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OZET

Lipozomlar farmasétik uygulamalar basta olmak Uzere yillardir birgok uygulamada kapsilasyon maddesi olarak
kullanilan gift katmanli polar lipitlerden olusan keseciklerdir. Dogal fosfolipit kompozisyonlari olan lesitinlerden elde
edilen bu keseciklerin gidalarda kullanimi son yillarda artig géstermistir. Lipozomlarin gidalarda kullanimi sonucunda
kapstullenmis maddenin stabilitesini arttirmasi ve bu maddenin bulundugu ortamdaki diger maddelerle etkilesimini
minimize etmesi gibi faydalarinin yani sira; diger kapsilasyon maddelerine kiyasla olusturuima metotlarinin basitligi,
tamamen dogal bilesiklerden olusturulmasi gibi 6zellikleri, lipozomlari bircok enkapsilasyon sisteminden ayiran
belirgin 6zelliklerdir. Ancak lipozomlarin gida uygulamalarinda kullanilan yiiksek sicaklik, basing, pH ekstremleri ve
fiziksel karistirma gibi stres kosullari kargisinda stabilitesini koruyabilmesi zordur. Bu konuda siiregelen arastirmalar,
lipozom stabilitesinin artinlmasi igin uygulanabilecek metotlarin varligini géstermistir. Bu derleme, gida bilimi
konusunda calisan arastirmacilara, lipozomlarin yapisi, kullaniminin sagladigi avantajlar, olusturma metotlar,
karakterizasyonu, stabilite sorunlari ve gidalarda uygulama alanlariyla ilgili bilgi vermek ve lipozomlari bir kapstlasyon
maddesi olarak kullanmak amacinda olan arastirmacilara da yol gésterecek bir kaynak olmayi hedeflemistir.

Anahtar Kelimeler: Lipozom, Lesitin, Nanoemdlsiyon, Karakterizasyon, Kapsilasyon

Liposomes as an Encapsulation Agent for Food Applications: Structure, Characterization,
Manufacture and Stability

ABSTRACT

Liposomes are polar lipid bilayers vesicles used in pharmaceutical applications for years. These spherical vesicles are
manufactured from natural phospholipid compositions known as lecithins. Their utilization in foods have recently
attracted some interest. Using liposomes as encapsulating agents in foods provides a number of advantages like
increased stability for the active agent and minimized interaction of capsuled material with the surrounding medium.
However, what sets liposomes apart from other encapsulation agents is the ease of capsulation and its natural
composition. Nevertheless, the fragile nature of liposomes poses some challenges with their use under extremes of
temperature, pH or pressure. Studies have shown that a number of methods could help to increase liposomes’
stability. This review is written with the purpose of providing food scientists, who plan to use liposomes as an
encapsulation agent, with a Turkish source covering the chemical and physical structure of liposomes, the advantages
they provide, production and characterization methods, stability issues, and their use in food related applications.
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Lipozomlar hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesiklerin
kapslle edilmesi amagl farmasoétik, kisisel bakim, kimya
ve gida endustrisinde kullanilan; polar lipitlerden olusan
iki tabakall kiresel lipit kesecikleridir. Polar lipitlerin su
gibi polar bir ortamda dispers edilmeleri sonucunda
olusur [1, 2]. Polar lipitlerin dogadaki baslica kaynaklari;
yumurta, soya ve aygicek lesitinidir. Bu lesitinler yillardir
gidalarda emilgatér veya yapi modifiye ajani olarak
kullaniimaktadir ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi'ne
(FDA) gore Genellikle Emniyetli Kabul Edilebilen
(GRAS) kategorisindedir [3, 4]. Lesitinlerin ¢ift katmanli
kirresel bir yapi olusturacak sekilde bir araya gelmesiyle
olusan lipozomlar iglerine hem su hem de yagda
¢Ozllebilen fonksiyonel bilesenleri kapsille edebilmesi
acisindan onemlidir [1, 3]. Fonksiyonel bilesenlerin
lipozomlar i¢ine hapsedilmesinin, kapsillenen maddenin
stabilitesini  artirdii, ortamla etkilesimini ortadan
kaldirdigi, bdylece normalde bozulmasina neden olacak
ortamlarda daha uzun sire aktivitesini koruyabildigini
gostermistir [5].

Lipozomlar, capt 20 nm’den 20 um’ye kadar degisen
boyutlarda olabilirler [6]. Kesecikler bir veya birden fazla
¢ift tabakali membranlar halinde bulunabilirler. Bu gift
katmanli polar lipit yapilariyla hiicre membranlarinin lipit
bélimane benzerlik gdsterirler. Bu nedenle lipozomlarin
arastirmalar igin énceleri birincil incelenme nedeni hiicre
membranlari i¢in model bir sistem 6zelligi tasimalariyd.
Hicre membrani davranisini  benzestirme &zelligi,
lipozomlarin  farmasétik ~ uygulamalarda,  (tUmorll
hiicreler gibi) belirli bir hedefe yonelik ila¢g salinminda
kullanimini saglamistir [7-9]. Son yillarda; biyolojik,
biyokimyasal, zirai ve gida alanlarinda da lipozomlarin
birgcok farkll aktif ajanin kapsile edilmesi igin ideal
sistemler oldugu goérilmustir. Enzimler, antimikrobiyal
maddeler ve antioksidanlar kapsillenen maddelerden
bazilandir [10-15].

Gida alaninda lipozomlarin kullanimi endUstride pek
yaygin olmamakla birlikte, konudaki arastirmalar son
yllarda  artis  gostermistir.  Lipozomlarin  gida
endustrisinde yaygin olmamasinin nedenleri arasinda,
lipozomlarin gida igindeki diger bilesenlerle etkilesiminin
pek bilinmemesi ve lipozom olusumunun, hem
hammadde hem de Uretim agisindan maliyetli bir

stabiliteleri, gida ile etkilesimi gibi fonksiyonel
Ozelliklerinin anlasiimasiyla ve kesintisiz yiksek basing
homojenizasyonu, ekstriizyon filtreleme gibi gelisen
Uretim teknolajileriyle beraber; lipozomlarin
antimikrobiyallerin, aroma maddelerinin saglida olumlu
etkileri kanitlanmis  aktif ajanlarin iletimi amagl
fonksiyonel gida Uretiminde kullanimi daha uygulanabilir
bir hale gelmistir [1, 16-22].

Lipozomlarla Kapsiilasyonun Avantajlari

Lipozomlarla kapstllenen ajanlarin, icinde bulunduklari
sistemle etkilesimlerinin kesilmesi sayesinde dis ortam
etkisi ile gergeklesebilecek bozunma reaksiyonlarini
engelledigi ve yine aktif ajanlarin ortama kontrolli
saliniminin gerceklestirilebildigi, bu sayede kapsullenen
antimikrobiyal, antioksidan, vitaminler gibi bilesiklerin
pastdérizasyon, kurutma, pisirme, kizartma gibi islemlere
daha dayanikh olduklarn gézlemlenmistir [1, 16, 23, 24].
Gidalarda kontrolli  salinim amacgh da kullanilan
lipozomlar, yiksek miktarlarda tiketildiginde toksik etki
gbsteren A vitamininin kapstlasyonunda kullanildiginda,
bu etkiyi ortadan kaldirdigr gésterilmistir [25].

Lipozomlari diger kapsulasyon ajanlarindan ayiran en
6nemli 6zelligi hicre membranina olan yapisal
benzerligidir. Bu 0zelligi sayesinde; hicre igi
galismalarda bazi biyoaktif ajanlarin vicutta spesifik
alanlara  (hicrelere)  dagitimini  ve  salinimini
gerceklestirebildigi gérulmastar (Sekil 1) [3, 7, 8].
Lipozomlarin bu 6zgiin yapisi, bu nanopartikillerin kanla
taginimi sonucunda hucreler arasi alana girmesine
olanak saglar. istenilen sekilde tasarlanmis lipozomlar,
Sekil 2'de goéruldiga gibi hicrelerle iletisim igine
girdiklerinde, hucreyle birleserek iclerindeki ilacin
tamamini hiicre sitoplazmasina salarlar [1, 7, 8, 16, 26].
Bu 6zellik sadece farmasétik uygulamalarda degil, gida
uygulamalarinda da fonksiyonel ajanlarin
bioyararlanimini  artirmak amaglh kullanilabilir. Oral
uygulamalarda lipozomla kapsillenmis aktif ajanin
bioyararlaniminin arttigi gézlemlenmistir. Bunun nedeni
olarak lipozomlarin hlicre zarina benzerlidinin yani sira;
lipozomlarla kapstllenmis ajanlarin sindirim sistemi
icerisinde dis etkilerden korunarak kana karigsana dek
bozunumunun engellenmesi gosterilmistir [25, 27, 28].

prosedir olmasi sayilabilir. Ancak lipozomlarin
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Sekil 1. Temsili bir lipozom gérintisu
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Sekil 2. Lipozomlarla hedefe yénelik ilag salinimi

Lipozomlarin  kapsllasyon maddesi olarak tercih
edilmelerinin 6n énemli nedeni; tamamen biyo-uyumlu,
biyo-bozunur olmalari, toksik etkilerinin olmamasi ve
istenildiginde kapsullenmis maddeyi salabilmeleriyle
aciklanabilir [2, 3, 5].

