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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
KITOSAN NANOPARCACIKLARININ SENTEZI
Yavuz GOKCE

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Zeki AKTAS

Bu c¢alismada dogal bir biyopolimer olan kitosanin nanoboyutta sentezi ve
karakterizasyonu incelenmistir. Dogada en ¢ok bulunan polimerlerden biri olan kitosan,
kitinin deasetillenmesi sonucu elde edilmektedir. Gliniimiizde, sahip oldugu bircok
onemli Ozelikten dolayi, farkli endiistrilerde kullamlmaktadir. Ozellikle, kitosan
parcaciklarinin nanobiiyiikliikteki avantajlari, kitosan iizerine olan ilgiyi giderek
arttirmakta boylece, yeni uygulama alanlar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Siireli yayinlarda, kitosan nanopargaciklari (KNP)’nin sentezi i¢in bircok sentez
yontemi yer almaktadir, ancak; bu caligsmada, KNP sadece iyonik jellesme ve ters misel
yontemlerine gore sentezlenmistir. Her iki yontemde de KNP’yi sentezlemek igin
capraz-baglayict  kullamlmustir. Iyonik jellesme yodnteminde capraz-baglayict
tripolifosfat (TPP) iken ters misel yonteminde ¢apraz-baglayici glutaraldehittir. Iyonik
jellesme yontemi ile sentezlenen KNP’ nin olusumu ve biiyiikliikklerine ortamin pH’si,
kiitlece kitosan/TPP oran1 ve sesotesi dalga uygulama siiresinin etkileri incelenmistir.
Ayrica; iyonik jellesme yonteminde dondurarak kurutma sonrasi meydana gelebilen
parcacik birlesmesini engellemek igin trehaloz kullanilmig ve parcacik birlesmesini
onlemedeki etkileri de incelenmistir. Yapilan analizlerin sonuglari, en kiigiik KNP’lerin
pH = 4.6-4.8 iken ve kitosan/TPP = 5 orami kullanildiginda elde edildigini gostermistir.
Sesdtesi dalga uygulama siiresi ile nanopargacik biiyiikliigiiniin degisimi incelendiginde,
20 dk sesotesi dalga uygulama siiresi sonunda en dar nanopargacik dagiliminin elde
edildigi saptanmistir. Sentezlenen KNP 50 nm ortalama pargacik biiytikliigiine sahiptir.
Dondurarak kurutma sonrasit gézlenen parcacik birlesmesi, trehaloz ve sesotesi dalga
beraber uygulandiginda Onlenebilmektedir. Ters misel yontemi ile ¢apraz-baglayici
derisimi, seyreltme derecesi ve farkli ylizey aktif madde tipinin KNP’ nin olusumu ve
biiyiikliigiine etkisi incelenmistir. AOT (sodium bis (etilhekzil) siilfosiiksinat)
kullanilarak 52,89 nm ortalama biiyiikliige sahip KNP elde edilmistir. Pargacik
biiyiikliigii glutaraldehit miktarinin artmasi ile artmis, seyreltme derecesinin artmasi ile
ise diigmiistiir. TX-100 (polietilen glikol oktil-fenil eter) ile birlikte ¢apraz-baglayici
olarak NaOH kullanildiginda 54,09 nm ortalama biiytikliige sahip KNP sentezlenmistir.

Temmuz 2008, 81 sayfa
Anahtar Kelimeler: Kitosan, nanoparcgacik, iyonik jellesme, ters misel, sesotesi etki



ABSTRACT

Master Thesis

SYNTHESIS OF CHITOSAN NANOPARTICLES

Yavuz GOKCE

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Chemical Engineering

Supervisor: Prof.Dr. Zeki AKTAS

In this study, it was investigated that the synthesis and characterization of chitosan, a
natural biopolymer, at nanoscale. Chitosan is one of the most abounding polymer in
nature which is obtained by deacetylation of chitin. Nowadays, chitosan is used in
different industrial fields due to its great properties. Especially, advantages of chitosan
particles at nanosize redound to interest on chitosan so new application areas have been
developed.

