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trans-Resveratrol,  (3,5,4’-trihydroxy-trans-stilbene),  bazi
bitkilerde bulunan fenolik bir bilesen olup antioksidatif,
antikanserojenik ve antitiimor ozellikleri bildirilmistir. Ancak
bu madde UV 1s1gina maruz kaldiginda —cis formuna donerek
biyoaktivitesini kaybettigi bilinmektedir. Bu ¢alisma, trans-
resveratroliin kitosan mikrokiirelere yiiklenerek kararliligini
arttirmayt hedeflemektedir. Bu kapsamda piiskiirtmeli kurutma
yontemiyle trans-resveratrol iceren kitosan mikrokiireler
iiretilmis ve karakterize edilmistir. Mikrokiirelerin parcactk
boyutu ve yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskopuyla
(SEM), termal ozellikleri ise termogravimetrik analizoriiyle
(TGA) incelenmistir.  trans-resveratrol’iin  serbest  ve
mikrokiire icerisindeki kararliligi yiiksek performans sivi
kromatografisiyle (HPLC) incelenmistir. Bu analizle kitosan
mikrokiirelere  yiiklenen  trans-resveratroliin  stabilitesini
korudugu saptannustir.

Abstract

trans-Resveratrol, (3,5,4 -trihydroxy-trans-stilbene), a
phenolic compound present in some plant species, have been
shown to posses antioxidative, anticarcinogenic and
antitumour properties. However, under UV light, it turns into
—cis form and looses its bioactivity.This study aims to increase
the stability of trans-resveratrol by loading it into chitosan
microspheres. Within this context, the trans-resveratrol loaded
chitosan microspheres was produced by spray drying and then
the resultant microspheres were characterized. The particle
size and the surface morphology of resultant microspheres
were investigated by scanning electron microscope (SEM) and
the thermal properties were determined by thermogravimetry
analyser(TGA). The stability of free and that of inside the
microspheres was determined by high performance liquid

chromatography (HPLC). It was found that the stability of

trans-resveratrol incorporated into chitosan microspheres
kept constant.

1. Giris

trans-Resveratrol, C4H,0s, bitkiler tarafindan mikrobik,
fungal ve fiziksel uyaranlara kars: tiretilen antimikrobiyal ve
antifungal etkili bir fitoaleksindir. cis ve trans izomerleri
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vardir ancak trans formu daha yaygin ve biyolojik olarak daha

aktiftir [1].
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Sekil 1: trans-resveratrol’iin kimyasal yapis1 [2]

trans-Resveratrol iiziim, ahududu, dut, yabanmersini, kizilcik,
yer fistig1 ve bazi ¢am agaglarinda bulunmakla birlikte tiziim
ve iizimden iiretilen iiriinler bu maddenin en 6nemli besinsel
kaynaklaridir. Bu madde iiziimde mikrobiyal enfeksiyon,
herbisit ve fungisit gibi kimyasal uygulamalar ile stres ve UV
1s1gina maruz kalma sonucunda sentezlenir. cis-Resveratrol
tiziimiin dogal bir bileseni degildir. Ancak orijin ve uygulanan
teknolojiye bagli olmaksizin incelenen hemen hemen biitiin
saraplarda tespit edilmesi, bu maddenin sarap iiretimi
esnasinda frans izomerinden cis izomerine doniistigiini
gostermektedir [2].

