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Oz

Mikrokiireler, kontrollii ila¢ salimi i¢in kullanilan, etkin maddeyi molekiiler diizeyde
partikiiller seklinde tastyan ve ¢aplart birka¢ mikrondan milimetreye kadar degisebilen
taswyicilardwr. Mikrokiireler, pH degisimine bagl olarak kontrollii salim yapabilmektedir.
Bu ¢calismada, dogal jelatin ve sodyum aljinat polimerleri kullanilarak pH duyarlt ilag
tasiyict mikrokiireler tiretilmistir. Mikrokiirelere literatiirde antikanser etkileri oldugu ve
kolon kanserinde antitiimér ajam olarak kullanimimin gelecek vadettigi raporlanan N.
commune ekstraktt hazirlanarak hiicre basina yaklasik 0,12 mg yiiklenmigtir.
Gastrointestinal sistemde mikrokiire parg¢alanma ve etkin madde salim ozelliklerinin
incelenmesi icin farkli pH ortamlarinda spektrofotometrik olarak salim kinetigi
calismalart yapilmistir. Sonugta, ekstrakt saliniminin kolonun pH'inda en hizli oldugu ve
mikrokiirelerin etken madde hedefleme icin kolon kanseri tedavisinde kullaniima
potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Nostoc commune, mikrokiire, pH duyarli kiire, salim kinetigi,
kontrollii salim.
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Production of Nostoc commune loaded pH sensitive carrier
microspheres and analysis of release kinetics at different pH
values

Abstract

Microspheres are carriers used for controlled drug release, carrying the active substance
in the form of particles at the molecular level, and their diameters can vary from a few
microns to millimeters. Microspheres can make controlled release depending on the pH
change. In this study, pH sensitive drug carrier microspheres were produced using
natural gelatin and sodium alginate polymers. N. commune extract, which has been
reported to have anticancer effects in the literature and to be used as an antitumor agent
in colon cancer, was prepared and loaded with approximately 0.12 mg per cell. Inorder
to examine the microsphere fragmentation and drug release properties in the
gastrointestinal system, spectrophotometric release kinetics studies were carried out in
different pH environments. In conclusion, it was observed that the release of the extract
is fastest at the pH of the colon and the microspheres have the potential to be used in
colon cancer therapy for drug targeting.

Keywords: Nostoc commune, microspheres, pH sensitives, release kinetics, controlled
release.

1. Giris

Kontrollii ilag salim sistemleri etkin maddeyi bolgesel veya sistematik olarak énceden
belirlenmis tedavi edici oranda hedef bolgede uygun siire koruyabilen sistemlerdir [1, 2].
Bu sistemlerinde hem tasiyicinin olusturulmasit hem de sistemden salim hizin1 kontrol
etmek i¢in genellikle dogal ve/veya sentetik polimerler kullanilmaktadir [3-7]. Cesitli
ilag tastyict sistemlerde polimer malzemelerin g¢esitli formlar1 kullanilmakta ve sistem
ozellikleri polimer ve formiilasyon oOzelliklerine bagl olarak pH, iyonik kuvvetler,
motilite hiz1 ve enzim gibi fizyolojik kosullar1 olusturan faktorlerden etkilenmektedir [1-
8].