Although there have been many synthesizing methods about synthesis of chitosan
nanoparticles (CNP) in literature, in this work, CNP have only been synthesized
according to ionic gelation and reverse micelle methods. Cross-linking agents were used
for synthesizing CNP in both methods. While tripolyphosphate (TPP) was the cross-
linker in the ionic gelation method glutaraldehyde was used as a cross-linker in the
reverse micelle method. It was investigated that the effects of pH of medium,
chitosan/TPP mass ratio and ultrasonication time on the formation and the sizes of CNP
synthesized from ionic gelation method. Further, trehalose was used to prevent particle
agglomeration which may occur after freeze-drying and its effects on agglomeration
were investigated as well. Analysis results showed that the finest CNP were obtained at
pH = 4,6-4,8 and chitosan/TPP = 5. When the nanoparticle size variation with
ultrasonication time was examined, it was determined that the narrowest nanoparticle
size distribution was obtained after 20 minutes ultrasonication period. Synthesized CNP
had a mean particle size of 50 nm. Particle agglomeration occuring after freeze-drying
can be prevented by applying ultrasonication in addition to use of trehalose. Effects of
the concentration of cross-linker, the degree of dilution and the type of surfactants on
the formation and the size of CNP were investigated by the reverse micelle method.
CNP, having a mean size of 52,89 nm, were obtained using AOT (sodium
bis(ethylhexyl) sulfosuccinate). Particle size increased with the concentration of
glutaraldehyde but decreased with dilution of the suspension. When TX-100
(polyethylen glycol octyl-phenyl ether) used with NaOH as a cross-linker, the mean
particle size of CNP synthesized was 54,09 nm.

July 2008, 81 pages
Keywords: Chitosan, nanoparticle, ionic gelation, riverse micelle, ultrasonication
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1. GIRiS

Giliniimiizde biiyiik ilerlemelerin kaydedildigi bilim dallarindan biri olan biyomalzeme
biliminde, biyolojik sistemlerle etkilestiginde uyum saglayabilecek yeni malzemelerin
gelistirilmesi i¢in yogun c¢aba harcanmaktadir. Biyomalzemeler, insan viicudundaki
canlt dokularin iglevlerini yerine getirmek ya da desteklemek amaciyla kullanilan dogal
ya da sentetik malzemeler olup, siirekli olarak veya belli araliklarla viicut akiskanlariyla
(6rnegin kan) temas ederler. Bilimsel anlamda yeni bir alan olmasina karsin, uygulama
acisindan biyomalzeme kullanimi tarihin ¢ok eski zamanlarina kadar uzanmaktadir.
Misir mumyalarinda bulunan yapay g6z, burun ve disler bunun en giizel kanitlaridir.
Altinin dis hekimliginde kullanimi, 2000 y1l 6ncesine kadar uzanirken, bronz ve bakir
kemik implantlarinin kullanimi milattan 6nceye kadar gitmektedir. Bakir iyonunun
viicudu zehirleyici etkisine karsin 19. ylizyil ortalarina kadar daha uygun malzeme
bulunamadigindan bu implantlarin kullanim1 devam etmistir. 19. yiizy1l ortasindan
itibaren yabanci malzemelerin viicut igerisinde kullanimina yonelik ciddi ilerlemeler
kaydedilmistir. Ornegin; 1880°de fildisi protezler viicuda yerlestirilmis ve ilk metal
protez, vitalyum (kobalt, krom ve molibden alagimi) alasimindan 1938°de iiretilmistir.
1960’lara kadar kullanilan bu protezler, metal korozyona ugradiginda ciddi tehlikeler
yaratmigtir. 1972°de aliimina ve zirkonya (zirkonyum oksit) isimli iki seramik yap1
herhangi bir biyolojik olumsuzluk yaratmaksizin kullanilmaya baglanmis, ancak inert
yapidaki bu seramikler dokuya baglanamadiklarindan ¢ok ¢abuk zayiflamiglar. Ayni
yillarda Hench tarafindan gelistirilen biyoaktif seramikler, (6rnegin biyocam ve
hidroksiapatit) ile bu problem ¢oziilmiistiir (www.biltek.tubitak.gov.tr/bdergi/yeniufuk/
icerik/biyomalzemeler.pdf, 2006).

