli bir kromatografi yontemi olarak siklikla kullanilmaktadir. Bu yontem, yiiksek
saflikta bilesiklerin biiylik miktarlarda hazirlanmasina olanak tanimaktadir. Flash
kromatografisinde, bir kolon i¢ine yerlestirilen ve sivi fazi igeren bir malzeme yatagi
kullanir. Ornek, yatagin iistiine uygulanir ve sivi fazin hareketiyle yataktan asagi dogru
akar. Farkli bilesenler, yatagin i¢inde farkli hizlarda hareket ederler ve boylece bilesikler
ayrilirlar. Bu yontem, daha yavas kromatografi yontemlerine gére daha hizlidir ve biiyiik
Olcekli ayrimlar i¢in uygundur. Ayrica, kolon boyutu ve yatagin malzemesi gibi
parametrelerin kontrol edilmesi, verimliligi artirabilir ve safligi artirabilir. Flash
kromatografisi, organik sentezde kullanilan bilesiklerin saflastirilmasi, bitki 6ziitleri veya
dogal iirtinler gibi kompleks karisimlardan bilesiklerin ayrilmasi i¢in de kullanilabilir.
Flash kromatografisi, yiiksek verimlilik, kolay uygulanabilirlik ve hizli islem siiresi gibi

avantajlar1 nedeniyle, kromatografi alaninda yayginlig1 giderek artan bir yontemdir.
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Adsorbent malzemenin se¢imi, flash kromatografisinde ayrilacak bilesenlerin
ozelliklerine baghdir. Silika jel, en yaygin olarak kullanilan adsorbenttir. Ayrica, alumina
ve polistiren regineler de kullanilabilir. Adsorbent malzemenin se¢imi, ayrilacak
bilesenlerin polaritesi, boyutu, yiikliligi ve diger ozelliklerine gore belirlenir. Flash
kromatografisinin bir diger énemli bileseni, kolon boyutudur. Kolon boyutu, ayrilacak
bilesenlerin sayisi, ¢oziicli akis hizi ve verim gibi faktorlere bagli olarak segilir.
Genellikle, 4-20 cm aralifinda degisen capta kolonlar kullanilmaktadir. Sekil 1.6’da
gosterildigi iizere flash karomatografi sistemlerinde farkli ebatlarda paketlenmis silika-
jel veya ters faz igerikli kartuglar kullanilabilmektedir. Flash kromatografisi sistemlerine
baktigimizda kartus, pompa iinitesi, eluent toplamak i¢in fraksiyon iinitesi, enjeksiyon
sistemi, dedektorler (UV,ELSD) gibi kisimlardan olustugu goriilmektedir. Sekil 1.6’da

flash kromatografi genel diyagrami ve kullanilan kartuslar verilmistir.

il

il
——

(a) (b)

Sekil 1.6. (a) Flash kromatografi genel diyagrami, (b) Flash kromatografi kartuslar.

1.14. KONTROLLU iLAC SALIM SiSTEMLERIi

Son yillarda biyoteknoloji, genomik ve kimya alanindaki gelismelerle birlikte, cok cesitli,
daha giiclii ve spesifik terapdtikler ortaya ¢ikmistir. Ancak, diisiik ¢oziiniirliik ve ilaglarin
birgogunun ¢ok yiiksek ve/veya zayif stabilitesi gibi sebepler nedeniyle, ilaglarin etkinligi
ve potansiyeli lizerinde bazi sorunlar gozlemlenebilmektedir. Bu nedenle, ilag salim
sistemleri, daha gilivenli ve etkili yontemlerin ve cihazlarin kullanilmasi gerekliligi ortaya
cikmigtir. Kontrollii ilag salim sistemleri, ilact polimer bazli diskler, ¢ubuklar, topaklar,
beadler, mikrokapsiiller, mikrokiireler, liposferler, mikro pargaciklar ve nanopartikiiller
gibi tasiyici sistemler araciligiyla kontrollii bir sekilde salinmasini saglar. Bu sistemler,
ilacin biyofarmasoétik, farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini optimize etmek

amaciyla en uygun rotanin belirlenmesiyle tasarlanmistir. Ayrica, ilacin kanda sabit bir
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dozaj seviyesinde kalmasini saglayarak dozaj sikligi ve yan etkilerin azaltilmasi ve
boylece hasta uyumunun artiritlmasi hedeflenir. Kontrollii salim sistemleri, ilacin
uygulama yolu ve mekanizmasina bagli olarak iki siifa ayrilmistir. Kontrollii ilag salim
sistemlerinde zayif ¢Oziiniirliige sahip, stabilitesi ve biyoyararlanimi diisiik olan
molekiiller i¢in genellikle bagvurulan yontem oral uygulamalardir. Bu yontemde, ilag
saliminin asidik mide ortam1 gibi engelleri asmasi istenmektedir. Bu amagcla, ilaclar
bozulmaya kars1 koruyabilen ve bunlar1 gastrointestinal kanal i¢inde istenilen bolgeye
ulastiran ila¢ tasiyict malzemeler kullanilmaktadir. Sekil 1.7°de tasiyict malzeme ile

istenilen bolgeye yonelik ilag salinimi verilmistir.

Lipozom
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Sitoplazma

Sekil 1.7. Tasiyic1 malzeme ile istenilen bolgeye yonelik ilag salinima.

1.15. ENKAPSULASYON

Baz1 biyoaktif bilesikler, cevresel etkilere kars1 ve proses kosullarinda, saklama ve hatta
tilketim asamalarinda diisiik stabiliteye sahip olmalar1 nedeniyle teknolojik zorluklarla
kars1 karsiya kalmaktadir. Bu bilesiklerin stabilitesini etkileyen faktorler arasinda, 151k,
genellikle pH degeri 7'den biiyiik ortamlar, yliksek sicakliklar (60-80°C), oksijen varligi,
ortamdaki enzimler ve askorbik asit, siilfitler, kopigmentler ve metal iyonlar gibi
maddelerin varli§1 yer almaktadir. Bu nedenle, bu bilesiklerin stabilitesinin artirilmasi
icin c¢alismalar yiiriitilmektedir. Bu ¢alismalar, bilesikleri yukaridaki faktorlerden
korumak igin cesitli yontemler igermektedir. Ote yandan stabilitelerinin korunmasinin

yaninda bazi biyoaktif bilesiklerin biyoyararlaniminin ¢ok diisiik olmasi da
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enkapsiilasyonu ic¢in yeterli bir sebeptir. Bilesiklerin viicutta istenilen etkiyi
gosterebilmeleri i¢in yeterli diizeyde alinmalar1 ve etkili olmalar1 gerekmektedir. Diisiik
stabilitelerinin dnlenmesi ve biyoyararliligmin arttirilabilmesi igin ¢esitli kapstilleme
teknikleri gelistirilmistir. Mikrokapsiilleme, belirli sartlar altinda, kati, siv1 veya gaz
halindeki malzemelerin, iceriklerini kontrollii bir sekilde salabilen minyatiir ve sizdirmaz
kapsiiller halinde paketlenmesi islemidir[58]. Bu kiiciik paketler olan mikrokapsiiller,
boyutlar1 mikron altindan birka¢ milimetre kadar degisebilen ve kullanilan malzemelere
ve yontemlere bagli olarak farkli sekillere sahip olabilen yapilar olarak tanimlanabilir.
Enkapsiilasyon, gida endiistrisi tarafindan 75 yili askin siiredir kullanilmaktadir. Son
yillarda fonksiyonel gidalarin 6nem kazanmasiyla birlikte, mikroenkapsiilasyon iglemi
gida sektorii i¢in daha da onemli hale gelmistir. Genel olarak, gida isleme kaplama
teknolojisi, kuru liziim, findik, sekerleme gibi tiim bilesenlerin yani sira asitlik
diizenleyicileri, kabarticilari, yapay tatlandiricilari, mineralleri, vitaminleri,
antioksidanlari, temel yaglari, aromalar1 ve biyoaktifleri gibi cok kiicik gida
bilesenlerinin kaplanmasi i¢in makro kaplama (tiim bilesenler i¢in) ve mikro kapsiilleme
(kiigtik parcaciklar i¢in) tekniklerini 1igerir. Enkapsiilasyon teknolojisi, bugiin
farmakoloji, kimya, kozmetik, gida ve boya gibi ¢esitli sektorlerde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir[59]. Geleneksel olarak, aroma maddeleri, vitaminler ve mineraller gibi
etken icerikler, gida iiriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, daha yeni olan
igerikler arasinda probiyotik mikroorganizmalar ve biyoaktif bilesikler de yer almaktadir.
Pargacik kaplama teknolojisi ise gida endiistrisi tarafindan potansiyel olarak kullanilabilir
bir yontem olarak goriilmektedir ve cesitli uygulama alanlar1 kesfedilmektedir. Bununla
birlikte, eczacilik ve tip alanlartyla kiyaslandiginda, etken igeriklerin mikrokapsiillenmesi
heniiz gida endiistrisinde daha az yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyomedikal alanda ise,
ilaglarin kontrollii salinimi saglamak i¢in matrislerin gelistirilmesi aktif bir arastirma
alanidir. Eczacilik ve tip alanlarinda elde edilen bu kapsamli bilgiler, yeni fonksiyonel

gidalarin gelistirilmesi amaciyla da kullanilabilmektedir[60].

1.15.1. Enkapsiilasyon Yontemleri

Enkapsiilasyon yontemleri arasinda bir¢ok farkli se¢genek mevcuttur ve hangi yontemin
tercih edilecegi, hedeflenen bilesiklerin 6zelliklerine, uygulama alanina ve amaglanan
kullanim sekline bagl olarak degisebilir. Piiskiirtmeli kurutma, piiskiirtmeli sogutma ve
akigkan yatakli kaplama yontemleri, sivi veya eriyik haldeki bilesenlerin kuru toz

formuna dontstiiriilmesinde siklikla kullanilirken, ekstriizyon yontemi ise hamur
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halindeki bilesenlerin sekil verilerek kapsiillestirilmesinde etkilidir. Kokristalizasyon ve
koaservasyon yoOntemleri, tercih edilen bilesikler arasinda ¢oziiniirlik farki olanlarda
uygulanabilirken, emiilsiyon olusturma yontemi yag igeren  bilesiklerin
kapstillestirilmesinde sikca tercih edilir. SFE yontemi ise sivi haldeki bilesenlerin diisiik

sicaklik ve basing altinda gaz haline doniistiiriilerek kapsiillenmesine olanak tanir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, ¢oziiclimiiziin alkol igerikli olmasi sebebiyle liyofilizasyon
yontemi kullanilmis olup iyi verimde, yiiksek kaliteli, kiigiik boyutlu, topaklanmayan,
hizla ¢o6ziinebilen ve yiiksek stabilitedeki kapsiiller elde edilmistir. Sekil 1.8’da

enkapsiilasyon yontemlerinin karakteristiklerinin temsili illiistrasyonu verilmistir.

Enkapsiilasyon Teknolojisi  Karakteristiklerinin Temsili Illistrasyonu

Spray Drying

Ptifencl
Suda gosimir
Nagiks
Koaservasion
Polifenol
Hadrekollod jel
Lipozom
Kokristalizasyon
Sekar kratalleri
Polifecal
Nanopartikiil

Sogutarak kurutma

-~ Politeaol Suda
GO
)
Matnda

Maya Enkapsiilasyonu

Sekil 1.8. Enkapsiilasyon yontemlerinin karakteristiklerinin temsili illiistrasyonu.

Dondurarak kurutma islemi, materyalin dondurulmasini, ardindan vakum altinda su
buharlastirilarak materyalin kurutulmasini igerir. Bu yontem, 1siya duyarl bilesenlerin ve

mikroorganizmalarin korunmasi i¢in idealdir, c¢linkli diisiik sicakliklarda islem
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yapildigindan, sicaklik nedeniyle bilesenlerin zarar gérmesi engellenir. Bu yontem ayrica,
kapsiillenen bilesenlerin uzun siireli depolanmasi i¢in de uygun olan diisiik nem igerigi
saglar. Ancak, yiiksek enerji ihtiyaci ve uzun islem siiresi, bu yontemin dezavantajlari
arasindadir. Elde edilen biyoaktif bilesiklerin stabilizasyonunda ve saklanmasinda
siklikla kullanilan bir yontem olan liyofilizasyon, suyun katidan gaz haline gectigi bir
kurutma islemidir. Ozellikle proteinler, enzimler, asilar, hormonlar, antikorlar gibi 1s1ya
ve nem degisimine duyarli biyolojik materyallerin saklanmasi ve islenmesinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Liyofilizasyon islemi, 6ncelikle iiriiniin dondurulmasiyla baglar. Daha
sonra diisiik basing altinda, 6zel bir buharlastirma cihazi kullanilarak su buzdan gaz haline
gecirilir ve tirlinden uzaklastirilir. Bu sekilde iiriiniin yapist bozulmadan su alinmis olur.
Liyofilizasyon isleminin avantajlar1 arasinda, iiriinlerin 6zgiin yapisinin korunmasi, uzun
raf Omrii, tasima ve depolama kolayligi, hafiflik ve ¢evre dostu olmas1 yer almaktadir.
Liyofilizasyonun uygulama alanlari1 oldukca genistir. Bunlar arasinda gida endiistrisi, ilag
endiistrisi, biyoteknoloji, tip ve veterinerlik yer almaktadir. Ozellikle ila¢ endiistrisinde,
asilar ve diger biyolojik drlinlerin stabilizasyonu ve saklanmasi icin sikca

kullanilmaktadir.