Mikrokiireler ~giiniimiizde kontrollii ilag salim sistemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [9,10]. Mikrokiireler, etkin maddeyi molekiiler diizeyde partikiiller
seklinde tasiyan, farkli fizikokimyasal Ozelliklere sahip olan ve boyutlar1 birkag
mikrondan milimetreye kadar degisebilen c¢ap biiyiikliigline sahip, monolitik yapida
mikro tastyicilardir [11-13]. Mikrokiireler, etken maddelerin kontrollii salimi igin
oldukca genis bir uygulama alanina sahiptir. Cesitli uyaranlara karsi tasarlanabilen
mikrokiireler, pH degisimine bagli olarak da kontrollii salim yapabilmektedir [14,15].
Son yillarda ila¢g salimmmu ile ilgili yapilan bir¢ok calismada biyobozunur polimer
mikrokiireler {izerinde durulmustur. Bu tiir sistemler araciliiyla ilacin verilmesi
avantajl haldedir. Bunun nedeni mikrokiirelerin oral yolla ya da enjeksiyon yoluyla
alinabilmesi ve istenilen serbest salim profilleri i¢in uygun hale getirilebilmesidir [16-
18]. Mikrokiirelerden etkin madde salimi yiizey asinmasi, toplam kiire dagilmasi,
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mikrokiire hidratasyonu, etkin maddenin difiizyonu ve desorpsiyonu, sizma olaylart ile
gerceklesmektedir.

Ancak oral yolla alinan mikrokiire kontrollii salim sistemleri i¢in sindirim sisteminin
asilmasi gereken onemli zorluklari vardir. Safra kesesinden ince bagirsaga salgilanan ve
yaglarin emdiilsifiye olmasini saglayan yiizey etkin 6zellikteki safra tuzlari, sindirime
yardimct enzimlerin etkileri ve degisik pH degerine sahip bdlgeler, etkin maddenin
par¢alanmasina ve biyoyararlaniminin azalmasina sebep olabilecek baslica faktorlerdir
[19,20]. Gastrointestinal kanalin farkli segmentlerindeki pH g¢esitliligi kolona 6zgii ilag
tasiyict sistemlerin gelistirilmesinde kullanilmaktadir [21]. Etkin madde g¢ekirdeginin
pH’ya duyarli polimerler olan akrilik ester ve metakrilik asiden kopolimerinden olugan
Eudragit®’lerle kaplanmasi, bu amagla kullanilan en basarili yontemdir [22,23].

Oral yolla alinan mikrokiire kontrollii salim sistemleri i¢in aljinat ve jelatin gibi
polimerlerin kullanim1 da mevcuttur. Sodyum aljinat kahverengi deniz yosunu tiirlerinde
bulunan yapisal bir polisakkarittir. Aljinat ise D-mannuronik asit ile D-gluronik asidin
(1-4) baglanmasiyla elde edilen anyonik bir polimerdir. Aljinat 100-3000 arasinda
degisen bu yapi taglarinin esnek bir bag ile birbirine baglandig1 polisakkarit yapidadir
[24,25]. Dogal olarak olusan bu polimerik yapilar, biyopolimer olarak adlandirilir. Jelatin
ise hayvansal deri, kemik ve bag dokusunun baslica bileseni olan kollajenin belirli
sartlarda hidrolizi ile elde edilen dogal bir biyopolimerdir [26-28]. Jelatin de sodyum
aljinat gibi biyouyumlu bir polimerdir.

Kontrollii ilag salim sistemlerinde hedeflenen etkiye gore farkli dogal ve yapay ajanlar
kullanilmaktadir. Dogal ajanlar 6zellikle son yillarda ¢ok tercih edilmekte ve farkl
ajanlarin farkli tedaviler i¢in kullanimlar arastirilmaktadir. Alglerin de yara iyilestirici,
antikanser, antiviral, antioksidatif, kolestrol diisiiriicii gibi bircok faydali etkileri
mevcuttur. Bu etkileri nedeniyle, ila¢ ve kozmetik alaninda oldukca genis bir uygulama
alan1 bulmaktadir. Mavi yesil algler adaptasyon kabiliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle
tuz golleri, sicak su kaynaklari, deniz ve tatli su ortamlar1 gibi birgok ortamda dagilim
gostermektedirler [29,30]. Siyanobakteri subesinin (Cyanobacteria) makroskobik iiyesi
olan Nostoc commune de gosterdigi birgok etki sebebiyle gelecek vaad eden biyoaktif
bilesenlere sahiptir.