trans-Resveratrol ¢ogunlukla damar tikanikliginin tedavisinde
ve yiiksek kolesteroliin diisiiriilmesinde kullanilir. Bununla
birlikte, antiviral ve antiinflamatuar aktivitesi akut mikrobiyal
enfeksiyonlarin ve hepatitin tedavisinde kullanimina olanak
saglar. Bazi bulgular Herpes Simplex ve HIV gibi
retroviriislerle miicadeleyi giiclendirdigi goriigtinii
desteklemektedir. Ayrica bu c¢alismalar, yiiksek antioksidan
aktivitesinin oldugunu ve hafiza kayiplarinin azaltilmasinda
kullanilabilecegini ~ gostermistir  [3,4].  Ancak  trans-
resveratrolin  insan ve hayvanlarda absorpsiyon ve
metabolizmasiyla ilgili az bilgi bulunmaktadir. Son on yilda,
trans-resveratroliin antioksidan ve antimikrobiyal o6zelligini
inceleyen bazi ¢alismalar yapilmistir. Chatterjee ve ark. (2005)
antioksidan 6zellik gosteren vitamin C, vitamin E, garsinol ve
Protykin® adli %50 trans-resveratrol igeren iiriiniin
Helicobacter ~ Pylori  lizerine  antimikrobiyal  etkisini
incelemisler ve vitamin E disindakilerin yiiksek aktivite
gosterdigini belirtmislerdir [3,5]. Diger bir ¢alismada ise, H.
Pylori’nin konsantre edilmis kirmizi sarap ektresine ve trans-
resveratrol’e duyarliligi incelenmis ve trans-resveratrol igin
minimum inhibisyon konsantrasyonlar;, MiKs, ve MiKy,
swrastyla 12.5 ve 25ug/ml olarak bulunmustur [6].
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Kitosan, yenge¢, karides, 1stakoz gibi eklembacaklilarin
kabuklarinda, bazi bakteri ve mantarlarin hiicre duvarlarinda
bulunan ve dogada seliilozdan sonra en yaygin olarak bulunan
kitinin deasetilasyonu ile elde edilen bir polimerdir.
Toksisitesinin  bulunmamasi, alerji ve iritasyon yapici
olmamasi ve biyopargalanabilir olusu farmasétik ve medikal
alanda kitosan1 onemli ve ilgi cekici bir biyomateryal
yapmaktadir. Ayrica fizyolojik pH’da pozitif yiiklii
olmasindan dolay1 biyoyapiskanlik 6zelligine sahiptir [7].
Kitosan ayni zamanda onemli biyoaktif Ozelliklere sahiptir.
Bunlar arasinda hemostatik, bakteriyostatik, fungistatik,
antikanserojen, yara iyilesmesini hizlandirici ve kemik
iyilesmesini hizlandirici 6zellikleri sayilabilir [8].

Farmasotik alanda kitosan bazli jel, film, siinger, tablet ve
mikropartikiiler sistemler (mikrokiire, mikrokapsiil vb.)
bulunmaktadir [9,10,11]. Mikropartikiiler sistemler genellikle
etkin maddeyi oksijen, 151k, farkli cevresel kosullar ve
kimyasallardan korumak ve izole etmek icin gelistirilir [12].
Kitosan mikrokiirelerinde ilag yiikleme etkinligini etkin
maddenin ozellikleri, kitosan konsantrasyonu, ilag/polimer
oran1 gibi faktorlerin etkiledigi bildirilmistir. Kitosan
mikrokiirelerden etkin madde salimini etkileyen parametreler
arasinda  kitosanin  molekiill agirligi,  konsantrasyonu,
mikrokiirelerin yiiklenen etkin madde miktari, ilag/kitosan
orani, ¢apraz baglanma orani ve kullanilan ¢apraz baglayici
oldugu bildirilmistir [13].

Piiskiirtmeli kurutma en yaygin kullanilan mikrokiire tiretme
tekniklerindendir. Bu yontemde aktif madde polimer
soliisyonunda ¢oziiniir ya da asili tutulur [13]. Piskiirtmeli
kurutma islemi mikrokiirelerin 1stya maruz kalma siiresi ¢ok
kisa oldugundan hem 1siya direncli hem 1siya duyarl: ilaglar
icin ve ayn1 zamanda hidrofilik ya da hidrofobik polimerler
icin uygundur. Ayrica piiskiirtmeli kurutma islemiyle iiretilen
mikrokiirelerin par¢a boyutu dagilimi ¢ok dar bir aralikta
degisir [14]