Kemikler, disler, deniz algleri ve deniz kabuklar1 biyolojik olarak inorganik/organik
kompozitlerden olusur (Muzzarelli et al. 2002). Bu kompozitler genellikle, kollajen
fiberlerden  ve  igne  seklinde  nanobiliyiikliikteki  hidroksiapatit ~ (HA,
Cajo(PO4)s(OH),) ten olugsmaktadirlar. Kemiklerin ve dislerin mineral bileseni olan HA,
discilik ve medikal aragtirmalarda (ilag tasiyici, okiiler implant, kemik hatalarinin
kapatilmasi i¢in kemik yerine kullanim vb.) dnemli bir yere sahiptir (Mostafa 2005),

ancak saf HA kirilgan bir 6zelik gosterdiginden modifiye edilmesi gerekir. Bu amacla



polilaktik asit, kollajen, kitosan, polietilen gibi polimerler kullanilmaktadir. Bunlardan
biyopolimerler, medikal uygulamalarda ¢ok iyi uyumluluk gostermektedir. Dogada en
fazla bulunan dogal biyopolimerden birisi de kitosandir. Kitosan, bir ¢esit polisakkarit
olup kitinin deasetillenmesinden elde edilebilecegi gibi kabuklu canlilarin
kabuklarindan da ekstraksiyon yontemiyle elde edilebilir (Chen et al. 2002). Kitosan;
kozmetik, ila¢ salimi, yara iyilestirme, implantasyon, atiksu aritimi, tarim, gida, kagit
endiistrisi ve gen terapi uygulamalarinda yogun olarak kullanilir. Kitosan
nanoparcaciklari (KNP) ise antibakteriyal, antimikrobiyal ve antifungal etkilere sahiptir.
Midede ilag¢ tahrigini 6nleyen ya da azaltan asit giderici ve antiiilser etkileri de vardir
(Qi et al. 2004a). KNP’nin kontrollii ila¢ salimi sistemlerindeki yararlarindan dolay:
kullanim1 olduk¢a Onem tasimaktadir. Kontrolli salim; kitosan jelleri, tabletleri,

mikrokiireleri ve mikrokapsiilleri ile gerceklestirilebilmektedir (Rao et al. 2005).

Bu calismanin amaci, nano biiyiikliikte kitosan parcaciklarinin sentezlenmesi ve bu
par¢aciklarin karakterizasyonunun yapilmasidir. Caligmanin kapsaminda ise kitosan,
uygulama alanlari, iiretim yontemleri, secilen yontemlere yonelik kaynak arastirmasi,

deneysel yontem ve arastirma bulgularina yer verilmistir.