Nostoc commune (N. commune) morfolojik olarak yas halde iken mavimsi yesil, zeytin
yesili veya kahverengidir; ancak kuru ortamda hafif mat kahverengimsidir [31]. Yar
karasal (¢ollerde, kuru otlaklarda ve daglarda kutuplardan tropikal bolgelere degisen kuru
ve 1slak ¢iplak topraklarda ve kaya ylizeylerinde) olarak genel dagilima sahiptir ve 1-5
mm kalinliginda mavi yesil tabaka ile jelatinimsi yapida koloni olusturmaktadir [32-34].
N. commune, Cin’de uzun yillardan beri toplanip pazarlanmaktadir [35]. N.
commune, kimyasal igeriginin yaklasik %51’ini karbonhidratlar (galaktoz, glikoz,
trehaloz, fruktoz, ksiloz ve polihidrik alkol dahil olmak iizere), kuru agirliginin yaklasik
% 0.21'ini yag asitleri, yaklasik %27’sini proteinler, peptitler ve serbest amino asitleri,
yaklasik % 4’iinii (Fe, Zn, Ca gibi) temel elementlerce zenginlestirilmis mineraller
olusturmaktadir. Bu tiirlin  antiinflamatuar, antibakteriyel, antikanserojen,
immiinomodiile edici, antifungal aktivite 6zellikleri gosterdigi literatiirde bildirilmistir
[31].

Nostoc sphaeroids Kiitz tiiriniin yiiksek yag organizasyonuna sahip farelerin bagirsak
duvarin1 ve bagirsak mikrobiyota bilesimini korumasina, kronik iltihaplanmayla iligkili
olan hiperlipidemiyi iyilestirmesine yonelik calisma literatiirde yer almaktadir [36].
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Buradan hareketle, N. commune’nin antikanser etkileri oldugu ve kolon kanserinde
antitimor ajan1 olarak kullaniminin gelecek vadettigi diisiiniilmektedir.

Bu sebeple bu calismada N. commune ekstrakti yiiklii ilag tasiyict mikrokiireler iiretilmis

ve gastrointestinal sistemde kolona hedeflenmis sistem olarak kullanilabilirliginin
incelenmesi i¢in farkli pH ortamlarinda salim kinetikleri incelenmistir.

2. Deneysel calismalar

2.1. Malzeme

Yapilan calisgmada N. commune etanol ekstrakti kullanilmistir. N. commune, Mugla-
Mentese Kotekli Bolgesi’nden, yagmur sonrast toprakta olusan su birikintilerinin
tizerinde, baz1 tek yillik bitkilerinin yakininda, Nisan 2019-Aralik 2020 donemlerinde
toplanip herbaryumda teshisi yapilarak CKO0001 ile numaralandirilmig, saf su ile
yikandiktan sonra laboratuvar ortaminda kurumaya birakilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. N. commune makroskobik goriiniimii (a ve b: yas, c: kuru)

Ekstraksiyon islemi ¢oziiciisii olarak n-Hegzan (%99, Tekkim) ve etanol (> 99.8%,
Sigma-Aldrich) kullanilmigtir. N. commune tiiriiniin mikroskobik goriintiisii Sekil 2.’de
verilmistir.

Sekil 2. N. commune mikroskobik goriiniimii

Mikrokiirelerin tiretimi i¢in, Sodyum Aljinat (Sigma Aldrich, orta viskozite), ve Jelatin
(Huaxuan, 80-120 bloom) dogal polimerleri ticari olarak temin edilip kullanilmustir.
Capraz baglayict ajan olarak ise ticari olarak temin edilen CaCl> (Riedel-de-Haen)
kullanilmistir. CaClz ¢6zeltisinin iyonik giicii NaCl (Merck) ile ayarlanmastir.