Bu calismadaki amag, trans-resveratrol’iin  kararliligini
arttirmak i¢in puskiirtmeli kurutma yontemiyle trans-
resveratrol yiiklii kitosan mikrokiireler olusturmak ve
karakterize etmektir. Elde edilen mikrokiireler termal,
mikroyap:r ve pargacitk boyutu Ozellikleri igin sirasiyla
termogravimetrik analizor (TGA) ve taramali elektron
mikroskopu (SEM) cihazlari araciligiyla karakterize edilmistir.
trans-resveratrol’iin  kararlilign  yiiksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) ile incelenmistir.

2. Materyal ve Yontemler

2.1. Materyaller

Kitosan (Diisiik molekiil agirlikli, Aldrich, USA), asetik asit
(Merck, Almanya)

2.2. Kitosan Mikrokiirelerin Uretimi

Piiskiirtmeli kurutma islemi, standart 0.5 mm noziil ve paralel
akis Ozelligine sahip Buchi® Mini Spray Dryer B-290
(Switzerland) puskiirtmeli kurutma sistemiyle
gerceklestirilmistir. Kurutma islemi igin besleme akigkanm
atomizere pompalanir. Filtreden gegirilen dis ortam havasi,

belirlenen kurutma sicakligina ayarlanir ve kurutma ortamina
verilir. Sicak hava ve piskiirtilen akiskan paralel akista
hareket eder. Atomize edilmis damlaciklar sicak hava ile temas
ettiklerinde buharlagsma gerceklesir vekurutulmus {iriin
siklondan gegerek iiriin toplama kabinda toplanir. Piiskiirtmeli
kurutma isleminde kontrol kitosan mikrokiirelerin iiretiminde
pompa hizi ve hava giris sicakliginin, trans-resveratrol iceren
kitosan mikrokiirelerin tiretiminde ise kitosan
konsantrasyonunun iiretilen mikrokiirelerin  karakteristigi
tizerine etkileri incelenmistir.

Kitosan stok soliisyonu (%2 (w/v)), kitosanin % 2 lik asetik
asitte ¢coziilmesiyle elde edilmistir. Hazirlanan soliisyon 3 ve 6
ml/dak besleme hizlariyla atomizere pompalanmis ve 120 ile
140°C hava giris sicakliklarinda kurutma islemiyle kontrol
kitosan mikrokiireleri iiretilmistir. trans-resveratrol iceren
kitosan mikrokiirelerin iiretimi icin kitosan soliisyonlart (%1
ve %2 (w/v)), kitosanin % 2 lik asetik asitte ¢oziilmesiyle elde
edilmis olup, 20 mg trans-resveratrol 200 pl etanol icerisinde
¢oziilerek trans-resveratrol stok soliisyonu hazirlanmistir. Her
100 ml kitosan soliisyonuna 100pl trans-resveratrol soliisyonu
eklenmis ve 30 dak. karistirilmistir. Hazirlanan soliisyon 3
ml/dak besleme hiziyla atomizere pompalanmistir. Hava giris
ve ¢ikis sicakliklarn sirasiyla, 120 ve 67°C dir. Hava c¢ikis
sicakligi hava giris sicakligi ve besleme hizi gibi cesitli
faktorlere bagh bir degiskendir. Aspirator iz 24 m*/sa olarak
ayarlanmustir.

2.3. Kitosan Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

Uretilen mikrokiirelerin boyutu ve yiizey morfolojisi Izmir
Yiiksek  Teknoloji  Enstitiisii, = Malzeme  Arastirma
Merkezi’ndeki Taramali Elektron Mikroskopuyla (Philips XL
30S FEG, FEI Company, Eindhoven, Hollanda) incelenmistir.
Toz haldeki mikrokiireler, numune tutucu tabla iizerine ¢ift
tarafli yapitiriciyla sabitlenmis ve 60 s boyunca vakum altinda
altin ile kaplanarak iletken hale getirilmistir. Mikrokiirelerin
termal Ozellikleri ise N, gaz akist (40 ml/dak) altinda TGA
(Shimadzu TGA-51) ile incelenmistir. TGA analizinde sicaklik
10°C /dak hizla 20°C’den 400°C’ye ¢ikarilmustir.