1.15.2. Enkapsiilasyonda Kullamlan Kaplama Materyalleri

Enkapsiilasyon teknolojisinde kullanilan kaplama materyalleri yardimer madde olarak
onemli bir role sahiptirler. Biyoaktif bilesigi kapsiillemek i¢in, Oncelikle kapsiilleme
matrisi olarak uygun bir kaplama malzemesi seg¢ilmesi en birinci islemdir.
Mikrokapsiilasyon siirecinde kullanilan kaplama maddeleri, malzemelerin 6zelliklerine
ve hedeflenen mikrokapsiil 6zelliklerine bagli olarak genis bir dogal veya sentetik polimer
yelpazesinden segilebilir. Kaplama malzemesinin kompozisyonu, mikrokapsiillerin
islevsel ozelliklerinin ve belirli bir igerigin performansmin gelistirilmesinde kilit rol
oynar. Ideal bir kaplama malzemesi, yiiksek konsantrasyonlarda iyi reolojik 6zelliklere
sahip olmalidir ve kapsiilleme siirecinde kolaylikla kullanilabilir olmalidir. Ayrica, aktif
malzemeyi homojen bir sekilde dagitabilmeli ve emiilsiyon haline getirebilmeli, {iretilen
emiilsiyonu dengeleyebilmeli, isleme ve depolama siiresince kapsiillenecek malzemeye
reaksiyona girmemeli, aktif igerigi i¢inde tutabilmeli ve g¢evresel kosullara (6rnegin,
oksijen, 1s1, 151k ve nem) karst maksimum koruma saglayabilmelidir. Ayrica, kaplama
malzemesi, gida sanayisi tarafindan kabul edilebilir ¢oziiniirlik oranina sahip olmal,
biyoaktif madde ile kimyasal reaksiyona girmemeli ve diigiik maliyetli olmalidir. Yaygin

olarak kullanilan kaplama materyalleri Cizelge 1.3’de verilmistir.
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Cizelge 1.3. Yaygin olarak kullanilan kaplama materyalleri.

Karbonhidrat Migasta, maltodekstrin, musir  surubu katlan,
dekstran, degigtirilmis nizasta, sakkaroz,
siklodekstrin

Gum Akasva sakizi, agar, sodyum alginat, karagenan

Lipid Mum benzeri, parafin, balmumu, tristearik asit,

diasilgliserol, monoakilglizerol, srv1 vaglar, kati

vaglar, katilasmis sivi vaglar, Lesitin

Protein Gluten, kazein, jelatin, hemoglobin, peptit

1.15.3. Kaplama Materyali Olarak Lipozom

Lipozomlar, yapay mikroskobik keseciklerdir. Bu kesecikler, bir veya daha fazla es-
fosfolipid tabakasiyla ¢evrili olan ve merkezde ve katmanlar arasinda hidrofilik bir bolme
bulunan yapilardir. Aktif madde, lipozomun i¢ hidrofilik bolgesinde veya birden fazla
fosfolipid tabakasi arasinda yer alabilir. Lipozomlar, boyutlar1 ve tabakalarma baglh
olarak dort farkli tiirde simiflandirilir[61]. Lipozomlar, kiiclik tek tabakali kesecikler
(SUV'lar), biiyiik tek tabakali kesecikler (LUV'lar), cok tabakali kesecikler (MLV'ler) ve
cok hiicreli kesecikler (MVV'ler) olarak adlandirilirlar. SUV tipi lipozomlarin boyutlari
20 ila 100 nm arasinda degisirken, diger tiplerin boyutlar1 birka¢ yiiz nanometreden
mikron boyutlarina kadar degismektedir. Bir fosfolipit katmaninn kalinlig1 4 ila 5 nm’dir

(Sharma & Sharma, 1997). Lipozomun yapis1 Sekil 1.9°da goriilmektedir.

Fosfolipid Suda

. ¢bziinen Lipozom
madde e
Hidrofilik bas — ‘ 4

Hidrofobik kuyruk

N\

Sekil 1.9. Lipozomun yapist.
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Lipozomlar ¢evresel etkilere karsi dayanikliliklar: ve suda ¢oziinen bilesenleri hidrofilik
merkezde suda ¢oziinmeyen aktif bilesenleri ise hidrofobik merkezde tutma yetenekleri
sayesinde biyolojik olarak uygun materyallerdir. Yan etkileri olmayan biyouyumlu
lipozomlar biyoaktif bilesenleri hiicre i¢ine ve hiicre bdliimlerine ulastirabilen yegane
tastyicidir. Ayrict lipozomlarin boyutlart da islemlerle kolaylikla ayarlanabilmektedir. Bu

ozellikleri nedeniyle, lipozomlar bir¢ok alanda kullanilmaktadir[61].

Calisma kapsaminda, biyolojik membranlarin temel bilesenlerinden biri ve dogal olarak
cesitli kaynaklarda bulunan lesitin kullanilmistir. Emiilsiyon {iretiminde ylizey aktif
madde olarak onemli bir rol oynamasinin yami sira kapsiilleme islemlerinde de
kullanilmastyla avantaj saglamaktadir. Lesitin kapsiillerinin olusumu diisiik 1silarda
gerceklestirilebilmekte, bu da enzimlerin kapsiillenmesinde kullanilabilmesini
saglamaktadir. Ayrica, tatlandiricilar ve aroma bilesenleri gibi diger aktif iceriklerin
kapsiillenmesinde de lesitin ve polietilen karigimi kullanilmaktadir. Lesitin ayrica
besleyici bir madde oldugundan besin takviyelerinde de kapsiillenerek
kullanilabilmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde, lesitin kaplama materyali olarak kullanimi1
avantaj saglamaktadir[62]. Sekil 1.10°de lesitinin farkli karakterde maddeleri tutma

sekilleri verilmistir.
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Sekil 1.10. Lesitinin farkl karakterde maddeleri tutma sekilleri.
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1.16. IN VITRO GASTROINTESTINAL SiSTEM

Sindirim siireci, viicudumuzun besinleri kullanilabilir hale getirmek i¢in karmasik bir
sistem olan gastrointestinal sisteminin bir pargasidir. Besinlerin viicuda alinmasindan
baslayarak agizdan aniise kadar ilerleyen bu siiregte, enzimlerin ve hormonlarin
sentezlenmesi ve salinimi, besinlerin sindirimi, emilimi ve atilimi1 gerceklesir. Sindirim
stireci, mekanik ve kimyasal olmak {izere iki agsamada gergeklesir. Mekanik sindirim,
agizda cigneme ve mide-barsak hareketleri ile gergeklesir. Besinlerin fiziksel olarak
par¢alanmas1 ve Ogiitiilmesi bu asamada meydana gelir. Kimyasal sindirim ise,
parcalanmis besinlerin tiikiirlik, mide asitleri, safra, karaciger, pankreas ve barsak
enzimleri gibi sindirim sivilariyla etkileserek, dolagima gegebilecek formda doniistimiinii
icerir. Bu asamada besinlerin molekiiler yapis1 degisir ve sindirim iiriinleri olusur.
Sindirim sistemi, farkli bolgelerde degisen pH degerlerine sahiptir. Mide sivisi, asidik bir
ortamda bulunur ve pH degeri 1.5-3.5 arasindadir. Bu asidik ortamda, besinlerin
parcalanmasi ve sindirimi gergeklesir. Barsak sivisi ise, daha bazik bir ortamda bulunur
ve pH degeri genellikle 7.5-8.5 arasindadir. Bu bazik ortamda, sindirim siirecinin son
asamalar1 tamamlanir ve besinlerin emilimi gergeklesir. Cizelge 1.4’de sindirim

sisteminin bazi bolgelerinin pH degerleri verilmistir.

Cizelge 1.4. Cizelge sindirim sisteminin bazi bolgeleri ve pH degerleri.

ANATOMIK BOLGE | GIDA KALIS SURESI pH
Adz 1 dakikava kadar
Mide 1-3 saat ~15-40
Ince Barsak 1-5 saat ~40-7.0

In vitro sindirim sistemlerinde amagc, hazirlanan kapsiillerin sindirim sistemindeki
davraniglar1 incelenerek kapsiillenmemis materyal ile karsilastirilmasinin da yapilarak
kapsiillemenin etkisinin tespitini yapmaktir. Bu amagcla; pH degerleri degisen (mide s1visi
pH 1,5 ve barsak sivis1 pH 6,8-7,4) ortamlar viicut 1sis1 (37°C) altinda hazirlanarak

sindirim sistemi taklit edilip kapsiillerin salinim 6zellikleri incelenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Materyal Temini

Arastirmada kullanilan {iziim posalarinin teminini saglama asamasinda sarap fabrikalari
ve meyve suyu fabrikalari ile iletisime gecilerek Kirklareli, Manisa, Ankara olmak {izere
3 farkl yoreden temin edilmistir. Fabrika araciligi ile atik {iriinlerin agustos ayindan
itibaren toplanmasi saglanmistir. Uziim bitkisinin hasat zamanma dikkat edilerek
toplanmistir. Calismamizda kullanilan iizim posalarinin tiirleri ve elde edildikleri

bolgeler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Deneyde kullanilan materyaller.

TEMIN EDILEN MATERYAL HAKKINDA BiLGILER
Materyal Uziim Tiirii Temin edilen bolge | Rakim (m) Temin edilme
zamani
Cabernet Karklareli, Merkez .

Sauvignon Kavakl Bld. % Ekim

Vitis Michelle Paliero Manisa, Yunusemre 180 ABustos
vinifera ! ¢ rauer Mah. g
Kalecik Karasi Ankar?\’/[[:fk uzulu 1094 Eyliil

2.1.2. Kimyasal Maddeler

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen, trans-Resveratrol (Ci4Hi203) etken madde
standart olarak kullanilmistir. Kapsiilleme asamasinda kullanilan Lesitin Alfasol
firmasindan temin edilmistir. Ekstraksiyon ve analiz iglemleri i¢in kullanilan ¢oziiciiler
hplc grade ¢oziicliler kullanilmistir.  Salinim asamalarinda tampon  ¢ozelti
hazirlanmasinda kullanilan NaH>PO4.2H>O, Na,HPO4.2H>0, NaOH ve HCI kimyasallar

Merck Millipore firmasindan temin edilmistir.

2.1.3. Kullamilan Cihazlar

Manyetik karistirict: Ekstraksiyon ve kapsiilasyon asamalarinda Biosan (Magnetic Stirrer
MSH-300) manyetik karistirici kullanilarak hazirlanmistir. Heidolph Hei-Vap Value
HL/G1 marka Rotary Evaporator: Solvent evaporasyonu basamaklarinda kullanilmistir.

HPLC analizleri Shimadzu markali LC-20AT model cihazi ile gerceklestirilmistir. Kiitle
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Olctimleri Shimadzu markali LC-MS/MS8030 Plus ile gerceklestirilmistir. Saflagtirilmig
maddenin  H-NMR ol¢limleri JEOL ECZ500R (11.75 Tesla) cihaz1 ile
gergeklestirilmistir. Hazirlanmis olan resveratrol yiiklii Lesitin mikrokiireleri ve bos
Lesitin mikrokiirelerinin elektron mikrograflari, taramali elektron mikroskobu (SEM)

kullanilarak alinmistir (Merkez Laboratuvart).

2.2. YONTEM

Uziim posasi farkl ekstraksiyon yontemleriyle ekstrakte edilmis ve en verimli metot nihai
ekstraksiyon metodu olarak belirlenmistir. Yapilan ekstraksiyon ¢alismalar1 6 baslhk
altinda toplanabilir.

- Uziim posalarmin ekstraksiyona hazir hale getirilmesi

- Uziim posas1 kurutma iglemleri

- Resveratrol miktar1 en yiiksek {iziim posasinin belirlenmesi

- Ekstraksiyon sartlariin belirlenmesi

- Farkl ektraksiyon metotlarinin uygulanmasi

- Ekstraksiyon verimlerinin karsilastirilmasi

Uziim posalarindan resveratroliin ekstraksiyonunun yapilabilmesi igin &ncesinde
materyalin ekstraksiyona hazir hale getirilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in ilk olarak atik
posalardaki diger safsizliklarin giderilmesi, ciiriik kabuklarin ayiklanmasi ve su ile toz

giderimi gibi temizleme islemlerinin yapilmasi gerekmektedir.

2.2.1. Uziim Posas1 Kurutma Islemleri

Kurutma islemleri yapilirken etken maddenin en yiiksek verimde elde edilmesi
amaglanarak en uygun kurutma yonteminin belirlenmesi amaciyla ti¢ farkli yontem
denenmistir. Etiivde 40 °C de, disarda agik ortamda ve disarda kapali ortamda kurutmadir.
Nem diizeyi %30°’dan %?2’ye diisiinceye kadar kurutma islemi yapilmistir. Kurutma
islemi sonrasinda materyalimize 110 W paslanmaz ¢elik 6giitiicti bigakli tagiabilir bir
mekanik parcalayici kullanilarak 6giitme islemi yapilmistir. Sekil 2.1°de 6giitiilmiis ve

ekstraksiyona hazir hale getirilmis iiziim posasi verilmistir.
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Sekil 2.1. Ogiitiilmiis {iziim posast.