2.2. N. commune ekstrakti hazirlanmasi

Kurutulmus ve kiigiik parcalara ayrilmig N. commune numuneleri ilk dnce 1/3 (v/v, kati
numune/sivi) oraninda hegzan ile ¢alkalamali inkiibatorde 37°C’ de 24 saat siireyle
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muamele edilmis, 24 saatlik devir sonunda karigim siiziilmiis ve kat1 kisim 24 saat havada
kurutulmustur. Ardindan kuruyan numunelere, 1/3 (v/v, kati numune/sivi) oraninda
etanol ilave edilmis ve ¢alkalamali inkiibatdrde 37°C’de, 24 saat ekstraksiyon yapilmistir.
Islem 3 kere tekrar edilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler birlestirilerek 40°C’de doner
buharlastiric1 kullanilarak 4 saat boyunca ¢6ziicii uzaklastirma islemi uygulanmigtir [37-
40]. Ardindan N. commune ekstrakti 151k almayacak sekilde 72 saat havada kurutulmus
ve daha sonra kullanilmak tizere +4°C’de depolanmustir.

2.3. N. commune yiiklii mikrokiirelerin iiretilmesi

N. commune etanol ekstrakti yiiklenmis mikrokiirelerin iiretilmesi i¢in oncelikle CaClz
(0.15 M) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltinin iyonik giicii NaCl kullanilarak 0.1°e, pH’s1
ise 0.1M HCI ve/veya 0.1M NaOH kullanilarak 3.0’e ayarlanmistir. Daha sonra %3’liik
sodyum aljinat ¢ozeltisi (NaAlg) hazirlanmis ve ¢ozelti ultrasonik banyo yardimiyla
homojenize edilmistir. Son olarak %]1’lik jelatin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Mikrokiire
iretiminde kullanilmak iizere hazirlanan NaAlg ve jelatin ¢ozeltileri karistirilmis ve
homojenize edilmistir [41]. Mikrokiire iiretimi islem basamaklar1 Sekil 3.’de verilmistir.

Sodyum Aljinat (%3'liik Sulu Cozeltisi)

Jelatin (%1'lik Sulu Cozeltisi)
Nostoc commune Etanol Ekstrakti

Yl

t: %2'lik Kalsiyum Kloriir Cozeltisi
e, Ortam pH: 3
00§|=|

Siringa Pompasi
Manyetik \ Siizme

Karigtirict

-80C' de
R Saflagtirma
Liyofilizasyon .

Depolama +———

Sekil 3. Mikrokiire iiretim asamalar1 sematik gésterimi

Mikrokiire tiretimi i¢in 8 mL NaAlg-Jelatin ¢ozeltisine 0.035 gram N. commune etanol
ekstrakti (NC) dogrudan eklenmis ve NaAlg-Jelatin-NC karisim1 homojenize edilmistir.
NaAlg-Jelatin-NC karistminin pH’st 0.1M HCI ve/veya 0.IM NaOH ile 7’ye
ayarlanmigtir. Aljinat-Jelatin-NC karisimi  siringa  pompasi enjektoriine ¢ekilerek,
manyetik karistiricida karisimi saglanmakta olan 40 mL’lik CaCly ¢ozeltisine 10 cm
yiikseklikten 0.1 mL hiz ile damlatilmis bdylece ¢ozelti icinde mikrokiirelerin olusumu
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saglanmigtir. Mikrokiireler olustuktan sonra manyetik karistiricida 5 dakika daha
karistirilmaya devam edilmis, mikrokiireler siiziilerek CaCl, ¢ozeltisi ayrilmis ve distile
su ile 3 kere yikanmistir. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra mikrokiireler falkon
tiiplerine almmis ve -80°C’de 2 giin boyunca liyofilizasyon islemi uygulanmistir.
Liyofilize mikrokiireler +4°C’de depolanmigtir. Sekil 4’te bazi mikrokiire iiretimi
basamaklari ve tiretilen mikrokiireler goriilmektedir.