Lipozomlarin en bilyuk avantajlarindan biri dogada var
olan bilesenlerden yapilabiliyor olmalardir. Bu da
gidalarda kullaniminda herhangi bir yasal diizenlemeyle
karsilagilmasini engeller [1]. Ayrica lipozomlar; daha
O6nce de bahsedildigi gibi hem hidrofiik hem de
hidrofobik bilesiklerin kapsule edilmesi igin kullanilabilir,
hatta ayni anda cift enkapsilasyon sistemi gorevi
gbrebilir [2, 3, 6]. Polimer bazli olmadiklarindan ve
olusumlarinda lesitin  konsantrasyonu ¢ok duslik
oldugundan, diger bircok kapsulasyon ajaninin aksine
koyulduklari eklendikleri sistemin reolojik 6zelliklerini
degistirmezler [29].

Lipozomlarin Kullaniminda Karsilasilabilecek
Sorunlar

Lipozomlar kirilgan pargaciklardir. Bu fiziksel instabilite
ylzlinden iglerinde kapslle edilmis olan maddeyi
sizdirabilir ve kaybedebilirler [3]. Ayrica lipozomlar
kiviimh  olmadiklart  zaman en dlUsik enerji
seviyesindedirler; bu nedenle ufak lipozomlar bir araya
gelip birlesirler ve kivrimlarini  azaltirlar. Bu da
lipozomlarin partikul boyutlarinin zamanla artmasina ve
bir slre sonra lipozomlarin ¢oékelti  olusturup
dispersiyondan ayrilmasina neden olur. Bu durum
lipozomlarin termodinamik olarak stabil olmamasiyla
aciklanir [3, 16, 30]. Distk pH'li ortamlarda lipozomlarin
yUzey yukinin azalmasi ile beraber bu davranisin daha
yodun gorildigiu gdézlenmistir [5]. Lipozomlar fiziksel

43

stabilitesini artirmak icin bagka polimerler ile bir arada
kullanilabilirler. Bu konu ileride "Lipozom Stabilitesinin
Artinimasi’ isimli bélimde detayl tartisilacaktir.

Kapsillenen  maddenin  salinim  hizinin ~ kontrol
edilmesindeki zorluk da lipozom kullaniminin bir bagka
sorunudur [16, 31]. Ayrica, lipozom olusumu igin gerekli
olan hammadde ve prosedurin nispeten yiksek
maliyetli olmasi lipozomun gida endustrisinde
kullanimini olumsuz etkileyebilecek nedenlerden biridir.
Bu neden, alicilarin daha yiksek miktarlar harcamaktan
cekinmedigi farmasotik endlstrisini ise ayni oranda
etkilememektedir [1, 16].

YAPISAL OZELLIKLERI
Fiziksel Yapi
Lipozomlar ¢ift katmanh yapi olusturma &zelligine sahip

amfifilik polar lipitlerin su gibi polar bir ortamda
dagilmasi sonucunda olusan yapilardir. Siklikla kire

sekillilerdir ve bir veya birden fazla amfifilik
membranlarin gifterli katmanlar halinde bir araya
gelmesiyle olusurlar [16, 32, 33].

Tek bir ¢ift katmanlh yapidan olusan lipozomlar

boyutlarina gore; kiclk tek katmanll kesecikler (cap <
30 nm) (SUVs) ve bliylik tek katmanl kesecikler (gcapi
30-100 nm arasi) (LUVs) olarak ayrilirlar. Birden fazla
¢ift katman igeren lipozomlar ise; eder tum gift katmanlar
ardarda siralanmigsa ¢ok katmanl kesecikler (MLV), ya
da farkh boyutlarda birden fazla gift katman baska bir cift
katman tarafindan kaplanmissa ¢oklu kesecikli
kesecikler (MVV) olarak adlandirilir (Sekil 3) [32, 33].
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Sekil 3. KiicUk ve biyuk tek katmanli kesecikler ile cok katmanli ve ¢oklu kesecikli lipozomlarin sematik gérintisa

300 nm’den blylk lipozomlar 15181 gbzle gériilebilecek
kadar dagitirlar ve bdyle &rneklerin bulutlu beyaz bir
goruntist olur. Ancak 300 nm’den kiguk boyutlarda
lipozomlardan olusan karisimlar, berrak ya da hafif
mavimsi transparan bir gorintide olurlar. Olusum

sonrasi ve depolama sirasindaki pargacik boyutu
lipozomlar igin énemli bir stabilite géstergesidir [16, 30].
Tablo 1’de farkli lipozom cesitlerinin siniflandiriimasi,
karakteristik 6zellikleri ve olusum metotlari gésterilmistir

Tablo 1. Lipozomlarin siniflandiriimasi, olusturulma yéntemleri ve karakteristik 6zellikleri

[16, 32, 34]

Lipozom Cesidi Olusturma Yontemleri Karakteristik Ozellikleri

MLV Ince-film kurutma/tekrar Olusumu igin duslUk enerji yeterlidir.
sulandirma Yuksek kapsulasyon verimi. Basit

hazirlanim ve malzeme ve
ekipmanin disuk maliyeti.
Maksimum depolama stabilitesi.

LUV MLV'lerin membran Olusumu igin yUksek enerji gerekli
ekstriizyonu, ultrasonikasyon, degildir. YUksek kapstlasyon verimi.
ylksek basing SUV’lere  kiyasla daha uzun
homojenizasyonu depolama stabilitesi

Suv MLV ve LUV’lerin membran Daha yiksek  homojenizasyon.

ekstriizyonu, ultrasonikasyon
(ug veya banyo ile), MLV’lerin

diyalizi, yiksek basing
homojenizasyonu

Duslik kapsulasyon verimi. Berrak
cozelti.

Lipozomlarin i¢ bdlimlerindeki boslukta su vardir, iki
katmanin arasi ise hidrofobik &zellik gésterir ve yag gibi
non-polar fazlarin saklanmasi icin idealdir. Polar gruplar
ic ve dis yuzeyle temas igindeyken, apolar gruplar gift
katmanin i¢ tarafina dogru yén alirlar. Béylece hidrofobik
bélimler icinde bulundugu sollisyonla minimal derecede
etkilesim icindeyken hidrofilik baslar sollsyona tam
anlamiyla maruz kalmis durumdadir [1]. Bu nedenle
lipozomlarin ici olusturuldugu ortamla ayni kimyasal
kompozisyona sahiptir, ve burada hidrofilik materyaller
enkapsiile edilebilir. ki polar lipit katmanin arasi ise non-
polar bir dzellik gbsterir ve burasi lipofilik materyallerin
kapsuli icin idealdir [3, 35]. Bu 6zellik sayesinde cift
kapsllasyon sistemi kurularak; tek bir lipozomda hem
hidrofilik (ic bélimde) hem de hidrofobik (iki polar lipit
arasl) ajanlar saklanabilir [2].

Kimyasal Yapi

Her ne kadar galaktolipitler gibi bagka lipitler de dahil
olabilse de, lipozomlar temel olarak fosfolipitlerden
olusur.  Fosfolipitter ~ya  sfingolipitter ya da
fosfodigliseratlar olarak bulunur [35, 36]. En yaygin
bulunan  fosfolipit, lesitin  olarak da  bilinen
fosfatidilkolindir (PC) [37].
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Sekil 4'te de goérulebilecegi gibi, PC sn-1 ve sn-2
pozisyonlarinda gliserin tabanina ester baglariyla bagli
hidrokarbon zinciri varken, sn-3 pozisyonunda bir kolin
gruba bagh bir fosfat grubu bulunmaktadir. ki
hidrokarbon zinciri hidrofobik kuyruklari olustururken,
fosfakolin ise polar basi olusturur [36].

Calismalarda yogun olarak kullanilan dogal fosfolipit
kaynaklari soya, yumurta ve aygigegi lesitini birden fazla
farkli  fosfolipitin  birlesiminden olusur; ancak bu
lesitinlerin ~ buylk  bir miktar  (yaklasitk  %75)
fosfatidilkolin'den olusur [3, 5]. Dogal kaynakli lesitinler
tohum ve cekirdeklerden yag Uretiminin degumming
asamasinin bir yan Urinidir ve tamamen saflastiriimis
(tek bir fosfolipitten olusan) lesitinlerin aksine nispeten
disitk maliyetli ve daha yaygindir [2].

Fosfolipit Cesitleri

Lipozom olusturmak igin bircok farkli fosfolipit
kullanilabilir. En ¢ok kullanilan bazi dogal ve sentetik
fosfolipitler Tablo 2'de gosterilmistir;

Bu fosfolipitler jel-sivi dénlsim (transition) sicakligi,
akiskanlk, ylzey yiki gibi 6zellikler agisindan farklilik
gosterirler [6, 37]. Tablo 3'te bazi fosfolipitlerin jel-sivi
donisim sicakliklarinin kiyaslamasi verilmistir.