Bu ii¢ farkli yontem ile kurutulup 6giitiilen posalar etanol ile ekstrakte edilerek resveratrol
miktar1 en yiikksek kurutma yontemine karar verilmistir. Ekstraksiyon prosediirii genel
olarak 10 gram bitki materyali ile uygun solvent (1:10) oraninda karistirildi. 3 saat
boyunca bu karistirma islemine devam edilecek sekilde tasarlanmistir. Siiziilerek filtrat
ayrildi. Siiziintii evapore edilerek geriye kalan kat1 madde 5 mL etanol ile ¢ozdiiriilerek
0,45 um’den filtrelenerek ayr1 ayri viallendi. HPLC’ de gerceklestirilen analizlerden elde
edilen sonuglar neticesinde kurutma yontemi belirlendi. Analiz sonuglarina boliim 3.2°de

yer verilmistir.

2.2.2. Resveratrol icerigi En Yiiksek Uziim Posasinin Belirlenmesi

Calismamiz kapsaminda ii¢ farkli bolgede sarap ve meyve suyu fabrikalarindan iiziim
posasi temini yapilmistir. Sarap ve meyve suyu fabrikalarinin kullanmis olduklar: tiziim
tirleri farklilik gostermesi sebebiyle atik iiziim posalarindaki resveratrol miktarlart da
degiskenlik gdstermektedir. Oncelikle etken madde miktarmin en yiiksek oldugu iiziim
posa tliriiniin belirlenmesi amaciyla ekstraksiyon islemleri yapilmistir. Sekil 2.2°de farkli

lizlim tiirleri verilmistir.

(a) (b) (c)
Sekil 2.2. (a) Kalecik karasi, (b) Cabernet sauvignon ve (c) Michelle paliero.
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Ekstraksiyon prosediirii genel olarak 10 gram bitki materyali ile uygun solvent (1:10)
oraninda karistirildi. 3 saat boyunca bu karistirma igslemine devam edildi. Siiziilerek
filtrate ayrildi. Siiziintii evapore edilerek geriye kalan kati madde 5 mL etanol ile
cOzdiiriilerek 0,45 um’den filtrelenerek ayr1 ayri viallendi. Analiz sonuglarina boliim 3.3°

de yer verilmistir. Cizelge 2.2’de gerceklestirilen ekstraksiyon c¢alismalar1 verilmistir.

Cizelge 2.2. Gergeklestirilen ekstraksiyon ¢alismalari.

. Ekstraksiyon
Uziim posasi tiirii Coziicii oram Siire
Coziicii
Cabeirnet Etanol 1/10 3 saat
Sauvignon
Kalecik Karasi Etanol 1/10 3 saat
Michelle Paliero Etanol 1/10 3 saat

2.2.3. Ekstraksiyon Denemeleri

Ekstraksiyon denemelerinde ilk olarak klasik ¢oziicii ekstraksiyonundan yararlanilarak
coziicli, sicaklik ve silire parametreleri belirlenmistir. Optimum ekstraksiyon
parametreleri belirlendikten sonra farkli ekstraksiyon metotlar1 da denenerek resveratrol
miktarlar karsilagtirilmistir. Resveratroliin ekstraksiyonu i¢in birgok farkli metot vardir.
Fakat amag, en yiiksek verimde etken madde teminini saglayabilecek en uygun metodu
belirleyebilmektir. Bu amacla ekstraksiyon kosullarini belirlemek amaciyla literatiir
verileri de goz 6niinde bulundurularak ekstraksiyon denemeleri gergeklestirilmistir. Elde
edilen sonuglar HPLC cihazinda analiz edilip degerlendirilerek en uygun ekstraksiyon

metodu belirlenmistir.
2.2.3.1. Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda bagimsiz degiskenler ¢oziicli (etanol, metanol, saf su,
MeOH-NH4OH) konsantrasyonu (%50-80-100); sicaklik (30-60-70-80 °C); ekstraksiyon
stiresi (30 dk- 1- 3 -24 saat) olarak segildi. 10 g 6giitiilmiis liziim posas1 100 ml ¢oziiciisii
ile magnetik karistiricida ekstrakte edildi. Stizme islemi gerceklestirildi ve kati posa
ayrildi. Elde edilen ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml etanol ile
¢ozdiiriildii ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalar1 yapilana

kadar -20°C’de saklanmistir. Analiz sonuglarina Boliim 3.4.1°de verilmistir. Cizelge
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2.3’de Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu yontemi ile gerceklestirilen ekstraksiyon ¢aligsmalari

verilmigtir.

Cizelge 2.3. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu yontemi ile gerceklestirilen ekstraksiyon

caligmalari.
Uziim Coziici Siire Sicaklik (°c) Yontem Oran
Posasi (V/IV) (Saat)
(Gram)
10 Etanol 3 30 Karistirma  1:5,1:10,1:1
5,1:20
10 %50 Etanol 3 30,70 Karistirma 1:10
10 %80 Etanol 3 30 Karistirma 1:10
10 %380 Etanol 30 dk 60 Karistirma 1:10
10 %95 Etanol 1 70 Karistirma 1:10
10 %100 Etanol 1 80 Karistirma 1:10
10 %8 Metanol 1 30 Karistirma 1:10
10 9100 saf su 12 30 Karistirma 1:10
10 99,5/0,5 24 30 Karistirma 1:10
(Metanol-
Amonyum
hidroksit)

2.2.3.2. Asidik Ortam Ekstraksiyonu

10 g 6giitlilmiis tiziim posast ile %1°lik hidroklorik asit igeren 100 ml saf su ¢ozeltisi (v/v)
25°C’de 3 saat boyunca karistirildi. Stizme islemi gergeklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Kati
posa 100 ml etanol ile ekstrakte edildi. Tekrar siizme islemi gerceklestirilerek kat1 posa
ayrildi. Elde edilen ekstrakt evapore edildi. Evapore sonrasi kalan kat1 ekstrakt, 10 ml

etanol ile cozdirildi ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz
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calismalarina kadar -20°C’de saklanmistir. Analiz sonuglari Cizelge 3.5’de yer

almaktadir.
2.2.3.3. Refluks Etanol Ekstraksiyonu

10 g ogiitiilmis tiziim posast 100 ml etanol ¢oziiciisii i¢erisinde 2 saat boyunca refluks
ekstraksiyonu uygulandi. Siizme islemi gergeklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Elde edilen
ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt, 10 ml etanol ile ¢ozdiirtildii ve 0,45 pm
PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz sonuglari bolim Cizelge 3.5’de yer

almaktadir.
2.2.3.4. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

Ogiitiilmiis iiziim posasindan 10 gram almip 100 ml ¢dziicii (etanol, metanol) eklenerek
ultrasonik banyoda 25 ve 60°C sicaklik 30 dakikalik zaman araliginda ekstrakte edildi.
Stizme islemi gercgeklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Elde edilen ekstrakt evapore edildi.
Evapore sonrasi kalan katr, 10 ml etanol ile ¢ozdiiriildii ve 0,45 um PTFE filtreden

stiziillip ve viallendi. Analiz sonuglar1 boliim Cizelge 3.5’de yer almaktadir.
2.2.3.5. Asit Hidrolizi

10 g 6giitiilmiis tiziim posast 100 ml etanol 20 dk 50°C’ de ekstrakte edildi. Ekstraksiyon
isleminden toplanan siipernatant kisim hidroklorik asit kullanilarak pH 1'e ayarlandi, bu
daha sonra geri akis altinda 57°C'de 8 saat 1sitilir, bu, resveratroliin herhangi bir dimer
veya trimerinin ve ayrica glikozitlerin hidrolize edilmesini saglamak i¢indir. Hidroliz etil
asetat: eter karisimindan yapilan bir ekstraksiyon solventi, bir ayirma hunisinde sivi-sivi
ekstraksiyonu yoluyla sulu hidrolize edici soliisyondan resveratrol ¢ikarmak igin
kullanildi (s1vi-sivi ekstraksiyonundan once sodyum karbonat kullanilarak pH 7'ye
ayarlandi). Stizme islemi gerceklestirildi ve kati posa ayrildi. Elde edilen ekstrakt evapore
edildi. Evapore sonrasi kalan kati, 10 ml etanol ile ¢dzdiiriildii ve 0,45 um PTFE filtreden

stiziillip ve viallendi. Analiz sonuglar1 boliim Cizelge 3.5’de yer almaktadir.
2.2.3.6. Sivi Sivi Ekstraksiyon

10 g 6giitiilmiis iziim posast 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 3 saat boyunca karistirildi.
Stizme islemi gerceklestirildi ve kat1 posa ayrildi. Sivi kisma 5ml saf su ve 35 ml hekzan
ekstrakte edildi. Ayirma hunisine alinarak hekzan fazi ayrildi. Bu islem 2 defa daha
tekrarlandi. Hekzan fazlar1 birlestirildi ve etanol, su karisimi fazi evapore edilerek son

hacmi 35 ml yapildi. Sonrasinda 25 ml etil asetat ve 25 ml saf su eklendi. Ayirma hunisine
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aliarak fazlarin ayrilmasi beklendi. Etil asetat fazi ayrildi ve kuruluga kadar evapore

edildi. 5 ml etanol ile viallendi. Analiz sonuglar1 bolim Cizelge 3.5’de yer almaktadir.

Kisaca alti farkli ekstraksiyon yontemi denenmistir. Sonrasinda karar verilen
ekstraksiyon metodu {lizerinden saflastirma islemleri yapilmistir. Bu ¢aligmada deneysel

stirecin diyagrami Sekil 2.3’de verilmistir.

~

Ogutilmiis Uziim Posasi

Y - - - —
- > E <.

S
e J ¥ i Sivi-sivi
(ke i |
( . ekstraksiyon
Asidik Ortam . :
Ekstraksiyonu J | L .
Asit Hidrolizi
i .
Refluks Etanol Ultrason!k e
Ekstraksiyonu Destekli
h L Ekstraksiyon

Sekil 2.3. Deneysel siirecin diyagrama.

2.2.4. Saflastirma Denemeleri
2.2.4.1. Hekzan Ile On Yikama

10 g ogiitiilmiis tizim posasi ile 50(x3) ml hekzan ¢oziiciisti 25°C’de 30 dakika boyunca
karistirildi. Siizme islemi gerceklestirildi ve hekzan fazi ayrildi. On yikama islemi
uygulanan kat1 posa ile 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 3 saat boyunca karistirildi.
Stizme islemi gergeklestirildi ve kati1 posa ayrildi. Elde edilen kati ekstrakt, 10 ml etanol
ile ¢ozdiiriildii ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz ¢alismalarina
kadar -20°C’de saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.5.1°de yer almaktadir. Sekil 2.4°da

sirastyla hekzan yikamalar1 verilmistir.
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(a) (b) (©)

Sekil 2.4. (a) Birinci hekzan yikama. (b) Ikinci hekzan yikama. (c) Ugiincii hekzan

yikama.

2.2.4.2. Adsorban Uygulamast

10 g ogiitilmis liziim posast ile 100 ml etanol ¢oziiciisii 25°C’de 3 saat boyunca
karistirildi. Stizme islemi gergeklestirildi ve katt posa ayrildi. Siiziintiiye 0,5 g adsorban
(aktif karbon, biogar, aliimina, florosil) eklendi ve 25°C’de 30 dakika boyunca karistirildi.
Adsorban siiziilerek ayrildi ve siiziintii ekstrakt evapore edildi. Elde edilen kat1 ekstrakt,
10 ml etanol ile ¢ozdirildii ve 0,45 um PTFE filtreden siiziildii ve viallendi. Analiz

calismalarina kadar -20°C’de saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.5.2°de verilmistir.
2.2.4.3. Silika Gel Kolon Kromatografisi

Acik cam kolon (2.5x21 cm) silica gel G60 ile dolduruldu. Ekstraksiyon sonras1 evapore
edildikten sonra kalan kat1 2 ml etanolde ¢ozdiiriildii. Kolona yiiklenmeden 6nce 4 mL
kloroform-etil asetat-formik asit ¢oziicli karisimi i¢cinde yeniden ¢oziildii ve ayni bilesime
sahip bir mobil fazla (25:10:1 kloroform, etil asetat ve formik asit) yiiriitiildi. Eliisyonlar,
her biri 15 ml'lik 25 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlar topland: ve TLC ile analiz edildi.
Sonrasinda doner buharlastirici ile vakum altinda kurutuldu. 2 ml etanol i¢inde ¢6ziildi
ve ardindan HPLC analizi i¢in saklandi. Sekil 2.5Sekil 2.5’de kolon denemelerine ait

fotograflar verilmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.5.3’de verilmistir.
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Sekil 2.5. Silika G60 kolon denemeleri.

2.2.4.4. Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi

Agik cam kolon sephadex ile dolduruldu. Ekstraksiyon sonrasi evapore edildikten sonra
kalan kat1 100l etanolde ¢ozdiiriildii. Kolona yiiklenmeden dnce 4 mL hekzan-etil asetat
¢oziicli karisimi iginde yeniden ¢oziildii ve ayni1 bilesime sahip bir mobil fazla (heksan:etil
asetat 9:1) yiirtitiildii. Eliisyonlar, her biri 1 ml'lik 10 fraksiyonda toplandi. Fraksiyonlar
toplandi ve TLC ile analiz edildi. Sonrasinda doner buharlastirict ile vakum altinda
kurutuldu. 2 ml etanol iginde ¢o6ziildii ve ardindan HPLC analizi i¢in saklandi. Sekil
2.6’da kolon demelerine ait fotograflar verilmistir. Analiz ¢aligmalarina kadar -20°C’de

saklanmigtir. Analiz sonuglar1 boliim 3.5.4°de verilmistir.
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Sekil 2.6. Sephadex LH-20 kolon denemeleri.