Sekil 4. N. commune yiiklii mikrokiirelerin hazirlanmasi isleminin farkli basamaklari ve
tiretilen mikrokiireler

2.4. Uretilen mikrokiirelerin farkli pH’larda salim kinetiklerinin incelenmesi
Kullanim1 esnasinda oral yolla alinip kolona hedeflenmesi planlanan mikrokiirelerin ilag
salim kinetiklerinin incelenmesi i¢in Oncelikle sindirim sistemini simiile eden tampon
cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan tampon c¢ozeltiler pH: 1.3/3.0/5.0/6.0 ve 7.0
degerlerinde olup sindirim sistemi elemanlar1 olan yapay agiz, mide ve bagirsak ortamin
simiile etmesi amaclanmistir [44]. Tablo-1’de pH tampon c¢ozeltilerinin hazirlanisi
verilmistir.

Tablo 1. pH tampon ¢dzeltilerinin hazirlanmasi

p!—l . Hazirlanma sekli
Degeri
oH: 1.3 15,9 mL 0,1 M Sodyum Sitrat ¢dzeltisi 0,1 M HCI asit ¢ozeltisi ile 100

mL’ye tamamlanarak pH’1 1,3 olarak ayarlanmistir.

pH: 3.0 | 81 M1 0,1 M Glisin ¢ozeltisine 0,1 M HCI Asit ¢dzeltisi eklenir.

oH: 5.0 0,95 mL 0,067 M NaHPOQO4 ¢ozeltisi 0,067 M KH2PO4 ¢ozeltisi ile 100
"7 | mL’ye tamamlanarak pH’1 5,0 olarak ayarlanmigstir.

12,1 mL 0,067 NazHPO4 ¢ozeltisi 0,067 M KH2PO4 ¢ozeltisi ile 100 mL’ye

tamamlanarak pH’1 6,0 olarak ayarlanmistir.

49,2 mL 0,067 Na2HPO4 ¢ozeltisi 0,067 M KH2PO4 ¢ozeltisi ile 100 mL’ye

tamamlanarak pH’1 7,0 olarak ayarlanmistir.

pH: 6.0

pH: 7.0
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Daha sonra 0.05’ser gram liyofilize edilmis N. commune yiiklii ve yiiksiiz mikrokiire
hazirlanan tampon ¢ozeltilerden 100’er mL igeren beherlere alinmistir. Tampon ¢ozelti
icindeki mikrokiireler 37°C sabit sicaklikta tutulan kabine yerlestirilmis 200 cpm’de
calkalanmaya baslamistir. Belirlenen zaman araliklarinda, (0, 5, 10, 25, 35, 45, 60, 90,
120, 150, 180, 240, 300, 360, 420, 480. dk) ¢ozeltilerden 3’er mL s1vi alinip salinan N.
commune absorbansi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Spektrofotometrik l¢timler
her deger i¢in ti¢ kez tekrarlanmistir. Spektrofotometrik 6l¢iimler icin UV spektrometresi
(Wise Clean; EWUC-A03H) kullanilmis ve analizler 200-800 nanometre dalga boyu
araligi i¢in taramali olarak yapilmistir. Elde edilen grafikler ve absorbans degerleri kayit
altina alinmistir. Sadece mikrokiirelerden salinan ekstrakttan gelen absorbans degerlerini
belirlemek amaciyla ayn1 islemler yiiksiiz mikrokiireler icin de gerceklestirilmistir. Yiikli
ve ylksiiz kiirelerden elde edilen absorbans degerleri farkinin salinan ekstraktan
kaynaklandig1 kabul edilmistir.

Mikrokiire spektrofotometrik Glgiimleri tamamlandiktan sonra, salinan N. commune
ekstrakt: miktarm belirlemek icin N. commune 0.01- 0.20 gmL™ araliginda derisimi
bilinen 20 farkli kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanmis ve ayni kosullarda spektrofotometrik
Olctimler alinarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Mikrokiirelerden salinan N.
commune miktarlarinin belirlenmesi i¢in kalibrasyon egrisinden regrasyon esitligi
bulunmustur. Daha sonra elde edilen regrasyon esitligi yardimiyla her numuneden salinan
N. commune ekstrakti konsantrasyonu hesaplanmistir.