E. Kirtil, M.H. Oztop Akademik Gida 12(4) (2014) 41-57

0 snl CHZ—O—C —R1
” | Fosfat grubu
RZ_C_‘O—'CH5112 0
| ” Kolin grubu
s13CH,— 0 — PI’ — O0|—|CH,CH,N(CH,),
0

Sekil 4. Fosfatidilkolin’in kimyasal yapisi

Tablo 2. Lipozom yapiminda en ¢ok kullanilan fosfolipitlerden bazilari [6]

Dogal Fosfolipitler

Sentetik Fosfolipitler

Fosfatidilkolin (PC)
Fosfatidilserin (PS)
Fosfatidiletanolamin (PE)
Fosfatidilgliserol (PG)

Distearoylfosfatidilkolin (DSPC)
Dipalmitoylfosfatidilkolin (DPPC)
Dimyristoylfosfatidilkolin (DMPC)
Dilaurylfosfatidilkolin (DLPC)

Distearoylfosfatidiletanolamin (DSPE)

Tablo 3. Farkli fosfolipitlerin jelden sivi forma gegis
sicakliklari [6, 37]

Lipit Doénlsum Sicakh (°C)
DLPC (Cy2) 0

DMPC (C44) 23

DPPC (Cyg) 41

DSPC (Cyg) 58

DBPC (C,.) 75

Egg PC -5'den -15'e

Soy PC -20'den -30'a

Fosfolipitlerin cogu (dogal yumurta ve soya lesitini de
dahil olmak Uzere) genis bir pH araliyinda negatif
yUklGdir. Pozitif veya nétr lipozom Uretmek igin
Fosfatidiletanolamin (PE) gibi pozitif yUkli polar lipitler
kullanilmahdir, ki bunlar da c¢odunlukla daha yiUksek
maliyetlidir. Bu nedenle eksi yuklli fosfolipitler tercih
edilir ve elektrostatik depozisyon yapilacaksa Ustline
pozitif yUklG bir polimer kaplanir (kitosan bu amagla
yaygin kullanilir) [5].

Sentetik fosfolipitler arasinda en ¢ok kullanilanlardan biri
L-a-Dipalmitoylfosfatidilkolin’dir (DPPC) . DPPC yliksek
faz gegis sicakligi nedeniyle daha genis bir sicaklik
araliginda stabilitesini koruyabildiginden bazi
durumlarda PC’ye tercih edilir [37, 38].

LiPOZOM URETIMI

Fosfolipitler suda ¢o6ziindiklerinde hidrofobik uglar
birbirine, hidrofilikler disari bakacak sekilde ikili diz
katmanlar olustururlar (Sekil 1). Lipozomlar bu ikili lipit
katmanlarinin pargalanip kirecikler halinde kapanmasi
ile olugurlar (Sekil 1). Bu olusum spontan olarak
gerceklesmez, yani lipozomlarin olusmasi igin sisteme
enerji uygulamak gerekir. Lipozomlu sistemin, &nceki
haline kiyasla serbest enerjisi daha yuksektir.
Lipozomlar bu nedenle termodinamik agidan stabil
yapilar degildirler. Olusturulmak istenen lipozoma gére
koyulmasi gereken enerji miktari belirgin sekilde degisir
[16, 35, 39].
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Ornegin  MLV’ler suya eklenen fosfolipitlerin  hafif
karistiriimasi ile olusabilirken, LUV ve SUV dretmek igin
sisteme 6nemli miktarda enerji vermek gerekmektedir.
Verilen bu enerji ile ilkin olusan MLV ve MVV ler tek gift
katmanli (bi-layer) yapilara déntstardltr [33, 40].

Genellikle lipozomlar, emdlsiyonlar gibi, fiziksel
stabilitelerin belirli bir siire koruyabilirler. Buna “kinetik
olarak stabil” denilmektedir. Zaman iginde partikiller
birlesir ve partikil boyutu artar. Emulsiyonlara olan bu
benzerlikleri hazirlanma bigimlerinde de kendini gdsterir.
Lipozomlar; mekanik ydntemler ile olusturulabilecekleri
gibi, mekanik olmayan metotlarla da olusturulabilirler.
Simdi lipozomlarin bu Uretim bu metotlardan bazilari
daha detayli incelenecektir.

Mekanik Metodlar
Yiksek Siddetli Ultrasonikasyon

Bu ydntemle SUV ve LUV’ler Uretilebilir. Yontemin ana
prensibi frekansi 16 ile birkag yiz kHZ arasinda degisen
ses dalgalarinin ¢bzeltiye uygulanmasi sonucunda
sistemde ufak oyuklar olusturulmasi fikrine dayanir. Ses
dalgalari ile olusup tekrar dagilan bu kiresel oyuklar,
her dagilmada yakin gevresinde ylksek basing ve
sicaklik artiglarina ve beraberinde de ylksek hizda bir
trbllans akisa neden olur. Bu ufak ve gegici tirbllans
akislarin cevresine uyguladigl baski sonucunda biytk
boyutlu lipozomlar pargalanir, béylece LUV ve SUV’ler
elde edilir [1, 41]. Lipozom dUretimi icin, direk u¢
sonikatéri ve indirekt kiivet tipi sonikatér olmak tzere iki
cesit ultrasonikasyon sistemi kullanilabilir.

Direkt ug sonikatér (Sekil 5) ultrasonik bir jeneratériin
paslanmaz celik veya titanyum bir uca baglanmasindan
olusmustur. Bu ug¢ direk olarak sollisyona daldirilir, ve
sonikasyon gercgeklesir [1]. Direk u¢ sonikatorler ile;
sisteme cok ylUksek enerji uygulanabilir, bdylece kivet
tipi sonikatérle hazirlanan numunelere kiyasla daha
distk boyutlu partikiller elde edilebilir. Ancak bu tip
sonikatorlerin bazi dezavantajlari da vardir. Sonikasyon
uygulanan sollsyonda enerji dagilimi homojen degildir.
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Bu nedenle, partikil boyutlarr daha c¢esitlidir.
Tekrarlanabilirlik digtktur. Tim sonikasyonlarda yiksek
eneriji girisi nedeniyle, soliisyonda 1Isinma

gergeklesebilir; ve direk u¢ sonikatdrlerde kivet tipi
olanlarina gore sicaklik kontroli zordur. Ayrica zamanla

a) Direkt Ug Sonikatori

Sv1 Ornek

metal ucun  degredasyonu  solusyondaki iyon
konsantrasyonunu artirabilir ki bu da birgok bozunma
reaksiyonlarini tetikleyebilir (lipit oksidasyonu gibi) [33,
35, 40].

b) Kiivet Tipi Sonikator

R, \

Soguk su Sonikator Ug

Sv1 Ornek

Sekil 5. En ¢ok kullanilan lipozom olusturma ydntemlerinden a) Direkt u¢ sonikatdrt b) Kivet tipi sonikator

Kivet tipi sonikatérler ile, esit enerji dagihimi
sagladiklarindan daha homojen partikil boyutlar elde
edilir. Ayrica direk ug sonikatorlerin aksine metal ug ile
solisyon arasinda direk bir temas olmadidr icin iyon
kontaminasyonu s6z konusu degildir. Bunun yani sira;
klvet tipi sonikatérler daha iyi sicaklik kontrolU saglarlar.
Ancak bu sonikatérler, direk u¢ sonikatorlere kiyasla
sisteme daha az enerji saglarlar [39, 40]. Tum bunlar
g6z 6ndne alindiginda kivet tipi sonikatérler, MLV ve
MVV veya mikro boyutlarda LUV olusturmak igin daha
uygunken; direkt tip sonikatérler ise nano boyutlu LUV
ve SUV (iretimi igin daha idealdir.

Sonikasyon lipozom olusturmada kullanilan yaygin bir
yontemdir ve Ozellikle stabil SUV’ler Uretmek igin ideal
bir ydéntem olarak kendini kanitlamistir.  Ancak
sonikasyon kullanimda birka¢ sorunla karsilasabilir.
Bunlar;

e Baz lipit dispersiyonlarinin sonikasyonunun yogun
kdpuk olusumuna neden oldugu gézlenmistir.

e Ayrica sonikasyonun enkapsile edilen maddenin
bazi &zelliklerinde modifikasyona neden olabildigi
gOrulmdastar.

e Sonikasyonla Uretiimis kesecikler metastabildir,
zamanla bulydyebilir. Bu nedenle sonikasyonla
Uretilmis lipozomlarin kullanim Oncesi 24 saatten
uzun bir sitre dinlendirilip daha stabil bir partikil
boyutuna ulagmalarinin beklenmesi tavsiye edilir
[42, 43].

Yiiksek Basing Homojenizasyonu

Yiksek basing homojenizatérleri, 10 ile 100 MPa
arasinda basin¢ igeren bir halka icinden 200 m/s’den

yuksek hizlarla gegen dispersiyonlarin;  partikdl
boyutlarini  belirgin bir sekilde dustrebilir. Sistemin
verimi giris ve c¢ikis arasindaki basing farkiyla

bagintilidir. Ozel bir yiiksek basing homojenizatérii olan
mikroakiskanlastiricrda (Sekil 6) ise, partikil boyutunda
kicllme, sisteme giren sivinin  o6ncelikle iki ayri
mikroakiga ayriimasi ve sonrasinda bu iki yuksek hizli
akiglarin  carpismasi  sonucunda elde edilir [42].
Mikroakigkanlastirici  kullanimi  yUksek kapstlasyon

verimi sagdlarlar, ve ¢ogunlukla benzer yiksek basing
homojenizatérlere kiyasla daha kigik partikiller elde
edilebilir [40].

Sekil 6. Mikroakiskanlastirici calisma prensibinin sematik gésterimi

Mikroakigkanlastirici, ultrasonikasyon ile beraber en
siklikla kullanilan lipozom hazirlama metotlarindan biridir
(Factors involved in the production of liposomes with a
high-pressure homogenizer). Standard bir lipozom
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hazirlama prosediriinde ilk adim olarak, su ve lesitinin
yiksek hizli bir karistirici ile karistirlmasindan ¢oklu
katmanli ve kesecikli lipozomlar (MLV ve MVV) elde
edilir. Mikroakigkanlastirici bu adimda devreye girip



E. Kirtil, M.H. Oztop Akademik Gida 12(4) (2014) 41-57

sisteme uyguladigi ylksek enerji ile keseciklerin
pargalayici 6zellik gbsterir [42]. Elde edilen lipozomlarin
pargacik boyutu, sistemin uyguladigi basing ve
dispersiyonun sistemden gegiriime sayisi ile ters
orantilidir ~ [44]. Mikroakiskanlastiricilarda  diger
homojenizasyon metotlarina gére islem suresi daha
kisadir ve sistem hem sirekli hem de yigin calisma
mantigiyla isleyebilir [45]. Ancak
mikroakigkanlastiricilarin en énemli avantaji dasik ve
yiksek skaladaki cihazlarin calisma prensiplerinin
benzerligi sayesinde, laboratuvar seviyesi (distk
skalada) Uretimin, endistriyel seviyeye (ylksek skalada)
kolaylikla tasinabilmesidir [42, 45].