2.2.4.5. Flash Kromatografi

Estraksiyon basamaklarinda karar verilen nihai metot ile elde edilen trans-resveratroliin
saflastirilmast  ve zenginlestirilmesi i¢cin denemeler yapilmistir. Zenginlestirme
metodunun belirlenmesi i¢in farkli denemeler yapilmistir. Denemelerde kullanilan
kartuslar SiliaSep™ C18 12 g ve SiliaSep™ HP 12 g olmak iizere iki tanedir. Cizelge
2.4‘de yapilan denemeler verilmistir. Farkli ¢oziicii sistemleri ve akis hizlarinda gradient

sistemler uygulanmistir.

Cizelge 2.4. Flash kromatografi metot denemeleri.

A Mobil B Mobil  Kartus (12g) Akis hizi %B Siire (dk)
Fazi fazi (ml/dk) degisim
Hekzan Etil Asetat C18 & Si 10,20,30,50 %0-100 30
Su Metanol C18 & Si 10,20,30,50 %0-100 30

Bu denemeler sonucunda digerlerine gore daha iyi sonu¢ alinan metot Cizelge 2.5°de

verilmisgtir.
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Cizelge 2.5. Flash kromatogtafi metot.

FLASH KROMATOGRAFi METODU

Kolon SiliaSep™ C18 12 g
Akis Hizi 15 ml/dk

Kolon Sicakhgi Ortam Sicaklig1

Kolon Sartlama Siiresi 2,0 dakika

Flash Modu S1vi Enjeksiyon

UV dalga boyu ELSD ve 254, 265, 280, 305 nm
UV Threshold (Min.Esik) 0,05 AU

UV Hassasiyeti Diisiik

Fraksiyon Toplama Fraksiyon piklerini topla
A Mobil Faza Su

B Mobil Fazi Metanol

Metod Siiresi 30 dakika

Gradient yiiriitme metodu uygulanmistir. Fraksiyonlar toplandi ve TLC ile analiz edildi.
Sonrasinda doner buharlastirici ile vakum altinda kurutuldu. 2 ml etanol i¢inde ¢oziildi
ve ardindan HPLC analizi i¢in saklandi. Analiz calismalarina kadar -20°C’de

saklanmistir. Analiz sonuglar1 boliim 3.5.5°de verilmistir.

2.2.5. Nihai Karar Verilen Ekstraksiyon Metodu

100 g ogiitilmiis {liziim posast boyar madde giderimi amaciyla 6n yikama olmasi
acgisindan 500 ml hekzan ¢oziiciisii ile 30°C’de 1 saat karistirildi. Bu islem 2 defa daha
tekrarlandi. Ardindan siizme islemi gerceklestirildi ve posa alinarak hekzan fazi atildi. Posa
tizerine 500 ml Etanol/su (95:5) karisimi eklendi ve 24 saat boyunca 30°C’de magnetik

karistiricida ekstrakte edildi. Siizme islemi uygulanilarak posa atildi ve 2 defa daha ayni1 islem
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uygulandi. Tiim ekstraktlar birlestirildi. Birlestirilen ekstraktlara boyar madde giderimi ve
diger safsizliklarinda uzaklastirilmasi adina hekzan ile sivi- sivi ekstraksiyonu yapildi.
Cozeltinin son hacmi (500ml) kadar hekzan (500ml) eklendi. Ayirma hunisine alindi. Ayirma
hunisinde ¢alkalanip gazi alinarak fazlarin ayrilmasi i¢in bir siire beklendi. Sonrasinda hekzan
faz1 ayrilarak etanol fazi bir balonda toplandi. Ekstrakt ¢ozeltisi doner buharlastiricida son
hacmi 10 ml olacak sekilde evapore edildi. Sekil 2.7Sekil 2.7°de trans-resveratroliin
izolasyonu i¢in nihai karar verilen ekstraksiyon yontemi ve saflastirma basamaklari

verilmistir.

Ogitilmiy izém posas: I

Bu iglem 3 kere |
tekrarlandi ve
hekzan fazlars

birlestirildi.

Stvi- st
ekstraksiyonu

Sekil 2.7. Trans-resveratroliin nihai karar verilen ekstraksiyon ve saflagtirma
basamaklari.
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2.2.6. Nihai Karar Verilen Zenginlestirme Metodu

Boliim 2.2.5°de gelistirilmis ekstraksiyon metodu ile ekstrakte edilip son hacmi 10ml olan
ekstrakt alinarak silica gel G60 kolon kromatografi ile zenginlestirilmesi yapilmistir.
Sekil 2.8’de resveratroliin kolon kromatografi ile zenginlestirilmesi basamaklari

verilmigtir.
2.2.6.1. Ekstrakt Icin En Lyi Mobil Fazin Belirlenmesi Icin TLC

Ince tabaka kromatografisi ¢esitli ¢oziicii karisimlari ve oranlart  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bunun amaci resveratrolii kolon ile ayirmak i¢in kullanilabilecek en
iyi ¢Oziicli sistemini belirlemektir. Literatiire gore resveratrol i¢in baz1 TLC sistemleri
gelistirilmistir. Bu veriler icerisinden se¢imler yapilarak denemeler yapilmistir. Cizelge
2.6’da en iyi ¢Oziicii sisteminin belirlenmesi icin TLC' de gerceklestirilen ¢oziicii

karistirici/oran listesi verilmistir.

Cizelge 2.6. En iyi ¢ozlicii sisteminin belirlenmesi i¢in TLC' de gergeklestirilen ¢oziicii
karistirici/oran listesi.

Coziicii Sistemi / Karisim Coziicii Oram
1 Kloroform: Etanol 4:1
2 Kloroform: Etanol 7:2.5
3 Kloroform: Methanol 7:2
4 n-Hekzan: Etil Asetat 4:1
5 n-Hekzan: Etil Asetat: Asetonitril 7:2:1
6 n-Hekzan: Etil Asetat: Asetonitril 10:2:1
7 n-Hekzan: Etil Asetat 4:1.5
8 Kloroform: Etil asetat: Formik asit 20:9:1

Coziict sistemi belirleme denemeleri yapildiktan sonra en iyi ¢oziicii sistemi segildi ve
kolon kromatografisinde boliim 2.2.4.3’de anlatildig1 gibi yiiriitme yapildi. TLC takibi
yapilarak pozitif ¢ikan fraksiyonlar toplandi ve doner buharlastirici ile vakum altinda

kurutuldu. 2 ml etanol i¢inde ¢6ziildii ve ardindan HPLC analizi i¢in saklandi.
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Resveratrol Kolon Fraksiyonlarin Fraksiyonlarin HPLC Resveratrol
ekstresi Kromatografisi Toplanmasi Evaporasyonu  Analizi  igeren iiriin

Sekil 2.8. Resveratroliin kolon kromatografisi ile zenginlestirilmesi.

2.2.7. Homojenizasyon

Silika G-60 kolon kromatografisinde zenginlestirilmis ekstrakt homojenizasyon islemi
oncesi derin dondurucudan ¢ikarilarak ¢oziilmesi saglandi. Sonrasinda etanolde
¢oziinerek hazir hale getirildi. Farkli oranlarda kaplama maddesi ile karigtirilarak 6n
denemeler yapilmis ve optimum metod belirlenmistir. Bu baglamda elde edilen sonuglar
neticesinde, %?2’lik lesitin tozu saf su igerisinde ¢oziilerek bir gece oda sicakliginda
manyetik  karistiricida karismaya  birakildi.  Hazirlanan  lesitin - ¢ozeltisi  ve
zenginlestirilmis resveratrol karisimi (en az 100 ppm resveratrol olacak sekilde) 1:1 ve
1:2 olmak iizere iki farkli ¢ekirdek: kaplama maddesi oraninda karistirildi. Liyofilizator
islemi Oncesi 24 saat boyunca magnetik karistiricida siddetli karigtirilarak homojenize

olmalar1 saglandu.

2.2.8. Liyafilizasyon Islemi ile Enkapsiilleme

Liyofilizasyon islemi icin homojen hale getirilen etanol ve saf su igeren karisim
liyofilizatére konmadan 6nce 24 saat —20 °C’de donduruldu. Dondurulan ekstrakt -85 °C
sicaklik ve 50 millitor basing altinda liyofilizatoér cihazinda kuruyana kadar 3 giin
bekletildi. Liyofilizatérde kurutularak toz forma getirildi. Toz numuneler deneylerde ve
analizlerde kullanilmak {izere nem almayacak sekilde desikatérde ve 4°C’de saklandi.

Sekil 2.9Sekil 2.9°da enkapsiilasyon asamalar1 verilmistir.
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Liyofilizasyon
Cekirdek Kapl
(Resveratrol ekstrakt) S
(Lesitin)
Eﬂkapsiilﬂﬁ.!?!l Soliisyonu 4= Resveratrol
Mikrokapsiil

Sekil 2.9. Enkapsiilasyon agamalart.

2.2.8.1. Enkapsiilasyon Verimliligi

Lesitin ile kapsiilleme islemi sonrasinda resveratroliin kapsiil icerisine ne kadar basaril
bir sekilde hapsedildigini ve korundugunu 6lgmek amaciyla elde edilen etken madde
yiiklii kapsiillerden 50 mg alinarak magnetik karistirict da 10 dk stire ile 50 mL salim
ortaminda (etanol) bekletilmistir. Elde edilen ¢6zelti siiziilmiis ve serbest etken madde
miktar1 HPLC analizi ile Olgiilmiistiir. Sonrasinda asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplama yapilmistir.

. . ...... Baslangictaki RSV miktari—Serbest RSV Miktari
Enkapsiilasyon Verimliligi= - - x100
Baslangictaki RSV Miktari

Buradaki esitlikte belirtilen “baslangigtaki RSV miktar1” enkapsiilasyon verilerine gore
kapsiillenen toplam resveratrol miktaridir. Serbest RSV miktar1 ise, kapsiillerin
resveratrol ¢Oziiciisii icerisinde karistirildiktan sonra Olglilen c¢ozeltideki Olciilen

miktardir.

2.2.8.2. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Ile Gériintii Analizi

Taramal1 elektron mikrografi (SEM), kapsiilleme islemlerinde resveratrol yiiklii lesitin

kapstillerini karakterize etmek icin faydalanilan yontemlerdendir. Bu yontem, dar bir
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elektron 1511 uygulayarak 6rnek yiizeylerinden yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiiler elde
etmek amaciyla kullanilir. Resveratrol yiikli lesitin ve boslesitin kapsiilleri farkli
bliyiitme oranlarinda elektron mikrograflar1 alinmistir. Biiylitme oranlar1 500x, 1000x,
5000x olarak belirtilmistir. Bu biliyiitme oranlari, mikrokiirelerin daha detayh

incelenmesini saglar ve yapilari lizerindeki ayrintilar1 gozlemlemeye olanak tanir.

Leistin ile enkapsiillenen resveratrol ekstraktinin morfolojisi SEM (FEI Marka Quanta
FEG 250 Model) cihazinda 20kV artan voltajl1 yiiksek vakumda incelendi. inceleme i¢in
goriintii 500x, 1000x ve 5000x yakinlagtirma ile alindu.

2.2.9. Resveratrol Yiiklii Kapsiillerin /n Vitro Salimm Cahsmalar

Son yillarda kapsiilleme sonrasi kapsiillenen molekiiliin biyoyararlaniminin 6lgiilmesi
icin ila¢ salinim sistemleri kullanilmaktadir. [la¢ salinim sistemlerinde ¢alismalar in-vitro
ve in-vivo yapilabilir eger ki metot dogru secilirse bu iki yontemde de sonuglar birbirine
yakin ¢ikmaktadir. /n-vitro ¢alismalarla sindirim sistemi simiilasyonlar1 yapilmaktadir.
Sindirim sisteminde gorevli merkezler farkli pH degerlerine sahip yerlerdir. Bizim
calismamizda in-vitro olarak calisma gerceklestirilmistir. Yapilan deneylerde farkli
kapsiilleme materyalleri i¢in sindirim sisteminde goérevli en 6nemli yerlerden olan
bagirsak ve midenin simiilasyonlar1 yapilmistir. Midenin pH degeri, 1,5-4,0 arasinda olup
barsagin ise pH degeri 6,8-7,4 arasindadir. Literatiirde yapilmis baz1 caligmalardan yola
cikarak zenginlestirmis oldugumuz molekiiliin kapsiilleme sonrasi biyoyararlaniminin
artmis oldugunun tespiti i¢in bagirsak ve mide simiilasyonu yapilmistir. Bagirsak ve mide
simiilasyonu sonucunda ortama salinan resveratrol miktarlar1 yapilan HPLC analizleri ile

Olciilerek % salinimlar1 hesaplanmistir.

O 0

=20\ - o - 1
o HO/pH

0° . 23

X L s
4 a3 oF . '

3 [ R
PYA ¢ g
e -@ 70
£ a2 TME

ey

Mide Ortami

Barsak Ortam1

Sekil 2.10. Laboratuvarda yapilan in-vitro salinim testleri mide ve barsak ortama.