3. Sonuglar ve tartisma

Literatiirde dogal bilesen yiiklii pH kontrollii kiirelerin salim kinetiginin incelenmesi ile
ilgili yapilan bir ¢alismada sodyum aljinat kullanilmis ve mikrokiireler elektrospray ile
CaCly ¢ozeltisinde toplanmistir. Elde edilen kiirelerin salim kinetikleri incelendiginde
pH 1.7 de ¢ok az olan salimin pH 7 civarinda oldukga arttig1 tespit edilmistir [45]. Bu
caligmada da sistemde sodyum aljinatin yani sira jelatin de kullanilarak bu iki polimer
arasinda pH 3’te olusacak pozitif ve negatif gruplar arasindaki etkilesimden
faydalanilmas: ve boylece ¢ok farkli bilesenlere sahip ekstrakt ile daha uyumlu bir
yapinin elde edilmesi amaclanmistir. Bu amagla su ortaminda olusturulan mikrokiirelerin
kararliliginin artirilmasi amaciyla ¢apraz baglayici ajan olarak CaClz kullanilmustir.

Mikrokiirelerden farkli pH’larda salinan N. commune ekstrakti konsantrasyonunun
hesaplanabilmesi amaciyla hazirlanan derisimi bilinen c¢ozeltilerden elde edilen dalga
boyu-absorbans grafigi elde edilmistir. Absorbans piki N. commune i¢in yaklasik 217.0
nm dalga boyunda goriilmiistiir [46]. Bu yiizden kalibrasyon egrisinin elde edilmesinde
bu dalga boyundaki absorbans degerleri kullanilmistir. Standart ¢ozeltilerin 217.0
nanometre dalga boyundaki absorbans degerleri ve bilinen derisimleri kullanilarak
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Absorbans/Konsantrasyon (gmL™) kalibrasyon egrisinin
cizilmesini takiben grafik programi yazilimi araciligi ile kalibrasyon egrisine ait
kalibrasyon denklemi bulunmustur ve grafikte gosterilmistir (Sekil-5) .
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Konsantrasyon (g/mL)

Sekil 5: N. commune kalibrasyon egrisi

Daha sonra yiiksiiz mikrokiirelerden gelebilecek olasi absorbans degerleri incelenmis,
ancak yiiksiiz mikrokiirelerin UV spektrumlarinda ilgili absorbans degerinde pik
bulunmamistir. Bu nedenle yiiklii kiirelerin absorbans degerlerinin sadece
N.commune'den geldigi kabul edilmistir.

Kalibrasyon denkleminin elde edilmesi ve yiiksiiz kire UV spektrumlarinin
incelenmesini takiben mikrokiirelerden zaman ve ortam pH’1na bagl olarak N. commune
saliniminin incelenmesi i¢in hazirlanan tampon c¢ozeltilerde N. commune absorbansi
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Belirlenen absorbans degerlerinin elde edilen
kalibrasyon denkleminde yerine konulmasi ile c¢ozeltiye salman N. commune
konsantrasyonu hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 2.’de verilmistir. Ayrica
belirlenen absorbans degerlerinin elde edilen kalibrasyon denkleminde yerine konulmasi
ile cozeltiye salman N. commune konsantrasyonu hesaplanmistir.  Elde edilen
konsantrasyon degerlerinin zamana kars1 grafige gecirilmesi ile Sekil 6.’da verilen salim
grafigi elde edilmistir.