Ekstriizyon Homojenizasyonu

Ekstrlizyon veya membran homojenizasyonu
yénteminde, blylk boyutlu lipozomlar iceren akiskan
sistem, esit gbzenek boyutlu bir filtreden gegmeye
zorlanir. Bdylece daha kiglk ve homojen yapida
lipozomlar iceren numuneler elde edilir [1]. Ancak
metodun bazi zayfliklan vardir. Ekstrizyon ile
membrana giren blyuik lipozomlar parcalanir ve ¢ikista
tekrar olusur; bu islem sirasinda lipozomlarin igindeki
madde ortama akar. Bdylece kapsil edilen madde
miktar azalabilir ya da kaybedilebilir. Bunu dnlemek igin
ekstriuzyon kapsullenecek ajanin yuksek
konsantrasyonda var oldugu bir ortamda yapiimalidir
[42]. Ayrica lipit membranlarin ylzeyler arasi reolojik
Ozellikleri lipozomlarin faz durumuna goére degisim
gosterir. Eger sicaklik jel-sivi  gegis sicakliginin
altindaysa, bu metot cogunlukla basarisiz olur. Metodun
islemesi icin lipozomlarin akigkanhgr daha ytksek olan
sivi-kristal fazda olmalari gerekmektedir. Bu fazdayken
lipozomlarin  yapisinda bir bozulma olsa dabhi,
keseciklerin kendilerini tamir edebilme becerileri daha
yUksektir [6]. Bu nedenle ekstrlizyon ve membran
homojenizasyonu sicaklik, ve basing gibi digsal
etkenlerden dolayli olarak etkilenir [39].

Mekanik Olmayan Metotlar
Ters Faz Buharlagmasi

Ters Faz Buharlasmasi (TFB) uygulamasinda, gift
katmanli kesecik olusturma potansiyeline sahip polar
lipitler (fosfolipitler gibi) diisiik kaynama noktali organik
bir sivida (dietil eter, isopropil eter, kloroform ya da
metanol gibi) dagitilirlar. Sonrasinda kapsillenecek
maddeyi igeren sulu bir ¢ozelti bu organik faza eklenir ve
karisim kisa bir homojenizasyon isleminden gecer.
Olusan emdilsiyonda hidrofilik baglar su ile kontak
icindeyken yag asit zincirleri ise organik ¢ozlci ile

temas halindedir. Coziici dlUsik basing altinda
buharlastinldiginda, geride suda dagiimis lipit
kesecikleri kalir [1].  Organik ¢6zlclyl tamamen

buharlagtirmak igin sonrasinda sistem nitrojen gazina
maruz birakilabilir [46, 47]. Bu ydntemle olusturulan
lipozomlar bunu takip eden ikinci bir yéntemle daha
kiicUk ve homojen boyutlu bir hale getirilebilir.
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Dondurarak Kurutma-Tekrar Sulandirma

Bu teknikler lipozom olusturmaktan ziyade olusmus
lipozomlari modifiye etmek ve 6zelliklerini gelistirmek
amagclh kullanilir [1]. Hazirlanmis lipozomlara uygulanan
dondurarak kurutma ve ardindan jel-sivi dénisim
sicakhiginin (Ty) Ustinde tekrar sulandirma ile yiksek
verimli (%45’e kadar) blyuk boyutlu (cogunlukla >1 pum)
MLV’ler ve MVV’ler elde edilebilir. Sirecin ardarda
tekrarlanmasiyla enkapstlasyon veriminin daha da
arttig1 géralmustur [48, 49].

LIiPOZOMLARDA STABILITE
Kimyasal Stabilite

Kimyasal instabilite oksidasyon veya hidroliz sonucunda
lipozomal yapinin bozulmasi ile ortaya cikar. Lipit
oksidasyonu sonucunda lipozomlarin yapisi bozulur ve
fonksiyonlarini  kaybederler. Bu problem, 6&zellikle
doymamis yagd asitlerinden olusan fosfolipitler igin
Onemli bir sorundur. Oksidasyonu tetikleyebilecek
nedenlerden biri de ortamda gegis metallerinin varhgidir
(demir gibi). Bu metaller oksidasyon reaksiyonunu
destekler 6zellik gbsterirler [2, 50].

Lipozomlarin oksidatif bozunumlarini minimize etmek
icin;

e Disuk seviyede hidroperoksit ve gecis metali iceren
lesitinler tercih edilmelidir.

e Lipozom karisimi  hazirlanirken, dispersiyonun
metallerle iletisimi minimum tutulmahdir.

e Yiksek miktarda doymus yag asitleri
fosfolipitler kullaniimalidir.

e Lipozomlarin ylzey yuku oksidasyonu azaltacak
sekilde modifiye edilmelidir [30, 50].

iceren

Lipozomlarin lzerine ortamla iligkisini azaltabilecek kalin
bir polimer kaplanmasi (kitosan gibi) veya bir
antioksidanla beraber (EDTA, fenolik bilesikler gibi)
kullaniimasinin bu sorunu blylk miktarda ortadan
kaldirdigr gértlmistir [2, 3, 50]. Antioksidanlarin bilinen
etkisinin yani sira, kitosan kaph lipozomlarin da
oksidasyona daha az maruz kaldidi, Panya ve ark.
[50Tnin  yaptigi calismada gdézlemlenmistir. Bunun
nedeni, kitosanin kationik bir polimer olmasi nedeniyle
elektrostatik itis ile arti yukli gecis metallerinin lipozom
ylzeyine ulasmasini engellemesi olarak agiklanmistir.

Fiziksel instabilite

Lipozomlar faz doénisimi gegirdiklerinde veya ift
katmanli yapilari bir araya gelip birlestiginde i¢
katmanda saklanan materyaller kapsilden disari akarak
fiziksel instabiliteye neden olur. Bu nedenle fiziksel
stabilite arastirmalarinda partikil blydkligd ve faz
degisim kontrolleri gergeklestirilir. Optimum sicaklik, pH,
partikll boyutu, iyonik gii¢ ve dogru fosfolipit cesidi/aktif
ajan kombinasyonunu bulmak, lipozomlarla
enkapstiilasyon yapmak isteyenler igcin 6nemli faktérlerdir
[1, 38]. Lipozomlarin fiziksel ve kimyasal stabilitesi;
mekanik stres, pH, iyonik glg¢, sicaklik gibi dissal
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etkenlerle beraber fosfolipit konsantrasyonu,
kompozisyonu, kapsile edilen materyalin cesidi ve
konsantrasyonu gibi i¢sel etkenlere baglidir. Simdi bu
unsurlardan bazilar daha detayl incelenecektir.

Stabiliteyi Etkileyen Unsurlar
Sicaklik (Faz Déniisiimii) Etkileri

Lipozomlar 1s1 ile karmasik faz donlsimleri
gosterebilirler. Bu siregte lipozomlarin reolojik 6zellikleri
dramatik bir degisim gosterir ve lipozomlar mekanik
strese (basing gibi) c¢ok duyarli olurlar, bu da
lipozomlarda dagilmaya ve/veya kapsullenmis igerigin
katmanlardan sizmasina veya tamamen salinimina
neden olabilir. Bu nedenle faz dénlslimleri,
lipozomlarin  stabilitesi igin bir gdsterge olarak
kullanilabilir [51, 52]. Fosfolipit igeren sistemlerin faz
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gecisleri  komplekstir.  Bulundugu sicaklik  veya
kompozisyonuna goére birden fazla sivi-kristal veya
mezomorfik formda bulunabilirler. Lipozomal sistemler
icin en 6nemli parametrelerden biri jelden sivi-kristale
doéndsim  sicakligidir.  Bu sicaklikla, hidrokarbon
zincirlerinin erimesi sonucunda lipozomlar cift katman
dizenli diziliminin codunu kaybeder [1, 37]. Bu nedenle
lipitlerin erime araligini belirleyen hidrokarbon zincir
uzunlugu, doymug/doymamis yag asidi miktari, trans/sis
izomerizmi  gibi  Ozellikler fosfolipitlerin  dénisim
sicakhigini da etkiler [6].

Bu gecimleri gozlemlemek icin diferansiyel taramali
kalorimetri (DTK) kullanilabilir. DTK'de faz gegisleri
Isitma déngustnde endotermik tepecikler olarak kendini
gosterir. Lipozomal sistemler DTK ile incelendidinde ¢
farkli donGsume denk gelen Gg tane tepecik gdzlemlenir
(Sekil 7). Bunlar;
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Sekil 7. @) Lipozomlarin (Yumurta lesitini 1% kitle) b) Kitosan ile kaplanmis lipozomlarin (Yumurta lesitini %1, kitosan
%0.5 kitle) DTK termogrami (1sitma, sogutma, 1sitma déngusu)

Ara-déniisiim: Kati-kati gegisi temsil eden ve sadece
Cys ile Cyg doymus yag asitlerinde gorllen yar jel den
jele gegis sicakligr.