Salinim ¢alismalart sindirim sisteminde gorevli iki ortam (mide ve barsak) Sekil 2.4’de
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gosterilmis oldugu gibi modellenerek laboratuvar ortaminda gergeklestirilmistir. Mide
ortamu1 in vitro olarak pH’1 1,5 olacak sekilde hidroklorik asit (HCI) ve potasyum kloriir
(KCI) kullanilarak hazirlandi. Bir erlen igerisine 30 ml alinarak {iizerine lesitin ile
kapsiillenmis kapsiillerden 0,15 g eklendi ve 37 °C’ de ve agzi1 kapali durumda karismaya
birakildi. 30 dakika araliklarla ortamdan 2 ml ¢6zelti alinarak HPLC analizi i¢in viallendi.
Alnan her ¢ozelti kadar HCI/KCI ortam ¢ozeltisi eklendi. Bu islem 2 saat sonuna kadar
yapildi. Elde edilen tiim siipernatantlar HPLC analizi i¢in viallendi. Kontrol grubu olarak

kapstillenmemis resveratrol standardi kullanildi.

Barsak ortami i¢inse, pH 6,8 fosfat tamponu kullanilarak hazirlandi. Erlen igerisine 30 ml
aliarak 30 ml alinarak iizerine lesitin ile kapsiillenmis kapstillerden 0,15 g eklendi ve 37
°C’ de ve agz1 kapali durumda karismaya birakildi. 30 dakika araliklarla ortamdan 2 ml
¢Ozelti alinarak HPLC analizi i¢in viallendi. Alinan her ¢ozelti kadar ortam ¢ozeltisi
eklendi. Bu islem 2 saat sonuna kadar yapildi. Elde edilen tiim siipernatantlar HPLC
analizi i¢in viallendi. Kontrol grubu olarak kapsiillenmemis resveratrol standardi
kullanildi. Boylelikle kapsiillenmis ve kapsiillenmemis resveratroliin salinim sonuglari
karsilagtirilarak kapsiillemenin resveratroliin biyoyararlanimina etkisi degerlendirildi.
Lesitin kapsiil icerisinden resveratroliin salim degerleri asagida verilen esitlige gore

hesaplanmustir.
% Salmimi=——x 100
Mo

Mt= bir t anindaki salinan resveratrol miktari,
Mo= Baslangigta (t=0) anindaki salinmis resveratrol miktarini géstermektedir.
Zamana bagli olarak degisen salinim degerlerinin sonuglar1 ve bu sonuglara gore

hesaplanan % salinim sonuglar1 Béliim 3.10°da verilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, liziim posasindan ekstrakte edilip zenginlestirilen trans-resveratroliin
biyoyararliliginin da arttirilmasi amaciyla dogal ve biyouyumlu olan lesitin ile resveratrol
yiiklii kapsiillerin hazirlanmas1 hedeflenmistir. Oncelikle en uygun ve verimli
ekstraksiyon ve zenginlestirme yontemi belirlenmistir. Sonrasinda enkapsiilasyon
yontemi olarak resveratroliin ¢dziiciisliniin etanol olmasi, sicakliga dayaniminin az olmasi
vb. sebeplerden dolay1 kapsiilleme yontemi olarak liyofilizasyon yontemi secilmistir.
Yapilan literatiir taramalarina gore resveratroliin glinlik maksimum dozunun 3500 mg
oldugu ve genellikle 50-200 mg araliklarinda aliminin tercih edildigi goriilmektedir.

Calismamizda etken madde oranini en az 100mg’da sabit tutarak kapsiiller elde edilmistir.

3.1. HPLC ANALiZ METODU

Cizelge 3.1. Hplc analiz kosullar1 ve uygulanan gradient yiiriitme metodu.Cizelge 3.1°de
hplc analiz kosullar1 ve uygulanan gradient yiiriitme metodu ayrintili olarak verilmistir.

Calismalar ODS ve C18 kolonlarda gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Hplc analiz kosullar1 ve uygulanan gradient yiirlitme metodu.

HPLC Calisma Metodu
Kolon C18 Kolon (4,6¥250mm- 5,0 um)
Akis hizi 0,8 ml/dk
Kolon Sicakligi 30°C
UV detection 305 nm
A Coziiciist 0,8 ml/dk
B Coziicusu Ultra saf su (I L ultra saf suya 0,90 g
potasyum fosfat monobazik eklenir.)
Metot Siiresi 32 dakika

3.1.1. HPLC Standart Kalibrasyon Grafigi

Standart kalibrasyonu trans-resveratrol standardi (=99% (HPLC), Sigma Aldrich)
metanol ¢oziicii (%99,5, HPLC grade, ISOLAB) ile 10 ppm olarak hazirlanmistir. R2=
0,999 ve %RSD: 3,358 degerleri olarak hesaplanmistir ve spesifik dalga boyu 305+1 nm
olarak tespit edilmistir. Sekil 3.1°de resveratrol standardinin hplc kromatogrami
verilmigtir. Sekil 3.2’de ise resveratrol standarda ait olan a) uv sepktrum taramasi ve

spesifik dalga boyu b) pik safligini igeren gdrsel bulunmaktadir.
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Sekil 3.1. Resveratrol standardinin hplc kromatograma.
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Sekil 3.2. Resveratrol standarda ait a) uv spektrum taramasi ve spesifik dalga boyu b)

pik saflig1.

3.2. UZUM POSASI KURUTMA YONTEMI BELIRLEME SONUCLARI

50

Fabrika atig1 olarak farkli bolgelerden temin edilen {iziim posalarinin en verimli kurutma
yontemine, etiivde 40 °C de, disarda agik ortamda ve disarda kapali ortamda olacak
sekilde 3 farkli yontem denendi ve sonuglar1 HPLC ile analiz edilerek karar verildi.
Bulunan sonuglara gore kurutma sonrasi ilizim posalarindaki resveratrol degerleri;

disarda acgik ortamda> etiivde>disarda kapali ortamda seklinde degismektedir. Sonuglar



neticesinde {iziim posalarinin disarda kurutulmasina karar verilmistir. Sekil 3.3’de iizlim
posast ekstraktlarimin  farkli  kurutma ydntemleriyle resveratrol diizeylerinin

karsilastirilmasi verilmistir.

mg/mL Resveratrol

J .o

Disarida(agik) Disarida(kapali) Etlivde
B mg/mL Resveratrol 42,84 3,88 25,62

Sekil 3.3. Ekstraktlarin farkli kurutma yontemleriyle resveratrol diizeylerinin
karsilastirilmast.
Yukarida verilen karsilastirmadan da goriilecegi iizere en yiiksek etken madde miktari
disarida dogal yontemle kurutmada elde edilmistir. Bunun sebebi trans-resveratrol

molekiilii 151 ve 151k gibi dis etkenlerde etkilenen bir molekiil olmasidir.

3.3. RESVERATROL iCERiGi EN YUKSEK UZUM POSASININ
BELIRLENMESI

Uziim posas1 genellikle sarap ve meyve suyu fabrikalarinin atig1 olmaktadir. Saraplik ve
meyve suyu olarak kullanilan {iziimlere baktigimizda etken madde oranlar1 ¢ok fazla
degiskenlik gostermektedir. Saraplik ve meyve suyu i¢in kullanilan {iziim tiirleri de
farklidir. Meyve suyu fabrikalarinda sikmalik olarak genellikle ince kabuklu ve bol suyu
liztim tiirleri secilirken saraplik olarak kullanilacaklarda kalin ve aromali kabuk
secilmektedir. Ozellikle sarap yapimi igin iiziimler 6zenle yetistirilmekte olup toplama,
sulama ve budama zamanlar1 gibi bir¢ok parametreye dikkat edilerek etken madde
miktariin etkilenme durumunu en aza indirecek sekilde harekete edilmektedir. Yine
farkli bolgelerdeki sarap fabrikalarinin kullanmis oldugu tiirler degistigi i¢in posalardaki
resveratrol miktarlar1 da deg§ismektedir. Bu sebeple fabrika atig1 olarak farkli bolgelerden
temin edilen iizim posalarindan frans-resveratrol miktar1 en yiiksek bolgeye ait tiiriin

belirlenmesi amaciyla posalarin hepsi aynmi sartlarda etanol ile 3 saat siire ile ekstrakte
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edildi ve sonucglart HPLC ile tayin edildi. Bulunan sonuglara gore; trans-resveratrol
miktari; Cabernet Sauvignon> Kalecik Karas1> Michelle Paliero seklinde bulundu. Sekil

3.4°de farklh tiirdeki tliziim posalariin resveratrol diizeylerinin karsilastirilmasi

verilmistir.
mg/mL Resveratrol
50
Ay
Cabernet Michelle Kalecik karasi
Sauvignon Paliero
B mg/mL Resveratrol 108,3 9,975 50,775

Sekil 3.4. Farkl1 tiirdeki {izim posalarinin resveratrol diizeylerinin karsilastirilmasi.
Sonugclar neticesinde Kirklareli bolgesi sarap fabrikalarinin atig1 olan tiir olarak Cabernet

Sauvignon oldugu diisiiniilen {iziim posasinin kullanilmasina karar verildi.

3.4. EKSTRAKSIYON DENEMELERI HPLC SONUCLARI

3.4.1. Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Bolim 2.2.3.1°de anlatilan bagimsiz degiskenlerle yapilan klasik ¢oziicli ekstraksiyonu
caligmalarinda trans-resveratrol izolasyonu i¢in potansiyel ¢oziicii, sicaklik ve siire
parametrelerini  belirlemek i¢in farkli degiskenler kullanilmistir. Parametreler
degistirilerek gergeklestirilen ekstraksiyonlar sonucunda ekstrelerin HPLC’ de
resveratrol miktarlar 6l¢iilmiistiir. Elde edilen analizler sonucunda en yliksek resveratrol
miktar1 veren parametre optimum parametre olarak belirlenmistir. En yiiksek verim

etanol ¢oziiclisli kullanilarak 30°C’de ve 24 saat siirede elde edilmistir.
3.4.1.1. Coziicii Optimizasyonu

Stire 3 saat, sicaklik oda kosullarinda ¢6ziicii optimizasyonu gergeklestirilmistir. Sonuglar
HPLC cihazinda analiz edilerek degerlendirilmistir. Bu c¢oziiciilerden elde edilen

ekstrelerde yapilan HPLC 6l¢lim sonuglar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

52



Optimum ekstraksiyon i¢in ¢alisilan ¢6zgen karisimlart;
Coziict 1: Etanol : Su (50:50)

Coziict 2: Etanol: Su (80:20)

Coziict 3: Etanol: Su (95:5)

Coziicti 4: Su (%100)

Coziicii 5: Metanol: Su (95:5)

Cizelge 3.2. HPLC 6l¢lim sonuglari.

Coziicii 1 Coziicii 2 Coziicii3 Coziicii4

Resveretrol 8,5 20,1 42 Tespit
Miktari(mg/L,ppm) edilemedi

Coziicii 5

10,2

Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde en yiiksek verimin etanol ile saglandig

goriilmektedir. Resveratrol polar bir molekiil olmasina ragmen yapi itibariyle apolar

kisimda barindirmaktadir. Bu sebeple polar ¢oziicli olan suda ¢oziiniirliigli yok denecek

kadar azdir. Ote yandan metanol ile yapilan denemede de giizel sonug elde edilmistir fakat

etanoldeki resveratrol miktar1 daha yiliksek bulunmustur. Bazi literatiir verilerinde

metanolde tercih edilmistir fakat bizim ¢alismamizda biyolojik uyumlulugu daha ytiksek

olan etanole karar verilmistir.

3.4.1.2. Sicaklik Optimizasyonu

Sicaklik optimizasyonunun saglanmasi i¢in 30°C, 40°C ve 60°C degerleri calisildi. Elde

edilen ekstrelerin HPLC’de analizleri gergeklestirildi ve maksimum resveratrol degerinin

elde edildigi sicaklik belirlendi. Olgiim sonuglar1 Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. HPLC 6l¢lim sonuglari.

30°C 40°C

Resveretrol
42,840 2,880
Miktari(mg/L,ppm)

60°C

1,525

Sicaklik optimizasyonu ¢alismalarinda sicaklik ne kadar arttirilirsa etken madde

miktarinin dogru orantili olarak azaldigimi gordiik. Bunun sebebinin de daha 6ncede

belirttigimiz gibi resveratrol molekiiliiniin dig etkenlere kars1 hassas
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olmasindan kaynakli oldugu bilinmektedir.
3.4.1.3. Siire Optimizasyonu

Stire optimizasyonunun saglanmasi i¢in 30,60, 180 dakikalar ve 24 saat c¢alisildi. Bu

siirelerde yapilan ekstraksiyon sonuglart HPLC ile analiz edildi. Sonuglar Cizelge 3.4’de

verilmigtir.
Cizelge 3.4. HPLC 0l¢lim sonuglari.
30 dk 60 dk 180 dk 24 saat
Resveretrol
6,095 16,515 25,620 32,095
Miktari(mg/L,ppm)

Optimum ekstraksiyon ¢oziiciislinii, sicakligini ve siiresini belirlemek amaciyla yapilan
klasik ¢oziicii ekstraksiyon denemeler sonucunda, ¢oziicii 4(%100 Su) kombinasyonu en
diisiik degeri verirken, ¢oziicli 3 Etanol: Su (95:5) en yiiksek degeri vermistir. Coziicii 1
(Etanol: Su (50:50)),2 (Etanol: Su (80:20)) ve 3 (Etanol: Su (95:5)) kombinasyonlarina
baktigimizda ligiiniin de aynidir. Fakat burada etkili olan sey etanoliin konsantrasyonudur.
HPLC 6l¢giim sonuglarina gore su miktari arttirilip etanol miktarinin azaltilmasiyla ¢oziicii
konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde ¢oziicii 1 (Etanol: Su (50:50)) <¢oziicii 2 (Etanol:
Su (80:20)) <¢oziicii 3 seklinde bir sonug elde edilmistir. Coziicii 3 (Etanol: Su (95:5), 4
(%100 Su) ve 5 (Metanol: Su (95:5)) kombinasyonlarina baktigimizda ise ¢dziiciiniin
degistirilmesinin resveratrol miktarini da etkiledigi en yiiksek degerin polarite indeksi 5,2
olan etanol ¢oziiciisii ile elde edildigi tespit edildi. Buna gore optimum ekstraksiyon

¢Oziiciisii etanol olarak belirlendi.