—&—pH 6,8 —4- -Ph 1,3 --#--pH 3,0 —¢—pH 5,0 ---#--- pH 6,0

0,0002

0,00015

0,0001

yon (gmL-1)

0,00005

Konsantras

0 5 15 25 35 45 60 90 120 150 180 240 300 360 420 480
Zaman (dk)

Sekil 6. Farkli pH degerlerinde zamana bagl olarak salinan ekstrakt konsantrasyonu
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Tablo 2. Farkli pH degerlerine sahip ¢ozeltilerde N. commune salimi ¢alismalar1 kapsaminda zamana bag]
konsantrasyon degerleri

Konsantrasyon Absorbans Konsantrasyon Absorbans Konsantrasyon Absorbans Konsantrasyon Absorbans
(gmL™) (=217.0 nm) (gmL™) (=217.0 nm) (gmL™) (=217.0 nm) (gmL™Y) (=217.0 nm
pH 6.8 pH 6.0 pH 5.0 pH 3.0
0.0001080+0.0000526 1.9817 0.0000212+0.0000242 0 0.000151+0.0000464 2.6469 0.0000345+0.0000389 0.8536
0.0001296+0.0000239 2.3123 0.0001381+0.0000258 2.4434 0.000160+0.0000382 2.9159 0.0000469+0.0000297 1.044
0.0001738+0.0000506 2.9908 0.0001411+0.0000464 2.4899 0.000162+0.0000235 2.8167 0.0000527+0.0000546 1.133
0.0001868+0.0000248 3.1896 0.0001440+0.0000345 2.5331 0.000170+0.0000187 2.9368 0.0000547+0.0000389 1.164
0.0001988+0.0000369 3.3737 0.0001428+0.0000533 2.5151 0.000170+0.0000187 2.9368 0.0000554+0.0000369 1.175
0.0002241+0.0000652 3.7628 0.0001506+0.0000369 2.6357 0.000173+0.0000658 3.0726 0.0000589+0.0000147 1.228
0.0002367+0.0000384 3.9565 0.0001593+0.0000248 2.7682 0.000175+0.0000240 3.0103 0.0000647+0.0000283 1.3173
0.0002396+0.0000302 3.9999 0.0001602+0.0000459 2.783 0.000177+0.0000339 3.0391 0.0000659+0.0000300 1.3353
0.0002396+0.0000415 3.9999 0.0001582+0.0000802 2.752 0.000178+0.0000356 2.985 0.0000678+0.0000567 1.365
0.0002396+0.0000588 3.9999 0.0001602+0.0000501 2.783 0.000181+0.0000412 2.936 0.0000693+0.0000384 1.3879
0.0002396+0.0000457 3.9999 0.0001648+0.0000412 2.853 0.000186+0.0000236 3.174 0.0000737+0.0000290 1.4561
0.0002396+0.0000446 3.9999 0.0001661+0.0000658 2.8721 0.000183+0.0000203 3.0138 0.0000752+0.0000248 1.4784
0.0002396+0.0000520 3.9999 0.0001648+0.0000366 2.853 0.0001860.0000412 3.1749 0.0000786+0.0000214 1.5302
0.000186+0.0000338| 3.1014 0-0000901;0'000025 1.7074
0.000187+0.0000724| 3.1896 0-0000955;0.000022 1.7903
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Calismada mikrokiire iiretiminde kullanilan sodyum aljinatin sulu ¢ozeltisi, pH 7.0
degerinin altinda negatif yiiklii olup bu degerin iizerinde yiikii yoktur. Bu yiizden pH 7.0
degerinin iizerinde, sodyum aljinat ve jelatin arasinda capraz baglanma reaksiyonlari
gerceklesmemistir [46,47]. Fakat daha sonra elde edilen karisgima diisiik pH degerine
sahip ¢ozeltinin eklenmesi, jelatine pozitif yiikk kazandirmis ve gevresindeki sodyum
aljinat molekiilleri ile capraz baglanmistir. CaClo'den gelen Ca*? katyonlarmin her biri,
negatif (-) yiiklii aljinat anyonlari ile iyonik etkilesime neden olarak gapraz baglanmaya
neden olmustur. Boylece daha kararli hale getirilen ve liyofilize edilen mikrokiireler,
beklendigi gibi sindirim sistemini simiile eden tampon ¢ozeltilerde deforme olmus ve
sigsmistir. Bu deformasyon ve zincir hareketleri sonucu birbirinden uzaklasan zincirler
arasinda olusan agikliklardan ekstrakt ortama salinmistir.