On-déniisiim: iki farkli jel yapisi arasinda gegisi temsil
eden 6n gegis sicakligl.

Déniligsiim: Hidrokarbon zincirlerinin eridigi jel den siviya
gegisi temsil eden dénisim sicakligi [6, 51].

Olarak listelenebilir.

Bu doéndsUmler sirasinda hidrokarbon zincirlerinin
yapilarinin  degismesi nedeniyle yeniden dizilim
gerceklesir. Bu da lipozomlarin igerisindeki kapsullenmis
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maddenin disari sizmasina neden olur. Bu nedenle bu
gecislerin lipozomlarin normal depolama veya tiketim
sicakliklarinda gerceklesmemesi gereklidir. DSC, EPR
ve FTIR bu gegislerle ilgili verdikleri bilgiler ile lipozomal
sistemlerin stabilitesinin incelenmesi icin kullanilabilir
[38]. Fosfolipitlere kolesterol eklenmesi sonucunda
olusturulan lipozomlarda, kolesterol miktari artiriidikga
On geciste da bir yok olma ve dénisim sicakliginda bir
ylkselme gérllmektedir. Dénlisim basamaklarindaki bu
azalma ve jel-sivi donisim sicakligindaki artis,
lipozomlarin depolama sirasindaki stabilitesini olumlu
etkiler [6].



E. Kirtil, M.H. Oztop Akademik Gida 12(4) (2014) 41-57

Yiizey Yuki ve pH Etkileri

Lipozomlarin  kapsilleme verimi, icinde bulundugu
ortamdaki diger materyallerle etkilesimine baglidir; ki bu
da ylzeyler arasi 6zelliklerle belirlenir (ylzeyler arasi
reolojik ozellikler, hidrofobisite, ve ylzey yUki gibi).
Lipozomlarin bu ézellikleri olustugu madde, ¢ézlicl tird,
iyonik gug, ve sicaklik gibi kosullara baghdir [1].
Lipozomlarin ylzey yUkid de ortamdaki materyallerle
etkilesimi  dolayisiyla  lipozom  enkapsilasyonunu
etkileyen nedenlerden bir digeridir. YUkIU fosfolipitler ile
yUkli bilesikler elektrostatik etkilesim iginde bulunur.
Ornegin, yikli lipozom membranlar ayni miktarda yiik
tasiyan bilesiklerin membrandan gecmesini
engelleyebilir, ki bu da lipozomlarin icinde kapslle
edilen maddelerin disardaki ¢6ézlci icindeki bilesiklerle
bir araya gelmesini engelleyen faktdrlerdendir [53].

En yaygin kullanilan fosfolipitlerden biri olan PC ift
kutuplu 6zellik gbsterir, yani genis bir pH araliginda bas
grubunun yUki sifirdir. Ancak Makino ve arkadaslari
[54], tarafindan yapilan bir ¢alismada cift kutuplu bas
grubunun oryantasyonu sicaklik ve iyonik guc ile
degismistir ve bununla birlikte de net ylik degerlerinde
bir degisim gbzlenmistir. Bu da lipozomlarin net yikinin
sadece fosfolipit molekilinlin 6&zelliklerine degil ayni
zamanda onun cevredeki molekillerle etkilesimine de
bagl oldugunu kanitlamistir. Lipozom gegirgenliginin ve
stabilitesinin; sicaklik, faz dénlisimu, iyonik igerik, pH,
fosfolipit cesidi ve ortamdaki diger maddelerle etkilesimi
gibi etkenlerle degisimi; hicre membranlarina 6zgu
kompleks biyokimyasal sistemlerin dogru islemesini
saglayan segici gecirgen 06zellik ile bagdasmaktadir.
Gibis ve ark. [2], (%75'i fosfatidilkolinden olusan) soya
lesitiniyle yaptigi calismalarda pH’nin lipozom ylzey
yuki Uzerindeki etkisini gdstermigtir. Buna gbre, zeta
potansiyel 6lcimu ile, pH 3 te -21.8 olarak &l¢llen
lipozomlarin yoki pH 11 e ciktiginda -57.7 olarak
Olctimastar.

LIPOZOM STABILITESININ ARTIRILMASI
Polimer Kaplanmasi

Lipozomlarin stabilitesini artirmak i¢in bir bagka
biyopolimer  katmaniyla kaplanmasi  bilinen  bir
yéntemdir. Bdylece lipozom sistemi endUstriyel kosullara
daha uygun bir hale getirilebilir. Bu amagcla ¢odunlukla
elektrostatik depozisyon metodu kullanilir. Bu metot zit
yUklG polimerlerin birbiri Ustline iki veya daha fazla
katman halinde kaplanmasi prensibine dayanir [2].

Yaygin olarak kullanilan fosfolipitlerin (yumurta ve soya
lesitini) negatif yUkli olmasi nedeniyle olusturulan
lipozomlar eksi yUkltdir, Uzerine de bu ybéntemle arti
yUkli bir polimer kaplanir ki bu amagla da siklikla
kitosan kullanilir. Kitosan biyo-uyumlu, biyo-bozunabilir
oldugu ve toksik etki gbstermeyen, antimikrobiyal
Ozellikli bir polimerdir [2, 5]. Kitosanin ylksek yUk
yogunlugu; kitosan ile kaplanan lipozomlarin pozitif
yUukli olmasina neden olur. Bu sayede sistemin
stabilitesini daha da artirmak amagh ikinci bir negatif
yUklG polimer kaplanabilir. Gibbs ve ark.in (2012) ,
lipozomu (zim c¢ekirdegi 6z0tinUu kapsullemek igin
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kullandiklar  ¢alismalarinda, kapsdullerin  stabilitesini
artirmak icin st Uste iki polimer; kitosan ve sitrus pektini
kullanmiglardir. Sonu¢ olarak lipozom-kitosan-pektin
katmanlarinin altinda kalan 0zim c¢ekirdegi 6zutinin
cevresiyle olan iligskisinin tamamen koparildidi, ve
ulasilabilir 6z0tlin her kat katmanla azaldigi bdylece
kapsulasyon veriminin  katmanlar arttikca arttigi
g6zlemlenmistir [2].

Konu Uzerine Chun ve ark. [5], tarafindan yapilan bir

baska arastirmada, lipozomlar ardarda kitosan-yiiksek

metoksi pektin ve kitosan-A karragenan’in tekrarindan
olusan 6 katmanh iki ayrn sekilde kaplanmigtir.

Calismada kitosan-yliksek metoksi pektin katmanli

lipozomlar iki seferden fazla kaplanamazken, kitosan - A

karragenan kombinasyonu ise en fazla dort katmana

kadar stabilitesini korumustur. Elektrostatik depozisyon ,

lipozom stabilitesini artirmak igin édnemli bir metottur.

Lipozomlarin elektrostatik depozisyon ile kaplanmalari

sonucunda [55-57] ulasilan 6nemli sonuglar asagida

listelenmistir.

e Lipozomlarin tamamini homojen bir sekilde ikinci bir
polimerle kaplamak zordur.

e Dogru optimum polimer konsantrasyonlarini
belirlemek ise elektrostatik depozisyonun
zorluklarindan  bir  digeridir. Ornegin, kitosan
molekdlleri dislk kritik bir konsantrasyonda
(lipozomun yudkind nétrledigi aralikta) lipozomlar
yerine birbirleri ile etkilesim icerisine girerek kdprlye
benzer yapilar olusturur. Bu da kdpri flokiilasyonu
denilen soruna neden olur.

e Yik yogunlugu birbiri ile uyumlu polimerlerin
kombinasyonlar halinde kullanilmasi sarttir.

e Tum lipozomlarin ytzeyinin ikinci uygulanan polimer
ile kaplandigindan emin olmak icin ihtiyac
duyulandan fazla polimer uygulanir. Bu da
sollsyonda lipozomlara baglanmadan kalan; fazla
yUklU polimerlerin bir sonraki zit yuklt polimerle bir
araya gelmesine ve ¢okelti olusturmasina neden
olur. Siklikla karsilagilan bu soruna tlketme
flokllasyonu denir. Bu sorun stepler arasi jel
filtrasyonu ile biyUk 6lgiide engellenir.

e Her polimer uygulanmasinda, partikdllerin
blyUkligl artar; bu da bir sonraki adimda daha
fazla polimer kullaniimasini gerektirir. Artan partikil
boyutu ve polimer miktar ¢o6zeltinin fiziksel
Ozelliklerinde dramatik degisimlere neden olur.
Ayrica her kaplama ile optimum konsantrasyonu
ayarlamak daha da zorlasir [55-57].