Optimum siireyi ve sicaklig1 belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalarda da elde edilen HPLC
analiz sonuglar1 degerlendirilerek en yiiksek resveratrol miktarinin 24 saatlik stirede oda

sicaklig1 30°C’ de elde edildigi goriildii.

Klasik ektraksiyon yontemi ile ¢dziicii, sicaklik ve siire parametreleri belirlendikten sonra

denenen ekstraksiyon yontemlerinin sonuglari agagidaki Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu yontemi ile gerceklestirilen ekstraksiyon
calismalarinin sonuglari.

Deney Kodu Ekstraksiyon Yontemi Resveratrol Miktar1 (mg/L, ppm)

E-3 Asidik Ortam <1,0
E-2 Refluks <1,0
E-10 Ultrasonik banyo <1,0
M-1 Asid Hidrolizi <1,0
E-12 S1vi- S1vi 3,5
B-1 Etanol, 30°C, 24h 23,5

Yapilan ekstraksiyon c¢aligmalarinda resveratrol miktarlar1 incelenmigtir. Refluks, asid
hidrolizi, ultrasonik banyo, asidik ortam ve sivi- sivi ekstraksiyonu ile yapilan
calismalarda trans- resveratrol diizeylerinin ¢ok cok diisiik bazilarinda tespit bile
edilememis oldugu ayni zamanda ¢ok fazla safsizlifin ve elde edilen HPLC
kromatogramlarinda sekil anomaliliklerinin oldugu goézlenmistir. Trans- resveratrol
diizeylerinin diisiik olmasinin sebebi, trans- resveratrol molekiiliiniin 1s1, 151k, sicaklik vb.
kaynaklara maruziyetine kars1 duyarli olmasi sebebiyle molekiilde bozulmalar veya cis
formuna doniisiimler s6z konusu olmaktadir. Dogada her sey kararliliga gitme
egilimindedir. Genel yap1 itibariyle trans-resveratrol kararl bir molekiildiir. Ancak 151k,
151, oksijen ve nem gibi dis etkenler trans-resveratroliin cis formuna doniisiimii i¢in
uyarict etki gosterebilmektedir. Bu sebeple ekstraksiyon metodu olarak refluks ve
ultrasonik banyo ekstraksiyonlari cis formuna doniisiimiine sebep olmus olabilmektedir.
Buda totaldeki trans-resveratrol diizeyinin diigmesine ortamda cis-resveratrol olusumuna
da sebep olmustur. HPLC kromatogramlarinda trans-resveratrol ve cis-resveratrol
alikonma zamanlari farklidir. Bu sebeple trans-resveratrol diizeyinin diisiik ¢ikmasi olasi
olabilmektedir. Diger ekstraksiyon metotlar1 olan asidik ortam, asid hidrolizi ve sivi-sivi
ekstraksiyon metotlarinda da trans-resveratrol diizeyleri diisiik bulunmus olup iiziim

posasindan trans-resveratroliin ekstraksiyonu i¢in uygun bulunmamuistir.

Trans-resveratrol miktari en yiiksek ekstraksiyon metodunun klasik ¢oziicli ekstraksiyonu

olan etanol ile 30°C’de 24 saat boyunca yapilan yontemin oldugu bulunmustur. Etanoliin
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¢oziicii olarak kullanildig1 klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda 1 g posadan elde edilen
maksimum resveratrol miktar1 30°C’de ve 24 saat ekstraksiyon sonucunda 1,0575 mg’dir.
Elde edilen bu optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilan {iziim posasisin (B-1) HPLC
kromatogrami Sekil 3.5’de UV spektrumu ve pik saflig1 Sekil 3.6’da verilmistir.

Elde edilen kromatogram incelendiginde pik saflik degeri ne kadar iyi bir deger olsa da
kromatogramda ¢ok fazla safsizhik goriinmektedir. Ozellikle {iziim posasi icerigindeki
boyarmaddelerin girisiminin oldugu boyarmadde gideriminde su an i¢in bu metodun etkili

olmadig1 goriilmektedir. Bu sebeple saflagtirma islemleri yapilmistir.

uV(x100,000)

\
1.5
1.0

0.51

0.0
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Sekil 3.5. Etanol ekstraksiyonu (siyah) ve standart hplc kromatogrami (pembe).

mALl
19347 17.00
1004

90;
8& a
70]
604

504

305

40
30
20

104

69
484
582
B57
728
766

—‘107:
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200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 3.6. Etanol ekstraksiyonun a) UV spektrumu b) pik saflig1.
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3.5. SAFLASTIRMA DENEME SONUCLARI

3.5.1. Hekzan ile On Yikama

Ekstraksiyon metoduna ©n yikama olarak hekzan kullaniminin safsizliklarin
giderilmesinde, Ozellikle apolar karakterde olan boyar maddelerin ortamdan
uzaklagtirllmasinda etkili oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple, ortamdaki apolar
karakterde bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢cin hem de apolar bir ¢oziicli oldugu
icin resveratrolle etkilesim gostermemesinden dolay1r hekzan tercih edilmistir. Sekil
3.7°de hekzan yikamasi yapilmis ve yapilmamis kromatogramlarin karsilastirilmasi

verilmigtir. Sekil 3.8’da ise UV Spektrumu verilmistir.

uVix100,000)

1.00H

0.75

0.50H

0.25

A '“w“ﬂkw n

Lot

J .

0.00 ) G | W . . . _
0.0 50 10.0 15.0 200 250 min

Sekil 3.7. Hekzan yikamasi yapilmamais (siyah) hekzan yikamasi yapilmis deneme

kromatogrami (pembe).

mAU
19.34r1.00

—— 7T T T T T[T
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 3.8. Hekzan yikmasi yapilmis deneme ekstraksiyonun a) uv spektrumu b) pik
saflig1.
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3.5.2. Adsorban Uygulama

Optimize etmis oldugumuz ekstraksiyon yontemimizde hala istenmeyecek diizeyde
safsizlik bulunmaktadir. Bu safsizliklarin giderilmesinin bir diger yolu da adsorban
denemeleri oldugu i¢in farkli karakterde adsorbanlar denenerek safsizlik giderimleri
Olciilmiistiir. Bu baglamda biogar, aliimina ve florosil denenmistir. Sekil 3.9°de deneme
sonuclarinin  HPLC  kromatogramlarinin  karsilastirilmas: ~ verilmistir.  Sonuglar
degerlendirildiginde, adsorban kullaniminin diger safsizliklar1 giderdigi fakat bir miktar
trans-resveratrolii de tuttugu tespit edilmistir. Bu sebeple adsorban denemeleri gelistirilen

ekstraksiyon metodumuza katilmamaistir.

uV(x100,000)

1.25
1.001
0.751
0.50
0.25

O.OO—J

25 5.0 75 10.0 12.5 min

Sekil 3.9. Etanol ekstraksiyonu (siyah), florosil (pembe),aliimina (kirmizi), biogar
(mavi) hplc kromatograma.

3.5.3. Silika Gel Kolon Kromatografisi

Silika dolgu maddesinin polar karakterde olmasi ve diger dolgu maddelerine gore daha
maliyet agisindan daha uygun olmas: tercih edilme sebebi olmustur. Silika G-60 kolon
uygulamasinda toplanan eliientler ve resveratrol varhigi asagidaki Cizelge 3.6°de

verilmistir.
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Cizelge 3.6. Silika G-60 kolon uygulamasinda toplanan eliientler ve resveratrol varligi.

Eliient
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
numarasi

Trans-
resveratrol - - - - - - - - - - - - - . % 4

varhgi

Eliient
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
numarasi

Trans-
resveratrol - - - - - - - - - - - - oo

varhgi

Toplanan fraksiyonlarin HPLC analizi sonuglarinda eliient numaralari 15 ve 16 nin trans-
resveratrol miktarlar1 (mg/L,ppm) sirastyla 6,6 ve 3,63 bulunmustur. En yiiksek degerin
15. Eliientte oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.10’de 15. Eliiente ait HPLC kromatogrami
ve Sekil 3.11°da pik safli§i verilmistir. Kromatogram incelendiginde safsizliklarin
bircogunun giderildigi goriilmektedir. Ozellikle boyarmaddelerin bircogunun kolon
tarafindan tutuldugu tespit edilmistir. Burada en dnemli etken mobil faz se¢imidir. Silika
kolonda trans-resveratrol saflagtirilmas: i¢in en uygun mobil faz kombinasyonu

kloroform, etil asetat ve formik asit olarak belirlenmistir.

uV(x10,000)
5.0 ”

40 |
3.0
2.04

1.0

0.0

00 50 100 150 200 250  min
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Sekil 3.10. 15. Eliient (mavi) ve resveratrol standardina(pembe) ait HPLC

kromatogrami.
L at
T Y]
= i =
a SR
u i J
o = T T = ;
7
] b
2.5
=] L] o
] = 8 g B
T T v T T T T
200 00 4 500 & 70

Sekil 3.11. 15. Eliient a) uv spektrumu b) pik saflig1.
3.5.4. Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi

Sephadex LH-20 kolon uygulamasinda toplanan eliientler ve resveratrol varligi asagidaki

Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Sephadex LH-20 kolon uygulamasinda toplanan eliientler ve resveratrol
varlig1.

Eliient numarasi 1 2 3 4 5

Trans-resveratrol varhg: - - - + -

Toplanan fraksiyonlarin HPLC kromatogramlar1 incelendiginde 4 numarali eliientte
trans-resveratrol varligi tespit edilmistir. Sekil 3.12°da 4 numarali eliiente ait
kromatogram ve Sekil 3.13°de pik saflig1 verilmistir. Kromatogramdan da anlasilacagi
tizere sephadex kolon uygulamasi safsizliklarin giderilmesinde ¢ok etkili olmustur. Boyar
maddelerin neredeyse tamamini tutmus trans-resveratroliin saf bir sekilde elde edilmesini

saglamistir. Fakat sephadex kolon maliyetli olmasi agisindan tercih edilmemistir.
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uV(x10,000)

3.0

2.01

1.01

0.0

00 50 100 150 200 250  min

Sekil 3.12. 4 numaral1 eliient (mavi) ve resveratrol standardina (siyah) ait kromatogram.

LI

200 300 400 500 200 T00 m

Sekil 3.13. 4 numarali eliiente ait pik saflig1.

3.5.5. Flash Kromatografi Sonuclari

Flash kromatografi denemelerinde farkli ¢oziicli sistemleri ile farkli 2 farkli kartus
denenerek ¢alismalar gerceklestirilmistir. Optimize edilen ekstraksiyon metodumuzdan
elde edilen ekstrakt etanolde ¢oziinerek ve hidrofilik membran filtreden gecirildikten
sonra cihaza enjeksiyonu yapilmistir. Elde edilen veriler neticesinde SiliaSep™ HP 12 g
kullanilarak yapilan ve hekzan/etil asetat ¢oziicii sistemli yapilan denemelerde az
miktarda olsa bir saflagsma goriilmiis fakat boyar madde ve safsizliklarin giderilemedigi
goriilmiistiir. Diger bir metot olan SiliaSep™ C18 12 g kartus ile su/metanol ¢oziicii
sistemi kullanilarak yapilan denemede sonuglar daha iyi bulunmustur. Ik denenen
metotlarda herhangi bir ayrim olmadigi resveratroliin safsizliklarla birlikte geldigi tespit

edilmis ve bu sebeple flash kromatografi denemelerinin SiliaSep™ C18 12 g kartus ile
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su/metanol ¢oziicii sistemi kullanilarak yapilmasina karar verilmistir. Sekil 3.14’de flash

kromatografi datasinda goriildiigli gibi 5 adet fraksiyon toplanmustir.

¥ solvent % [ ELsD Bl vvi B uvz2 [ v B uva Bl UV Scan
1758 . 050
AR
1405 > 0.40
AR

o 1052 030
£ z
4 3
o gog 020

146 0.10
=i 0.00
[ ]
0 1 2 3 4 5 6 7
Time (min)
Sekil 3.14. Flash kromatografi datasi.
Maximum of all scans g
015+
‘5‘ e 354 E
1 -
g e
=] k7
2005+ :);
304
[:|_
q
2 4 f ‘ T T T y oA
- . 0.0 20 40 6.0 73
Time (min) Time (min)

Sekil 3.15. Genel tarama spektrumu.

Toplanan fraksiyonlar HPLC’de analiz edilerek resveratrol miktarlar: degerlendirilmistir.

Cizelge 3.8 de toplanan eliientler ve resveratrol varligi verilmistir.