2.4. Kararhlk Testi

Trans- ve cis- resveratrol miktarlar1 HPLC (Agilent 1100) ile
C18 kolonu kullanilarak DAD dedektorii ile sirasiyla 306nm.
ve 310 nm dalga boylarinda elde edilen kromatogramlardan
hesaplanmustir. Mobil faz A %5.5 asetik asit ¢ozeltisi, mobil
faz B ise asetonitril icerisinde %20 A  olacak sekilde
ayarlanmustir. Programa gore, %83.5 mobil faz A ile analize
baslanmis 21 dakikada %70’e lineer olarak diisiiriilmiistiir.

3. Sonuclar ve Tartisma

3.1. Parcacik Boyutu ve Yiizey Morfolojisi

Piiskiirtmeli  kurutma  yontemiyle farkli  kurutma
kosullarinda elde edilen kontrol kitosan
mikrokiirelerinin ~ taramali  elektron  mikroskopu
goriintiileri Sekil 2. de verilmistir. SEM goriintiilerine gore
mikrokiirelerin  kiireselligi  oldukca yiiksektir. Kontrol
mikrokiirelerin ylizeyi olduk¢a burusuk olup aralarinda
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bosluklar bulunmaktadir. Bu burusuklugun sebebi tam olarak
aciklanamamakla birlikte baska c¢aligmalarda da benzer
morfolojiler gozlenmistir [14,15]. Yiizey morfolojisindeki bu
farklilik kuruma hizi, soliisyonun kompozisyonu gibi ¢esitli
faktorlerden etkilenebilir. Yine de yiiksek sicaklik ve besleme
hizinda daha piiriizsiiz bir goriinim vardir. Daha genel
goriiniimlii SEM resimleri (Sekil 2. a, ¢ ve e) incelendiginde
ortalama pargacik boyutunun besleme hiziyla ters orantili
olarak degistigi, hava giris sicakligindan ise etkilenmedigi
goriilmiistiir. Yine de biitiin durumlarda, pargacik boyutu 1-10
um arasinda degismistir. Ayn1 zamanda parca boyutu
dagilimimi ¢ok dar bir aralikta degistigi gozlenmistir.
120°C’nin altindaki hava giris sicaklifinda yeterli kuruma
saglanamamis olup nemli mikrokiireler kurutucu ceperine
yapismistir.

TEMAM

(e)

Sekil 2: Kontrol kitosan mikrokiirelerin SEM resimleri. (a),
(b): hava giris sicakligr 120°C, besleme hizi 3 ml/dak (c), (d):
hava giris sicakligi 140°C, besleme hiz1 3 ml/dak ; (e), ():
hava giris sicaklig1 140°C, besleme hiz1 6 ml/dak ve sirasiyla
1500x, 10000x biiyiitme oranlartyla.

trans-Resveratrol igeren kitosan mikrokiirelerin SEM resimleri
Sekil  3’te  verilmistir.  Kitosan  konsantrasyonunun
mikrokiirelerin karakteristigi {izerine etkileri incelenmistir.
SEM resimlerine gore, ortalama pargacik boyutu kitosan
konsantrasyonu arttik¢a artmustir.

Sekil 3: trans-resveratrol iceren kitosan mikrokiirelerin
SEM resimleri. (a) %1 (w/v) kitosan soliisyonu (b) %2 (w/v)
kitosan soliisyonu

Iki durumda da mikrokiirelerin kiireselligi yiiksektir. Benzer
sekilde piiriizsiiz, az burusuk ve burusuk olmak iizere 3 farkli
morfoloji gozlemlenmistir. Kontrol kitosan mikrokiirelerle
karsilagtirildiginda benzer yiizey morfolojileri goriilmektedir.