Bu sorunlar nedeniyle elektrostatik depozisyonun
ardarda defalarca uygulanmasi  zordur.  Ancak
lipozomlarin sadece kitozan veya beraberinde bagka
polimerlerle de kaplanmasi; lipozomlarin depolama
stabilitesini artirmigtir [2, 3, 58]. Laye ve ark.in [3]
aragtirmasina goére kitosan ile kaplanan lipozomlarin
partikll bulyuklGga 45 gun iginde belirgin bir artis
gOstermemistir [3]. Bunun yani sira kimyasal bozunma
(oksidasyon) kargl da kitosan kaplamanin olumlu etkileri
g6zlemlenmistir [50]. Kitosan ile kaplanmis lipozom
fiziksel ve kimyasal bozunmaya karsi korunmasinin yani
sira, lipozoma lipaz enziminin ulagimini yavaslatarak,
kapsullenmis maddenin daha uzun bir surede kana
karismasini da saglar [3].
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Kolesterol Kulanilmasi

Sekil 8'de de gorildigi gibi hiicre membrani fosfolipitler
icerisine yerlesmis kolesterol molekdlleri ile ¢esitli

a) Lipozom

Ayni sekilde lipozomlar Uzerine yapilan calismalarda
kolesteroliin  lippozom stabilitesine olumlu etkileri
gbézlemlenmistir. Daha 6nce de bahsedildigi Uzere, jel-
sivi faz donlsim sicakliginin altinda lipozom sert,
esnekligi ve gegirgenligi distk bir yapr gosterirken;
Uzerinde ise, esnek, akigkan, gecirgenligi yiksek bir
yap! gOsterir [6]. Lipozomlarin fosfolipit ve kolesterol
karisimindan olusturulmasi sonucunda hlicre membran
yapisina benzerlik gdsteren bir yapi elde edilebilir.

Kolesterol ile olusturulan lipozomlarin faz dénisim
sicakligi altinda fosfolipit zincirlerinin daha yumusak ve
mobil oldugu go6rtlmUstir. Bunun nedeni kolesterol
molekdllerinin hidrokarbon zincirlerinin sert kristal jel
yapida bir araya gelmesini engellemesidir. Faz
dénistm sicakliginin Ustlinde ise kolesterol eklenmesi,
yaplyl daha az sivi bir hale getirmis, dagiima ihtimalini
ve gegcirgenligini azaltmistir. Bu da sert sterol
molekdllerinin  hidrokarbon  zincirlerinin  hareketini
kisitlamasindan kaynaklanir [1, 38]. Bunu destekleyen
cahsmalar da mevcuttur. PC/kolesterol lipozomlarin,
sadece PC’lerden olusan lipozomlara kiyasla, igeriklerini
degisen sicakliklarda daha az sizdirdigi gdzlemlenmigtir

(1.

LiPOZOMAL_ SISTEMLERIN
KARAKTERIZASYONU

Kimyasal Stabilite Kontroli

Lipozomlarin  kimyasal stabilitesinin  kontroll igin

hidroperoksit ve hekzanal 6l¢gimd yapilir. Lipozomal
sistemin depolama stresince oksidasyon ile ugradig
bozunma bodylece gézlemlenmis olur. Gibis ve ark. [2]
lipozomlarin icerisinde bir antioksidan maddenin kapstile
edilmesinin lipozomlarin oksidatif stabilitesini nasil
etkiledigine dair calismalarinda; Uzim ¢ekirdeginden
elde edilmis fenolik bilesikler ile doldurulmus lipozomlar
ile bos lipozomlarda 150 gin boyunca belli araliklarla
hexanal degisimine bakmistir. Dolu lipozomlarda ¢ok az
bir hekzanal olusumu gérilirken, bos lipozomlarin
hekzanal miktari depolama siresince belirgin bir artis
gbstermistir.
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Glikolipit

Wsmhpn

proteinlerinden olusur. Kolesterol hiicre membraninin
bUtlnlGgund korumasina yardimci olur, akigkanlik saglar
ve membrandaki proteinlerin gorevlerini
gerceklestirmesini destekler [59].

Cholesterol

Glycoprotein
b) Hiicre Zar1

Sekil 8. Hiicre membran yapisi

Konuyla ilgili Panya ve ark.’in [50] yaptigi calismalarda
kitosan ile kaplanmis lipozomlarin kaplanmamis
lipozomlara kiyasla oksidatif stabilitesini daha uzun sire
korudugu, ancak en etkili oksidatif korunmanin EDTA
veya rosmarinik asit gibi antioksidanlar eklenmesiyle
saglandigi gorllmastir.  Antioksidan varliginda ise
kitosan ile kaplanmis ve kaplanmamis lipozomlar
arasinda belirgin bir fark gdzlemlenmemistir. Hekzanal
ve hidroperoksit él¢iimi icin GC-MS ve UV spektroskopi
iceren farkli metotlar kullaniimistir. Konuda bir baska
g¢alisma olan Forarada ve ark. Tarafindan yapilan
calismada oksidasyon kontroll icin aralikl olarak
kanstirilarak 37 derecede bekletilen érnekler 2 saatlik, 1
gunlik ve 1 haftalik endoperoksit dlgimleri tiyobarbutirik
asit (TBA) testi ile gerceklestirilmistir [47].

Fiziksel Stabilite Kontroll

Lipozomal sistemlerin fiziksel stabilitesi iki farkli
prensipten yola ¢ikarak incelenebilir. Birincisi (ve daha
¢ok kullanilan) partikdl boyutundaki degisimin izlenmesi,
bir digeri ise lipozomlarin saklanacag (depolama)
sicaklik araligindaki faz degisimleridir. Daha 6nce de
bahsedildigi Uzere, lipozomlar birlesip daha biylk
parcaciklar olusturduklarinda iclerinde kapsullenmis
maddeyi sizdirabilirler veya faz donlisim{ sirasinda
mekanik strese olduk¢a duyarll olduklarindan yine
iclerine hapsedilmis maddeyi ortama sizdirma ihtimali
s6z konusudur. Simdi bu yéntemler detayll olarak
incelenecektir.

Partikiil Boyut Olciimii
Coékme Kontrolii

Partikil capi 300 nm’den biylk olan lipozomal sistemler
g6zle yapilan bir kontrol ile daha kigik boyutlu
sistemlerden ayirt edilebilirler [1]. Daha buyuk ve stabil
olmayan sistemlerde, dipte ¢okelti gbzlemlenebilir. Laye
ve ark. [3] tarafindan yapillan calismada lipozom
tanelerinin boyutlari ne kadar kugukse ¢ézeltinin o kadar
berrak oldugu gdézlemlenmistir. Kitosan gibi bir polimer
kullanildigindaysa ¢b6zeltinin  gérlntisinin daha da
opaklastigi goérllmUstdr. Kritik konsantrasyon olan
%0.02 konsantrasyonda ise kitosanlarin ¢Oktigu
gosterilmigtir. Bu kritik konsantrasyonun Ustiinde ise
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kitosanlarin bulanik ama daha stabil bir yapida oldugu
g6z incelemesiyle gorilebilmistir [3, 5].

Goz ile yapilabilen ¢ékme kontrolliniin yani sira, mikro
ve nano partikll boyutlu sistemlerin partikil ¢capr élgimu
icin bircok farklh metot da kullanilabilir, bunlardan
bazilarindan asagida bahsedilmistir.

Dinamik Igik Sacilimi (DLS)

Foton korrelasyon spektroskopisi olarak da bilinen bu
metotta  parcaciklarin 151§ yayma  miktarindan
yararlanilarak  kolloidal  sistemlerin  partikll  ¢api
belirlenebilmektedir. Hassas ve yaygin kullanilan bir
partikil boyutu belirleme metodudur [2].

Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Bu ydntem c¢ok ince bir tabaka halindeki incelenecek
cismin icinden bir elektron hizmesi gegirilmesi ve bu
elektronlarin  cisimle olan  etkilesiminin  élgim
prensibiyle isler. Optik mikroskopa gore ¢ok daha kigik
boyutlardaki partiklllerin gérllmesine olanak veren bu
sistem, calismalarda 100 nm’den kiguk partikil capina
sahip lipozomal sistemlerin hem kalitatif gézlemi hem
kantitatif (boyut 6lcimu) amagl kullanilmigtir [38].

PFG — Nukleer Manyetik Rezonans

Vurgulu Alanda Gradiyentli Nikleer Manyetik Rezonans
yéntemi ile parcacikh sistemlerin partikil boyutlarinin
belirlenebildigi gbérilmUstir. Bu sistemin dinamik 1s1k
sacilimi (DIS) metoduna kiyasla avantaji DIS ylksek
seviyede seyreltime gerektirirken, bu yéntemle derisik
sistemlerin de partikil boyutlarinin belirlenebilmesidir.
Sistem nispeten hizli olmasi, érnek igin bir 6n hazirhk
gerektirmemesi ve 6rnege zarar vermemesi de bazi
diger avantajlaridir.

Ancak bu ybéntemin bazi sinirlamalar vardir;

e Ydntem nanoemdilsiyonlara uygulanamaz, aslinda
ancak partikdl ¢cap boyu 2 ile 30 um arasinda olan
sistemler icin dogru sonuglar verir.

e Yoéntemin yag igcinde su emdlsiyonlarinda
kullaniimasi icin en az %10 (hacim bazli
konsantrasyon) yag icermelidir (ki bu da lipozomal
sistemler igin ¢cok yiiksek bir orandir).

e Yagin tamami sivi halde olmalidir, yani fosfolipitler
tamamen doymamig yaglardan olugsmalidir.

e Kullanilan yagin difizyon katsayisi belirli limitler
dahilinde olmahdir.

Bu sinirlamalar yéntemin kullanimini kisittamaktadir [60,
61].

Gokelme kontrolinin gbzle incelenmesinin yani sira
optik mikroskop da kullanilir. 100 kat biyUltme sagdlayan
optik mikroskop ile ¢api 500 nm’den buyUk partikiller
gbzlemlenebilir [2, 3, 5].
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Yiik incelenmesi

Fosfolipitlerin ylizey ylklerinin kapsilasyon verimliligine
ve lipozom stabilitesine etkisi 6nceki bdlimlerde
tartisiimigtir. Bu etkilerinden dolay! lipozom yukleri de
stabilite gbstergesi olarak sistemin Uretiminden hemen
sonra veya elektrostatik depozisyon uygulamalarinda
her polimer uygulamasi O6ncesi kontrol amaglh
gerceklestirilir [2, 3, 5]. Bu islem kolloidal sistemlerin net
yukinU Olgen zeta potansiyel dlgimii ile gergeklestirilir.