Cizelge 3.8. Flash kromatografi uygulamasinda toplanan eliientler ve resveratrol varlig.

Fraksiyon numarasi 1 2 3 4 5

Trans-resveratrol varhgi - - - + -
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4 numaral fraksiyonda resveratrol varligi tespit edilmistir. 4 numarali fraksiyona ait hplc
kromatogrami Sekil 3.16°da Sekil 3.17°de ise 4 numarali fraksiyonun a) UV spektrum b)
pik saflig1 verilmistir.

uV(x100,000)

2.01 |

1.5 \

1.01

0.51
25 5.0 7.5 10.0 12.5 min
Sekil 3.16. 4 numaral fraksiyon (siyah) ve resveratrol standardina ait HPLC
kromatogrami.
mAL
1929/1.00
] a »
40
3040 N e Y I " g =
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Sekil 3.17. 4 numaral fraksiyonun a) UV spektrum b) pik safligi.

Flash kromatografi ile edilen veriler sonucunda safsizliklarin bir miktar
uzaklastirilmasinda etkili oldugu fakat gelistirilmesi gerektigi tespitine varilmistir.
Standart ile ayni alikonma zamaninda gelen pikler incelenerek UV spektrumu ve pik
saflig1 Ol¢iilmistiir. Sekil 3.17°de de gorildiigii gibi pik saflifi istenilen diizeyde

cikmamugstir. Pik saflig1 degerinin 0,99-1,00 araliginda olmas istenir fakat bizim elde
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ettigimiz fraksiyonumuzun pik safligi degeri 0,89 olarak Ol¢iilmiistiir. Buda bize
safsizligin oldugunu ve ortamda girisim olusturdugunu gostermektedir. Bu sebeple
zenginlestirme basamagimizda flash kromatografinin kullanilmasinin uygun olmadigi

bulunmustur.

3.6. TLC UYGULAMASI

Ik olarak ¢alismanin duyarhiligini 6lgmek amaciyla, 5, 10, 20, 50,100 ppm resveratrol
standartlar1 etanol ¢oziiciisli icerinde hazirlanarak silikagel G kapl aliiminyum plaka
tizerine 10 pl’lik hacimlerle uygulanmistir. 5 farkli konsantrasyonda resveratrol UV
Lamba altinda ¢iplak gozle gozlenebildi. Sekil 3.18” de standartlara ait TLC plakasi
verilmigtir. Literatiir verileri incelenerek TLC yontemlerinden bu ¢alismamiz igin en
uygun olaninin belirlenmesi amaciyla Cizelge 2.6’da verilen metotlar denenmistir.
Denenen yontemler sonucunda 25:10:1 kloroform, etil asetat ve formik asit metoduna
karar verilmistir. Silika-60 kolon kromatografisinde zenginlestirme islemi yapilirken
resveratrol igerigi bilinen fraksiyonun toplanmasi TLC takibi yapilarak yapilmistir.
Fraksiyonlar aliiminyum plakaya enjekte edilerek 10-15 dakika boyunca 25:10:1
kloroform, etil asetat ve formik asit mobil fazinda TLC tanki icerisinde yiiriitiildii. Tank
icerisinde ¢ikarildiktan sonra ¢oziiciiniin iyice ugmasi beklendi ve UV lamba altinda
sonuglar gozlemlendi. Sekil 3’18 de TLC islemi sonucunda elde edilen sonuglar
verilmistir. Sonuglar degerlendirilirken resveratrol standardi ile karsilastirma yapilarak

degerlendirilmistir.

Sekil 3.18. (a) Standartlara ait TLC sonuglar1 ve (b) silika kolon fraksiyonlari.
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3.7. LC-MS/MS KUTLE TAYINI SONUCLARI

Kiitle analizleri Thermo TSQ Quantis LC-MS/MS cihazinda kalitatif analiz yapilarak
gergeklestirilmistir. Calismada elde edilen ve flash kromatografi ile saflastirilan Trans-
resveratrol oldugu diisiiniilen ekstrakt analiz edilmistir. Trans-resveratrol bilesiginin
molekiil formiilii C14H1203 ve molekiil agirligi 228,25 g/mol’diir. Resveratrol bilesiginin
precursor molekiiler iyonu m/z=228.250 19V collesion enerjisiyle ikinci quadropolden
gonderildiginde parcalanma gazi yardimiyla kiitle/yiik (m/z) oranlarinda ayristirilarak
kiitlesel olarak 185.250, 143.167 ve 114.667.0 karakteristik parcalanma iyonlarina
doniistiigli izlenmistir. Pargalanma {iriinlerine ait molekiiler iyonlar Sekil 3.19°de
verilmigtir. Sekil 3.20’de LC-MS/MS datalar1 verilmistir. Cizelge 3.9°de Trans-

resveratrol molekiiliine ait pozitif ve negatif iyon degerleri verilmistir.

Cizelge 3.9. Trans-resveratrol molekiiliine ait pozitif ve negatif iyon degerleri.

Pozitif fyon Degerleri Negatif Iyon Degerleri
196,541 195,541
215 226,4
228 278,229
255
— Oy — O
o O N miz 185 on miz 143 N

OH
OH

m/z 227

- o) oK)\

m/z 119 m/z 117

Sekil 3.19. Resveratrol ve parcalanma iirlinlerine ait molekiiler iyonlar.
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Sekil 3.20. LC-MS/MS datalari.
3.8. H-NMR SONUCLARI

'"H-NMR analizleri JEOL ECZ500R (11.75 Tesla) marka NMR cihaz1 ile
gerceklestirilmistir. Calismamizdan elde edilen Trans-resveratrol oldugu diisiiniilen
ekstraktin '"H-NMR spektrumlar1 metanol-de (CD30OD—de) igerisinde hazirlanarak
bilesiklerin farkli kimyasal ¢evreye sahip protonlarinin kimyasal kayma degerleri tespit
edilmistir. izole edilen bilesigin '"H-NMR spektrumlarinda, ¢dziicii olarak kullanilan
CDs0D—d®’ ya ait spesifik metil pikleri 3.35 ppm ve degerinde gdzlenmistir. Aromatik
benzen halkasina ait multiplet piklerin kimyasal kayma degeri 6.11-6.98 ppm araliginda,
alifatik =C—H pikine ait dubletin kimyasal kayma degeri 7.36—7.40 ppm ve aromatik
benzen halkasina ait diger fenolik O—H protonuna ait pik ise 9.24 ppm kimyasal kayma
degerinde gozlenmistir. Bu piklere ait integrasyon oranlar1 da sonuglari dogrulamaktadir.
Sekil 3.21°de Izole edilen resveratroliin 'H-NMR kimyasal kayma (5) degerleri (ppm)

verilmistir.

66



Pinarkaragul-1 2 e 2oy
ingl I o ] o —ag
single_pulse i St 77
11
10
09
|
) 0.8
-0.7
06
r0.5
r04
+0.3
ro.2
| FO.1
| |
L FWL Y
| | WY ] (N A L N _lao
T AL S A L N
@ m = w
s HZEREZ & 5 & ® & F0.1
T — T T T T
17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 [ 5 4 2 1 0 1 2 3 -4 5 -6 7
f1{ppm}

Sekil 3.21. Izole edilen resveratroliin 'H-NMR kimyasal kayma (5) degerleri (ppm).
"H NMR (500 MHz,) § 7.37 — 7.27 (m, 1H), 7.17 — 7.04 (m, 1H), 6.96 — 6.88 (m, 1H),
6.78 — 6.68 (m, 1H), 6.45 — 6.34 (m, 1H), 6.13 — 6.04 (m, 1H), 5.04 —4.92 (m, 1H).

3.9. ENKAPSULASYON SONRASI KARAKTERIZASYON CALISMALARI

3.9.1. Enkapsiilasyon % Verimi

Resveratrol terapotik etkiler gostermesine ragmen sudaki ¢oziiniirliigli ¢ok diisiik olmasi
sebebiyle biyouyumlulugu da c¢ok diisiiktiir. Bu sebeple klinik uygulamalarda
kullanilabilirligi sinirlidir. Tez ¢alismamiz kapsaminda lesitin ile kapsiilleme sonucunda
sudaki ¢Oziiniirliigiiniin, kimyasal kararliliginin, biyoyararlaniminin arttirilmasi ve 1s1,
151k gibi dis etkenler karsi dayanikliliginin arttirllmasi amacglanmistir. Enkapsiilasyon
verimi icin, kapsiil ylizeyindeki resveratrol miktarinin belirlenmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Enkapsiilasyon yiizeyindeki resveratrol miktarinin az olmasi
enkapsiilasyon prosesinin daha basaril1 ve etkin oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmada

calisilan 2 farkli kaplama maddesi orani kapsiil yiizeyindeki resveratrol miktarini
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etkilemistir. 1/1 ve 1/2 kaplama maddesi oranlarinda yapilan calismada enkapsiilasyon

verimleri karsilagtirilmigtir.

Resveratrol yiiklemesi yapilan kapsiillerin enkapsiilasyon verim hesab1 Boliim 2.2.8.1°de

verilen esitlik kullanilarak yapilmistir.
1/1 ¢ekirdek: kaplama maddesi oran1 enkapsiilasyon verimliligi= %65
1/2 ¢ekirdek: kaplama maddesi oran1 enkapsiilasyon verimliligi= %80

Hesaplamalar sonucunda enkapsiilasyon verimi %80 olarak bulunan 1/2 ¢ekirdek:
kaplama maddesi oraninin en yiiksek verimde bulunmustur. Elde etmis oldugumuz bu
sonucu literatiir verileri de dogrulamaktadir. Cilek vd. (2012)’nin yapmis olduklar
caligmasinda ¢ekirdek: kaplama maddesi oraninin arttirildik¢a enkapsiilasyon etkinliginin

de arttigin1 belirtmislerdir.

3.9.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi Sonuc¢lari

SEM goriintiileri 20 kV vakum altinda Quanta FEG 250 taramal1 elektron mikroskobu
kullanilarak yapildi. Gorilintiileme kaplama materyali olan lesitin ve etken madde ytiklii
lesitin i¢in ayr1 ayr1 yapilmigtir. Leistin ile liyafilizatorde kapsiillenen mikrokapsiillerin
dis ylizey yapilarina bakildiginda kaplama maddesinin kompozisyonundan etkilendikleri
goriilmektedir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde lesitinin SEM goériintiisiine
baktigimizda hidrofor gruplarin birbirini ittigini, trans-resveratrol yikli lesitin
kapsiillerinde ise polar kisimlarin etkisiyle gruplarin bir araya geldigini goriiyoruz. Ayni
zamanda kapsiillerin piiriizlii oldugu da goriilmiistiir. Elde edilen goriintiiler asagida
verilmistir. Sekil 3.22°de 30 um, Sekil 3.23’da 100 pm ve Sekil 3.24’de de 300 um SEM

goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.22. (a) Lesitin ve (b) Lesitin + Resveratrol 30 um goriintiisii.
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Sekil 3.24. (a) Lesitin ve (b) Lesitin + Resveratrol 300 um goriintiisii.

3.10. RESVERATROL YUKLU KAPSULLERIN JiN VITRO SALINIM
CALISMALARI

Resveratroliin oral yollarda alimi olduk¢a yaygin olmakla birlikte sudaki ¢oziiniirligii cok
diisiiktiir. Buda kullanimini sinirlandirmaktadir. Resveratroliin sudaki ¢oziiniirliigiiniin
gelistirilmesi amaciyla lesitin ile kapsiillenmesi saglanmistir. Elde edilen lesitin-
resveratrol kapsiillerinin sindirim sistemi boyunca salinimini belirlemek icin in vitro
sindirim ortami olusturuldu. Liyafilizatorde kurutulmus kapsiillerden 30ml ¢ozelti
hacminde viicut sicakliginda (37°C) mide ve barsak pH degeri araliklarinda resveratrol
salimi incelenmistir. Bu amagla, ¢ozelti ortamlarina 0,1500g lesitin- resveratrol kapsiil
eklenerek belirli araliklarla(t=30,60,90,120dk) numuneler alindi. Alinan Orneklerin

HPLC ile analizleri gergeklestirildi ve resveratrol miktar tayin edildi.

Elde edilen verilerle % ilag salinim miktarlar1 Bolim 2.2.9’da verilen esitlige gore

hesaplanarak asagida grafige gecirilmistir.
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Barsak Ortami % Salinim Degerleri
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Sekil 3.25. Lesitin yiiklii kapsiillerin (turuncu) ve resveratrol standardinin(mavi) barsak
ortamindaki %salinim degerleri.

Sekil 3.25’de goriildiigii gibi lesitin ile kapsiillenen resveratrol molekiillerinin ilk 90 dk

sabit bir artisla %20’lerde olan salimimi, 120. Dakikada ise %80’lere ulagmaktadir.

Kapsiillenmemis resveratrol ise ortamda ¢oziinmeden kalmistir. Buradan cikarilan

sonucla kapsiillenen resveratroliin ¢oziiniirliigiiniin barsak ortaminda arttig1 sdylenebilir.

Ayni islemler mide simiilasyonu i¢inde yapilmistir. Elde edilen verilerle % ilag salinim

miktarlar1 Boliim 2.2.9°da verilen esitlige gore hesaplanarak asagida grafige gecirilmistir.