Farkli pH degerlerine sahip ¢ozeltiler i¢in elde edilen sonuclar degerlendirildiginde; pH
1.3°de polimer zincirlerindeki sisme kaynakli olusan agikliklar sebebiyle mikrokiire
yapist igerisinde bulunan N. commune ekstrakti ¢ozelti ortamina salinmaya baslamistir.
Ancak partikiil yapisinin olugmasini saglayan ve pH 3.0 degerinin altinda agirlikli olarak
olusan iyonik etkilesimlerin 6nemli bir degisime ugramamasi nedeniyle pH 1.3’de salim
miktari diisiik kalmistir. Benzer sekilde yine nispeten diisiik bir pH degeri olan pH 3.0°de
mikrokiirelerin yapisint olusturan iyonik etkilesimlerin 6nemli miktarda degisime
ugramamasi nedeniyle deformasyon minimum seviyelerde seyretmis ve ekstrakt salim
miktar1 diislik olmustur. Zaman gectikge her iki pH degerinde de mikrokiirelerden salinan
ekstrakt miktar1 mikrokiirelerin 8 saatlik siire boyunca sismesi ve kismen ¢oziinmeye
ugramasi sonucu artmig ancak bu silirenin sonlarina dogru artis miktarinda azalma
gozlemlenmistir. 8 saatlik siire sonuna dogru salinan ekstrakt miktarinda 6nemli bir artig
gbozlemlenmemistir. Bu durum mikrokiirelerin 8 saatin sonunda salabildigi ekstrakt
miktarinin maksimum degerine ulastigi kanisin1 dogurmustur.

Ortam pH’mnin artmasina paralel olarak pH 5.0°de ekstraktsalim miktar1 da artmaya
baslamistir. Bu pH degerinde polimer zincirlerinin yer degistirmesi sonucu mikrokiire
yilizeyindeki konformasyonel yap1 degisimlerine ek olarak yapidaki iyonik baglar da
azalmaya basladigindan ekstrakt salim miktar1 da artmustir. Iyonik baglarin azalmasi
polimer zincir yapisini bozarak mikrokiirelerden daha fazla ekstrakt salinmasina neden
olmustur. Diger yandan pH 6.0 tampon ¢6zeltisinde zamana bagli olarak salinan ekstrakt
miktarlarma bakildiginda ekstraktin mikrokiirelerden daha fazla zayiflayan iyonik
etkilesimler dolayisiyla pH 5.0’e gore daha hizli salindig1 gézlemlenmistir.

Ortam pH degerinin 7.0 olmasi ile beraber mikrokiire polimer zincirleri arasindaki iyonik
etkilesim yok olmaya baglamis ve sisme sonucu zincirler hizla birbirinden uzaklagsmaya
baslamistir. Bdylece ekstrakt mikrokiirelerden ¢ok hizli bir sekilde salinmustir. Uretilen
mikrokiirelerin pH 7.0°de belirli bir siire sonra pargalandigi bilinmektedir. Par¢alanma
pH 7.0’de mikrokiire yapisindaki iyonik baglarin ortadan kalkmasi ve mikrokiirelerin
ylizeyden hizlica ¢6zelti alip sismesi sonucu gerceklesmektedir. Boylece pH 7.0°da 45
dakika gibi kisa bir siirede mikrokiirelere yliklenen ekstraktin tamami c¢ozeltiye
salinmustir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde iiretilen tastyict mikrokiirelerin pH duyarh
oldugu, kolon pH’inda (yaklasik pH 7) en yiiksek ve hizli salim1 yaptig1 anlasilmistir. Bu
sebeple 6zellikle kolona hedeflenen ilag tasinimi uygulamalar1 igin potansiyelleri oldugu
goriilmiistiir.
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