Kapsiilasyon Verimi Ol¢iimii

Kapsulasyon verimi, kapsilllenmek istenen ajanin ne
kadarinin  kapstllenebildiginin  sayisal  degeridir.
Kapstlleme veriminin incelenmesi icin lipozom veya
bulundugu ortam ile reaksiyona girme potansiyeli
gOstermeyen (inert) ve Ol¢im0 nispeten kolay olan
maddeler kullaniir. Bu amagla en c¢ok kullanilan
maddelerden biri kalseindir [62, 63]. Kalsein, lipozom
karakterizasyonunda, kapsilleme verimi él¢imd amagli
birgok calismada kullanilan hidrofilik bir maddedir [62-
65]. Kalsein floresan 1sik yayma Ozelligi sayesinde
floresan spektroskopi ile tespit edilmesi kolay bir madde
olmasindan dolay! lipozomlarin butinliginde veya
gecirgenligindeki degisimleri incelemek amagh kullanilir.
Farmasétik aplikasyonlarda; ilaglarin vicutta spesifik
alanlara ulastinimasi amagch lipozomal kapsilasyon
sistemlerinin tasariminda, tahmin edilebilir salinim
Ozellikleri sergilemesi nedeniyle  lipozomlardan
kapstllenen maddenin salinim kinetiginin incelenmesi
amacl da kullanilmistir [62, 64]. Lesitin keseciklerinin
hidrofilik i¢ haznesine hapsedilen kalsein miktari
kapsillenme 6ncesi ve sonrasi; floresan spektroskopi
yéntemi ile eksitasyon dalga boyu 490 nm ve emisyon
dalga boyu 520 nm ayarlanarak olgulir [62, 65].
Kapsulllenmeden sonra dispersiyonlardaki  toplam
kalsein miktarini belilemek icin ise, Triton X-100
eklenerek parcalanan lipozomlarin ayni metotla
isinimlari élgulebilir.

%Verim =[1- (Fr —F) / (F. —Fp)] x 100 (1)
Kapsulasyon verimi ise esitlik (1)’den hesaplanabilir (Fr
dolu &érneklerin 1sinimi, Fy bos drneklerin 1sinimi ve F.
parcalanmis lipozomlu sistemin isinimi géstermektedir)
[65].

Faz Déniisiim incelenmesi

Faz doénlGsimin stabilite Czerindeki etkileri &nceki
bolimlerde  tartisiimistir. Lipozomal sistemlerin
depolama sicakhk aralhidinda faz donisumi gegirip
gecirmedigi ve bu donlsimin cinsi; Diferansiyel
Taramali Kalorimetre (DTK), Fourier Transform Infrared
Spekiroskopi (FTIR) veya Elektron Paramanyetik
Rezonans (EPR) gibi metotlarla incelenebilir [6, 38, 51].
Simdi bu metotlardan DSC daha detayli islenecektir.

Diferansiyel Taramali Kalorimetre
Bu sistem, bir érnegin sicakligini artirmak igin gerekli

olan 1s1 miktarini gésteren termoanalitik bir yéntemdir.
Bu vyontemde faz degisimleri endotermik veya



E. Kirtil, M.H. Oztop Akademik Gida 12(4) (2014) 41-57

ekzotermik olusuna go6re tepecikler veya c¢ukurlar
halinde gordlir. Isi gerektiren faz degisimleri DTK
egrilerinde tepecikler olarak gézlemlenebilmektedir. DTK
egrilerinden faz degisiminin baslangi¢ sicakhdr (T,), faz
degisim tepe sicakhdi (Trn), dénlsimin yari noktasinin

genisligi, slrecin entalpisi (AH) gibi bilgiler elde
edilebilmektedir [51, 66].
Daha ©6nce lipozomlarin fiziksel stabilitesinden

bahsederken, faz degisimi disinda lipozomun iginde
bulundugu fazin da sistemin fiziksel durumunu (sertlik,
akigkanhk, gecirgenlik, kirilganhk, esneklik gibi
Ozellikleri) etkiledigi belirtilmigti [66, 67]. Biltonen ve
Lichtenberg’in [51] yaptiklan c¢alismada, T.'in altinda
yeterince uzun sire tutulan SUV’lerin birlesip LUV’e
donUstlkleri gérilmustir. Bu déntsim DSC ile SUV’ler
ile LUVlerin jel-sivi  donisim sicakhd farkindan
yararlanilarak gézlemlenebilmistir (SUV T,,=37 °C, LUV
Tn=41 °C). Ayrica ayni calismada LUV’lerin SUV’lere
kiyasla daha genis bir sicaklik aralidinda faz
déntsumlerini tamamladiklar, pH degisimi ile T, ‘lerinde
ciddi degisimlerin gerceklesebildigi ve sistemde hesaba
katiimayan kontaminasyonlarin DSC ile
gbzlemlenebileceginden bahsedilmistir [51].

LIPOZOMLARIN GIDALARDA KULLANIMI

Lipozomlarin; vicuttaki belirli hiicrelerde hedefe ydnelik
ilag aktarimi [8, 16, 26], hiicre digI ¢alismalarda model
membran sistemi olarak [68, 69], kozmetik endUstrisinde
deri yoluyla aktif ajanlarin aktarimi amach [70, 71],
biyoteknolojik calismalarda hiicrelere DNA transferi [72,

73] gibi bircok alanda uygulamalar uzun vyillardir
mevcuttur.
Ancak lipozomlar gida alaninda kendine diger

kapsulasyon ajanlarl kadar ¢ok yer edinememistir [1].
Bunun nedenleri arasinda gida islenmesi sirasindaki
agir stres kosullarina kargi sadece fosfolipitlerden
Uretilmis lipozomlarin  yeterince direngli olmamasi,
Uretildigi fosfolipitlerin saflastinimis (metalik iyonlardan
ve diger lipitlerden aynistiriimig) olmasi nedeniyle
nispeten ylUksek maliyeti, lipozomlarin gida igindeki
diger bilesenlerle etkilesiminin  pek bilinmemesi,
lipozomlarla ilgili yeterince kontrolli salinim c¢alismasi
olmamasi sayilabilir [1-3, 5, 16, 50]. Yine de lipozomlar
sahip olduklari avantajlar ile gidalarda da kendine
uygulama alani  bulmaktadir. Gida endlstrisinde
lipozomlar proteinlerin, enzimlerin, vitaminlerin,
antioksidanlarin ve aromalarin kapsullenmesi igin
kullaniimigtir [1, 23, 24].

Siit ve Siit Uriinlerinde Kullanimi

Lipozomlarin gidalarda kullaniminin ézellikle sit ve sit
triinlerinde yaygin érnekleri vardir. ilk drneklerden biri
olarak Law ve King [74] MLV’lere hapsedilmis proteaz
enziminin sutteki B-kazein’in hizli proteolaz olmasini
engelledigini ve bdéylece daha sert yapida peynirler elde
edilebilecegini géstermistir. Sonrasinda peynirin yapisini
gelistirme (zerine yapilan benzer calismalarda farkl
tirlerde lipozomlarla kapsillenmis maddelerin farkli
hizlarda salinim gosterdigi ve proteolaz enziminin
tamaminin peynire saliniminin 6 aya kadar uzatilabildigi
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g6zlemlenmigtir [75]. Bu sayede olgunlastirma amach
bekletilen  peynirlerin  proteaz enzimi  yilzinden
gerceklesen yumusamasi engellenmistir. Sonrasinda
konuyla ilgili farkli tirde peynirlerle gergeklestirilen diger
calismalarda bu sonuglar onaylanmis [76, 77], ayrica
Picon ve ark. [18, 78] tarafindan gergeklestirilen
calismada ise lipozom ile kapsillenmis proteaz
enziminin peynirlerin duyusal ve reolojik 6zelliklerini
negatif agidan etkilemedigi gosterilmistir.

Bu calismalarin yani sira, yine peynirde daha yakin
zamanlarda, lipaz enziminin lipozomlarla
kapsuillenmesinin etkileri arastiriimistir [79].
Kapstllenmis lipaz iceren peynirlerde kontrole gbére
daha dusuk sertlik degerleri g6zlemlenmis, daha yuksek
elastiklik ve yapiskanhk degerleri bulunmustur [79].
Ancak bu sonugla beraber lipaz enziminin peynirdeki
serbest yag asidi oranlarini da degistirdigi ve tat tzerine
konsantrasyon spesifik etkiler yarattigi gdzlemlenmistir.
Belli konsantrasyonlarin (zerinde kapsullenmis enzim
iceren peynirlerin 6 ila 9 aylk olgunlasma sireci
sonucunda istenmeyen sabunumsu bir tat olusturdugu
gOrdlmustdr [79]. Bunun nedeni olarak hem peynirin
icindeki yaglarin parcalanmasi ile ortaya c¢ikan yag
asitleri, hem de lipozomlarin kendilerinin hidrolize olmasi
sonucunda agiga ¢ikan bazi yag asitleri gésterilmistir.
Bu nedenle c¢alisilan sistemle etkilesim olmasini
engelleme amagcl, kullanilan lipozomun kimyasal
kompozisyonuna  ve konsantrasyonuna dikkat
edilmelidir.