3.2. Termal Analiz

Uretilen mikrokiirelerin TGA termogramlar1 Sekil 4-7’da
verilmistir. Termogravimetrik analiz sonucunda olusan agirlik
kaybi 3 asamada gerceklesmistir. Ik asamada 40-90°C
arasinda serbest su ve asetik asitin buharlasmasindan
kaynaklanan agirlik kaybi goriilmiistiir. Tkinci asamada 110-
175°C de goriilen agirlik kayb1 bagl sudan dolayidir. Uciincii
asama ise 250-350°C arasinda ana bozunmadan meydana

gelmistir  ve  agihik  kaybimin  yaklasik  %50’sini
olusturmaktadir.
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Sekil 4: Kontrol kitosan mikrokiirelerin TGA ve DTG egrileri
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Sekil 5: trans-resveratroliin TGA ve DTG egrileri

Authorized licensed use limited to: ULAKBIM UASL - IZMIR YUKSEK TEKNOLOJI ENSTITUSU. Downloaded on July 28,2021 at 07:52:58 UTC from IEEE Xplore. Restrictions apply.



TéA TGk
%

TV Vcight Loz 1 307 hhon
anc -21.526%

warare

2P6.A9C

samse oo
L]

100.00

.00

Gognl  Midpoint  F3mEc Endaet
Weight Loss -1.230my Mié point 16630
112z Weiht Loz 1.175mg

000

20.00)

Sekil 6: trans-resveratrol iceren kitosan mikrokiirelerin (1%
w/v kitosan) TGA ve DTG egrileri
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Sekil 7: trans-resveratrol iceren kitosan mikrokiirelerin (2%
w/v kitosan) TGA ve DTG egrileri

Kontrol kitosan mikrokiirelere ait termograma gore (Sekil 4)
kitosanin ana bozunma sicakligir 250-290°C arasindadir ve bu
bozunma  polisakkarit  zincirlerinin ve  deasetilasyon
birimlerinin bozunmasindan kaynaklanabilir. Bununla birlikte
saf trans-resveratroliin termogramina gore %36’k kiitle kayb1
300-350° C arasinda goriilmiistiir. trans-Resveratrol igeren
kitosan mikrokiirelerin termogramlar1 Sekil 6 ve 7’de
verilmistir. Buna gore iigiincii asamada meydana gelen kiitle
kayb1 kitosanin ve frans-resveratroliin bozunmasindan
kaynaklanmaktadir. Bozunmanin 240°C de baslamasi, bu
sicakligin ~ kontrol kitosan mikrokiirelerinkinden  diisiik
olmasindan dolayr termal dayanmimin biraz diistiigiini
gostermektedir.

3.3. Kararhhlk Testi

trans-resveratrol, biyolojik olarak cis formuna kiyasla daha
aktiftir ve dogal formu trans halidir. Fakat trans-resveratroliin
viicutta biyo kullanilabilirligi diisiiktiir ve hizla degrede olarak
kanda kisa siire sonra tespit edilememektedir. Biyo
kullanilabilirliginin ~ arttirilmast  i¢in  trans-resveratroliin
kitosan gibi dogal polimerlere hapsedilerek hedef odakli ve
kontrollii salimimi miimkiin olabilir. Gosterdigi sitotoksik
(gogiis, prostat, akciger gibi kanserli hiicrelere metastas etki
gostermektedir) etkiler, antioksidan ve antimikrobiyel
etkilerden dolay1 hedef odakli tasinimi 6nem kazanmaktadir.
trans-Resveratrol 12 saat UV 1sigina maruz birakildiginda
%83 oraninda cis- formuna doniismektedir. Mikrokiirelere
yiiklenen Orneklerde ise trans- resveratroliin bu siire igerisinde
kararliligin1 korudugu goriilmiistiir.
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