Mide Ortami % Salinim Degerleri

30

25
€ 20
<
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wv
x 10

5

0 30 60 90 120
Zaman (dk)

== Resveratrol === Resveratrol + Lesitin

Sekil 3.26. Lesitin yiiklii kapsiillerin (turuncu) ve resveratrol standardinin(mavi) barsak
ortamindaki %salinim degerleri.

Sekil 3.26’de goriildiigi gibi lesitin ile kapsiillenen resveratrol molekiillerinin ilk 5 dk

sabit bir artisla %5’lerde olan salinimi, 5. Dakikadan sonra ¢ok az artarak %25’lere

ulasmig ve sabit kalmistir. Kapsiillenmemis resveratrol ise ortamda c¢oziinmeden

kalmistir. Buradan c¢ikarilan sonucgla kapsiillenen resveratroliin ¢oziiniirliigiiniin
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kapsiillenmemis resveratrole gore daha iyi oldugu fakat yine de istenilen diizeyde
olmadig1 goriilmektedir. Tim bu sonuglar neticesinde kapsiillenen resveratroliin
¢Oziinlirliigliniin barsak ortaminda c¢ok iyi oldugu fakat mide ortaminda daha diisiik
oldugu gorilmiistiir. Buda molekiiliin mide ortaminda kararli oldugu barsak ortamina
gelindiginde tamamen saliniminin gergekleserek barsaktan emiliminin gergeklesebilecegi

sonucunu gostermektedir.
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4. SONUC

Bu arastirma ile sanayi atig1 olarak atiga veya hayvan yemine gonderilen, yeterince
degerlendirilmeyen ve igeriginde bir¢ok faydali bilesen barindiran {iziim posasinin
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu degerlendirme icerdigi resveratrol ile potansiyel
saglik faydalari artirma potansiyeline sahip olan bir iirlinden faydalanilmasi ve ayni
zamanda atik yonetiminin yapilmasi acisindan 6nemli bir adimdir. Revseratroliin saglik
tizerinde olan etkileri ge¢misten giliniimiize bilinmektedir ancak gidalar ile dogrudan
aliminda giigliikkler vardir ve resveratrol molekiilii depolamaya olduk¢a hassas bir
bilesiktir. Resveratroliin saglik iizerinde birgok yararli etkisi bulunmaktadir. Bunlar
arasinda kardivaskiiler sisteme etkileri, antioksidan, antirombosit, anjiogenezi
antikanserojen ve antiinflamatuar etkileri en basta gelmektedir. Diinyada en yaygin 6lim
sebeplerine bakildiginda en basta ve damar hastaliklar1 gelmektedir. Ulkemizde ise bu
oran %33,5°dir. Her y1l kalp ve damar hastaliklarin sebebiyle bu kadar fazla 6liim olmasi
bilim insanlarinin da dikkatini ¢ekerek bu konu iizerinde arastirmalarini
yogunlagtirmislardir. Kalp ve damar rahatsizliklarinin sebebinin birgogu sagliksiz
beslenmeden kaynaklanmaktadir. Diyetinde fazla miktarda et tiikketimi zamanla
damarlarin tikanmasina sebebiyet verip kalp ve damar rahatsizliklarinin olusumunu
arttirmaktadir. Bilim insanlarmin dikkatini ¢eken bir konuda Fransizlarin fazla et
titketmeleri ve yliksek yagli beslenmelerine ragmen kalp ve damar rahatsizlik oranlarinin
cok diisiik olmasidir. Bu konu iizerine aragtirmalar yiiriitiilmiis olup bunun sebebinin
kirmiz1 sarap tiikketiminden kaynakli oldugu bulunmustur. Diizenli sarap tiiketen
insanlarda kalp ve damar rahatsizligina yakalanma olasiligt ¢ok daha diisiik olarak
belirtilmistir. Prseton (2001)’in bildirdigine gore yiiksek yagh diyetlerde kirmizi sarap
tiketimin kalp ve damar rahatsizliklarim1 6nemli derecede azalttigi ve hatta Onledigi
belirtilmistir. Bu durum bilim insanlarin1 sarap igerigini aragtirmaya itmis ve sarap
igeriginde bir¢ok faydali bilesik oldugunu tespit etmiglerdir. Kirmizi saraplarin bu kadar
bilesence zengin olmasinin sebebi sarap iiretimi sirasinda iizimiin preslenerek kabuk
icerigindeki bilesenlerin bir kismimin iiziim suyuna ge¢mesidir. Uziim ¢ok sayida fenolik
bilesik icermektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda sarabin bu etkinliginin biiylik
Olciide icinde bulundurdugu stilben ailesine ait bir polifenolik bilesik olan

“Resveratrol”den kaynakli oldugu tespit edilmistir. Resveratrol bilesigi iiztimiin ¢ekirdek
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ve kabugunda bol miktarda bulunur. Uziim olgunlasmaya yakin ortaya ¢ikarak savunma
mekanizmas1 gorevi gorerek meyveyi gesitli enfeksiyonlara karsi korumaktadir. Farkl
bircok meyvede resveratrol bulunmaktadir. Uziimde tespit edilen yaklasik resveratrol

miktar1 28 pg/g’dir.

Ulkemiz cografi 6zellikle sebebiyle bir¢ok iiziim tiiriine ev sahipligi yapmaktadir. En cok
liziim Uretimi yapan llkeler arasinda 5. Sirada yer alan Tiirkiye'de yillik iiziim iiretimi
yaklasik 3,65 milyon ton civarindadir. Uretilen iiziimler sofralik ve saraplik olarak 2
smnifa ayrilmistir. Sofralik olarak yetistirilen tiirler genellikle meyve suyu, sira,
kurutmalik, pestil vb. gibi seylerin yapiminda kullanilmasi igin yetistirilmekte olup iri,
ince kabuklu ve bol sulu tiirler se¢ilmektedir. Saraplik olarak yetistirilen tiirler ise, kii¢iik
taneli, aromal1 ve kalin kabuklu tiirlerdir. Sarap fabrikalarinin kullanmis oldugu tiirlere
bakildiginda resveratrol orani daha yiiksek tiirlerdir. Uretilen {iziimlerin yaklasik %3’
saraplik olarak degerlendirilmektedir. Islenen saraplik iiziimden %]15-25 oraninda posa

elde edildigi dikkate alinacak olursa, iiziim posasi iiretimi kiiglimsenmeyecek boyuttadir.

Bu caligmada iiziim posasi atigindan resveratroliin optimum ekstraksiyon kosullari
altinda izolasyonu ve kolon kromatografisi ile zenginlestirilmesi saglanmig olup lesitin
ile kapsiillemesi yapilmistir. Ekstraksiyon calismalarinda geleneksel metoda ilaveten
farkli yenilik¢i metotlarda denenmistir. Fakat optimum degerler etanol ¢oziiciisii ile
klasik ekstraksiyon yapilarak elde edilmistir. Saflastirma basamaginda hekzan ile yapilan
on yikamalarin resveratroliin saflifi ve derisimini Onemli derecede etkiledigi
goriilmiistiir. Saflastirma calismalarinda adsorban uygulamasi kisminda boyar madde
giderimi i¢in kullanilabilecegi fakat resveratrolii de bir miktar adsorbe ettikleri i¢in ¢ok
saglikli sonug elde edilemeyecegi tespit edilmistir. Resveratroliin hekzan ile 6n yikama,
etanol ile 24 saatlik ekstraksiyon ve silika G-60 kolondan izolasyonu basamaklari
sonucunda eldesi gergeklestirilmistir. Elde edilen bilesige ait yapi tayinleri, LC-MS/MS,
HPLC ve NMR ile yapilmistir. LC-MS/MS uygulamasinda molekiiler iyon pikleri [M]+
ve [M]- pargalanma iirtinleri saptanmistir. HPLC analizleri ile referans standart madde ile
karsilastirilmistir. NMR sonuglarinda ise aromatik benzene, alifatik =C—H pikine ve
fenolik O-H protonlaria ait pikler gézlenmistir. Resveratrol sudaki ¢oziliniirliigli cok
diisiik olan bir molekiildiir. Sudaki ¢6ziiniirliigiiniin arttirilmasi suda ¢6ziiniir bir molekiil
ile kaplanarak arttirilabilir. Resveratrol molekiilii 1s1 ve 151k gibi uyaranlara hassas bir
molekiil olup bozulmalar veya cis formuna doniigiimler gerceklesebilmektedir. Bu

sebeple ekstraksiyonlar1 karanlik ortamda gercgeklestirilmistir. Zenginlestirme
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asamasinda yenilik¢i bir metot olan flash kromatografi cihazi kullanilmistir. Giderek
yayginlasan flash kromatografi hizli ¢oziimler sunmasi ve kolay kullanilabilir olmasi
sebebiyle diger yontemlerden daha avantajlidir. Calismalarimiz yapilirken farkli metotlar
ve kartuslar kullanilmistir. En giizel sonu¢ su-metanol mobil fazli sistemle C-18 kolonda
gerceklestirilmistir. Fakat elde edilen sonuglar degerlendirildiginde istedigimiz saflikta
resveratrol elde edilememistir. Denemeler sonucunda edinmis oldugumuz tecriibe daha
uzun bir kolonun kullanilmasidir. Daha uzun bir kartus kullanilarak su-metanol mobil

fazl sistemde yliriitme yapilarak resveratrol saflastirilabilir.

Biz denemelerimizde yiiksek saflikta resveratrol elde etmis oldugumuz silika kolon ile
zenginlestirme islemlerimizi gerceklestirdik. Zenginlestirilerek toplanan resveratrol
lesitin ile kapsiillendi. Elde edilen bulgular, enkapsiilasyon caligsmalar1 ile 6nemli
sonuclar elde edildigini ve resveratroliin enkapsiilasyonunda, resveratroliin sudaki
¢Oziiniirliglinlin diisiik olmast sebebiyle sudaki ¢oziiniirligiini arttirict biyouyumlu
lesitinin tek bagina kullanimi ve 1:2 (etken madde / kaplama maddesi) oraninda kullanimi

daha iyi sonu¢ vermistir.

Enkapsitilasyon yontemi segilirken, resveratroliin sicakliga dayanikliliginin diisiik olmasi
gibi sebeplerden otiirii liyafilizasyon yontemine karar verilmistir. Spray dryer yontemide
denenmis fakat iirlinlimiiz alkol igerikli oldugu i¢in riskli bulunmustur. Liyofilizasyon
islemi yapilirken optimum siirenin 3 giin oldugu bulunmugstur. Kaplama maddesi
kullanim1 resveratroliin depolama stabilitesini ve biyoyararlanimini 6nemli derecede
arttirmistir. Biyoyararlaniminin test edilmesi amaciyla yapilan in-vitro salinim testleri
neticesinde kapsiillenen resveratrol molekiiliiniin, kapsiillenmemis molekiile gore sudaki
¢oziiniirliigiiniin artmis oldugu sonuclar neticesinde tespit edilmistir. Ozellikle barsak
ortaminda ilk 30 dakikada resveratrol yiiksek miktarda ¢cozilinerek 1 saatin sonunda hemen
hemen tamamen ¢oziinerek salinim gerceklestirmistir. Mide ve barsaktaki ¢oziintirliigii
cok diisiik olmasi sebebiyle tiikketimi zor bu nedenle biyoyararliligi zayif olan
resveratroliin, kapsiillendikten sonra tiiketilmesinin miimkiin oldugu goriilmiistiir.
Igermis oldugu etken madde miktari belirlenerek doz ayarlamasi yapilip kullanima hazir
hale getirilebilecegi goriildii. Piyasada satilan bir¢ok {irlin incelendiginde mg olarak
satigslar1  mevcut olup ¢ok pahaliya temin edilmektedir. Fakat atiklarin

degerlendirilmesinden ortaya ¢ikan iiriin cok daha uygun maliyete gelecektir.

Elde edilen sonuglar neticesinde, gelecekte resveratroliin ilag ve fonksiyonel gida

alanlarinda kullaniminin artabilecegini gostermektedir. Bu ¢aligma, iiziim posasi gibi bir
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atik ve cevre kirliligi olusturabilecek malzemenin degerlendirilmis olmasi sebebiyle
onemli bir adimdir. Ayni zamanda, endiistriyel atiklarin siirdiiriilebilir bir sekilde
kullanimini1 tesvik etmekte ve degerli bilesiklerin geri kazanilmasini saglamaktadir. Ote
yandan resveratrol gibi biyoyararlanimi diisiik ve sudaki ¢oziiniirliigli ¢ok az olan
molekiiliin kapsiillenerek ¢oziiniirliigii arttirlmistir. Uziim posasindan resveratroliin
zenginlestirilmesi ve lesitin ile enkapsiilasyonu basariyla gerceklestirilmistir. Piyasada
satilan bir¢ok iiriin incelendiginde mg olarak satiglart mevcut olup ¢ok pahaliya temin
edilerek sudaki ¢oziinirligii diisik oldugu icin kullanimlar1 olduk¢a sinirlidir.
Resveratrol pahali bir hammadde olup iilkemiz kaynaklarindan iiretilmesi ve
ticarilestirilmesi ekonomiye dnemli dl¢iide katki saglayacaktir. Boylesine degerli degerli
bir bilesen iceren fabrika atiklarinin, atik ya da hayvan yemi olarak kullanilmasi yerine
ekonomik ac¢idan katma degeri yiiksek iirlinlere doniistiiriilmesine 6n ayak olusturmasi

agisindan ¢alismamiz oldukca 6nemlidir.
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