Peynirlerin  duyusal Ozelliklerini  gelistirme amagl
calismalarin yani sira, lipozomlar st Uriinlerinin besin
degerini vitamin katkisiyla artirma amagh da
kullaniimigtir.  Banville ve arkadaslari lipozomla
kapsullenmis Vitamin D’ye kiyasla kapsullenmemis
Vitamin D’nin peynirdeki stabilitesinin daha yuksek
oldugunu go6stermistir [80]. Bunun yani sira laktoz
intoleransi  hastalari i¢in  gelistirilmis  Grlnlerdeki,
laktozun daha tath olan glikoz ve galakioza
parcalanmasi sonucunda ortaya ¢ikan yuksek sekerli
tadi engellemek amacglh yapilan calismalarda;
lipozomlara kapslllenmis B-galaktosidaz enziminin
+5°C'de 20 giin ile 1 ay arasinda enzim aktivitesini
korudugu goézlemlenmistir [81, 82]. Yine Rao ve ark.
tarafindan yapilan galismada diisiik pH kosullarinda (pH
= 2.0-4.0) kapsulasyonun tamamen dagildidi, bdylece
dolaptaki sutlin iginde aktivitesini gdstermeyen (-
galaktosidaz enziminin, mide gibi asidik bir ortamda
kapstllerden tamamen salinarak etki edebilecegi
gOsterilmigtir [82].

Gida Bilesenlerinin Bozulmaya Karsi Korunmasi

Sit ve st GrGnlerindeki kullaniminin  yani  sira,
lipozomlar gida bilegenlerinin cevreyle veya birbirleriyle
etkilesimi sonucunda bozunmasina karsi koruma amagch
gidalarda kullanilmistir. Panya ve ark. [50] tarafindan
yapilan bir arastirmada lipozomlarin icine hapsedilen
antioksidan rosmarinik  asit’in kapstullenmemis
rosmarinik asite gore antioksidan aktivitesini daha uzun
slre korudugu gortlmustdr. Gibis ve ark. [2] tarafindan
yapilan bagka bir arastirmada ise UzUm c¢ekirdegi
Ozitinden elde edilen fenolik bilesiklerin lipozomlarin
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icine kapsullenmesi sonucunda iginde bulunduklari
ortamla iligkisinin tamamen kesilebildigi gértlmistir. Bu
da fenolik bilesiklerin ¢evredeki proteinlerle bilesik
olusturarak sistemde c¢okelti ve faz ayrimi olusturma
ihtimalini ve bunun sonucunda antioksidan 6zelliklerini
kaybetme riskini ortadan kaldirmistir [2]. Baska bir
calismada, zerdegaldan elde edilen kurkumin bilesiginin
lipozomla kaplandiginda baharatin islenmesi sirasinda
ortaya cikabilecek yilksek sicaklik kosulllarina daha
yiksek diren¢g gOsterdigi, ayni zamanda bir serbest
radikal olan DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)’
toplama 6zelliginin kapsillenmemis kontrole gbére daha
yiksek oldugu gbézlemlenmistir [83]. Hsieh ve ark.
tarafindan gergeklestirilen bir calismada ise sterik asit ve
a-tokoferol ile hazirlanan lipozomlarla kapsillenmis a-
amilaz’'in ortamdaki pepsin ile iligkisinin kesildigini,
ayrica sicaklik ve pH gibi dis kosullara karsi direncinin
artinldigr - géralmastar  [17]. Enzim immobilizasyonu
sonucunda enzim geri kazaniminin, aktivitesinin ve
stabilitesinin artirlmasi amagcli bir bagka calismada ise,
kitozanaz enzimi igeren lipozomlarin farkli ekstrem pH
ve sicaklik kosullarinda daha yiksek stabilite
gobsterirken, lipozomlarin enzimin etki ettidi ylzey alanini
artirmasi sonucu; enzim aktivitesinin belirgin sekilde

artinldigr - gézlemlenmistir  [84]. Tim bu &rnekler,
lipozomal kapsilasyonunun gidalarda dis etkiler
sonucunda  bozunma  yasayabilecek  bilesiklerin

korunabileceginin gbstergesidir.
Antimikrobiyallerin Lipozomlarla Kapsiilasyonu

Son yillarda lipozom (izerine galismalarin artis gosterdigi
bir bagka uygulama alani da lipozomlarin igerisine peptit

bazli antimikrobiyallerin  kapsullenmesi ile gidaya
salinimlarinin - kontrolli  olarak gercgeklestiriimesi ve
bbylece verimlerinin artinlmasi Uzerinedir. Konuda

yapilan ilk calismalardan birinde, Degnan ve Luchansky
[85], bir bakteriosin olan pediosin ACH'in lipozom ile
kapsllasyonu sonucunda, pisiriimis etlerin artan
sularindan %28 civarinda antimikrobiyali bozunmadan
geri alabilmiglerdir [85]. St Urlinlerinde gergeklestirilen
benzer bir calismada pediosin geri kazaniminin %62’ye
kadar cikarilabildigi gosterilmistir [86]. Bu metoda
sayesinde bakteriosin verimi arttirilirken, bakteriosinlerin
gidalardaki yag ve protein ile etkilesim icine girip
proteolize neden olmasi engellenmistir [85, 86].

GUnimizde bu konudaki c¢alismalar gidalarda
kullanimina izin verilen tek bakteriosin olan nisin (izerine
yogunlasmistir [87]. Nisin’in; Nisin A ve Nisin Z olmak
Uzere iki tarG vardir. Bu iki tir arasinda sadece amino
asit zincirlerindeki bir protein agisindan fark vardir; Nisin
A , 27. amino asit olarak histidin icerirken Nisin Z ,
asparagine igerir [88], ve bu fark Nisin Z’ye Nisin A’ ya
kiyasla daha ylksek bir difizyon hizi saglar. Bu da
kapsullemede aranilan bir ¢zelliktir. Bu nedenle nisinin
lipozomal kapsulasyonunda c¢alismalar Nisin Z ile
gergeklestiriimektedir.

Laridi ve ark. [89] ¢edar peyniri yapiminda lipozomlara
kapslllenmis  nisin  Z'nin  etkisini  arastirmistir.
Kapstllenmis nisin  Z'nin indikatér bakteri olarak
kullanilan canli lactococci sayisini belirgin bir sekilde
disirirken, peynirin dogal fermantasyonuna bir etkisi
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olmadidi, ve peynir yapimi boyunca sicaklk
degisimlerine karg! direng gésterdigi ortaya konulmustur.
Benech ve ark. [13] tarafindan nisin Z ile gergeklestirilen
calismada lipozom ile kapsillenmis nisin Z’in peynirin
duyusal, yapisal ve fizikokimyasal Ozellikler (zerine
etkisi 6 aylik olgunlagsma stireci boyunca izlenmigtir.
Lipozomla kapsullenmis nisin Z igeren peynirler, kontrol
olarak direk nisin Z Ureten bakteriyel kiltlr (Lactococcus
lactis Ust turinden) eklenen peynirle kiyaslanmis ve
kontrol peynirlerinde proteolitik ve lipolitik reaksiyonlar
sonucu gbzlemlenen acimsi  bir tat gorllirken,
kapstullenmis nisin Z iceren peynirlerde digerlerinin
aksine tatta ve peynirin yapisinda bir bozunma
g6zlemlenmemistir [13]. Were ve ark.in [90] yaptiklari
calismada lipozomlarin igine kapsulllenmis nisin Z'nin
serbest nisin Z'ye kiyasla hedef bakteri sayisinda 2 log
daha fazla azalma gosterdigi gézlemlenmistir. Nisin ve
bakteriosin-benzer madde P34’Gin soya lesitininden elde
edilen PC-kolestrol lipozomlarla kapsillendigi bir baska
calismada, Malheiros ve ark. [91], 21 glin boyunca 7°C
de bekletilen baslangicta hedef bakteri ile kontamine
edilmis  drneklerde vyaptigi gdzlemlerde; serbest
bakteriosinlere kiyasla kapsillenmis bakteriosinin hedef
bakteri sayisini azaltmakta belirgin bir sekilde etkili
oldugunu géstermistir. Minimum bakteri sayisi ise 10
gin sonunda elde edilmigtir. Tim bu O6rnekler
antimikrobiyal olarak bakteriosinlerin kapsilasyonunun
bakteriosinlerin etkisini, verimini, stabilitesini ve geri

kazanimini artirirken; ortamdaki diger maddelerle
etkilesimini keserek gidalarda olusabilecek duyusal
negatif  etkili bozunumlar minimize  ettiginin

gOstergesidir.
SONUC

Lipozomlarin gidalarda kullanimi yeni kesfedilen ve
halen gelismekte olan bir alandir. Gida bilimciler
lipozomlari proteinler, enzimler, vitaminler ve aromalar
gibi fonksiyonel bilesenlerin kontrolli salimmi igin gesitli

gida uygulamalarinda kullanmiglardir. Elde edilen
sonuglar lipozomlarin  gidalarda da kullaniminin
uygulanabilir ve bircok acidan diger kapsulasyon

ajanlarindan daha avantajli oldugunu géstermistir. Lakin
lipozomlarin gidalarda kullanimina iligkin salinim kinetigi
calismalari, saflastirlmamis lesitinden lipozom Uretilerek
maliyetin disUrilmesi, lipozomlarin gidalara
yerlestirildikten sonraki depo ve raf émrii boyunca gida
ile iligkisinin izlenmesi gibi bazi alanlarda halen yeterli
calisma bulunmamaktadir. Gelecekteki lipozom ve gida
icerikli arastirmalar bu alanlara yénlenmelidir.
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