2. KITIiN ve KITOSAN

2.1 Kitin ve Kitosanin Tarihi

Kitosanin dogusu, 1811 yilinda Nancy, Fransa’daki botanik bahg¢esinin miidiirii Profesor
Henri Braconnot’un mantar hiicre duvarlarindan fungin adi verdigi kismi izole etmesine
dayanmaktadir. Seliilozun izolasyonundan 30 yil kadar once, 1823 yilinda, Odier
bocekler tlizeride bir calisma yapmis ve ayni yapinin bitkilerin yapilarinda oldugu gibi
boceklerde de oldugunu gormiistiir. Odier daha sonra fungine ‘kitin’ ismini vermistir.
Kitin, Yununcadan tiiremis bir kelimedir ve zar, kilif, zarf vs. anlamlarina gelmektedir
(Beaulieu, 2005). Lassaigne’nin 1843 yilinda kitinin yapisindaki azotun varligini
gostermesi ile kitin kavrami daha da anlasilir hale gelmistir. Kitinin kesfedilmesinden
sonra ‘kitosan’ ismi ortaya ¢ikmustir. Kitosan; ilk kez Rouget tarafindan, 1859 yilinda,
derisik potasyum hidroksit ¢ozeltisinde kitini 1sitmasi ile bulunmustur. Rouget, kitinin
kimyasal ve 1s1l islem uygulanarak ¢oziiniir hale geldigini gozlemlemistir. Ledderhose,
1878 yilinda kitinin glikozaminden meydana geldigini tanimlamistir. Hoppe-Seyler ise
1894 yilinda kitosan terimini kitinden uyarlamistir. 20. yy. 1in baslarinda, kitosan1 konu
alan (kitinin kaynagi, yenge¢ kabuklari, mantarlar gibi) bir¢ok caligma yapilmistir.
Rammelberg 1930’daki c¢alismast ile kitosanin bu kaynaklarda bulundugunu
ispatlamistir. Ayrica kitinin birgok yonde hidrolizi gerceklestirilmis ve bir glikozamin
polisakkarit oldugu tespit edilmistir. 1950’lerde x-151n1 analizleri ile mantarlardaki kitin
ve kitosanin olusumu calismalar1 geligsmistir. Braconnot’un ilk gozlemlerinden 140 sene
sonra, kitosan iizerine yazilmis ilk kitap 1951 yilinda yayinlanmistir. 1960’larin baginda
kitosanin kirmizi kan hiicrelerini baglama yetenegi iizerinde incelemeler yapilmistir.
Ayni yillarda ayrica hemostatik ajan olarak da diisiiniilmiistiir. Sonraki otuz senede ise,
kitosan su aritma tesislerinde suyun zehir etkisini giderici olarak kullanilmistir. Son 20
yilda ise kitosan sahip oldugu bircok onemli 6zelikten dolayi, kitosan iizerine yapilan
arastirmalar olduk¢a fazlalagmistir. Giinlimiizde kitosan bir¢ok endiistriyel uygulamaya
sahiptir ve ortaya konan yararlarindan dolayr kitosana duyulan ihtiya¢ giderek

artmaktadir (Newton 2006).



2.2 Kitin ve Kitosan Tanimi

Kitin, dogada seliilozdan sonra en fazla bulunan ikinci biyopolimer ve B(1—4)’e bagl
glikandir. N-asetil-D-glukozaminden olusmus en 6nemli polisakkaritlerden biridir. Yap1
olarak seliilozunkine oldukca benzer bir yapiya sahiptir. Kitin yenilenebilir bir
kaynaktir, c¢linkii; boceklerin ve kabuklu deniz canlilarinin iskelet yapilarinin
bilesiminde bulunur. Sekil 2.1°de kitinin baz1 kitin kaynaklarindaki yeri goriilmektedir.
Kabuklu deniz canlilan1 kitinin baslica kaynagidir ve genellikle yapilarinda, % 30-40
protein, % 30-50 kalsiyum karbonat ile kalsiyum fosfat ve % 20-30 kitin igerirler.
Yapilarindaki kitin kaynaga bagli olarak % 40’a ¢ikabilmektedir. Kitin dogada
genellikle;

deniz yosunlar1

tek hiicreliler (kamgililar, amip kirpikliler vs.)
selentereler

yumusakcalar

eklembacaklilar

halkalilar

solucanlar

bakteriler

mantarlar

bocekler

baz1 bitkilerde bulunur (http://vefur.rf.is/TAFT2003/PPtskjol/Fyrirlestrar/L70%
20-%20KTristberg.pdf).
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En zengin kitin kaynaklari ise;

» dungeness yengeci
» pasifik karidesi

» 1stakoz ve kerevit (tatlisu 1stakozu) kabuklaridir.
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Sekil 2.1 Baz1 kitin kaynaklarinda kitinin yeri

Kitinin deasetillenmis bir tiirevi olan kitosan, katyonik bir polisakkarittir ve - (1,4)- 2-
asetoamido-2-deoksi-D-glikoz ve [-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glikoz iinitelerinin bir
kopolimeridir. Kitosan da yapi olarak seliilloza benzemektedir ve seliilloz gibi bir
fiberdir. Kabuklu hayvanlarin ve mantarlarin hiicre duvarlarinda kendiliginden bulunan
bir bilesendir. Kabuklu hayvanlarin atiklari, kuru kiitle temeli iizerinden % 14-35
kitosan icerir ve yenilebilir deniz iiriinii isletim endiistrileri yillik 1.2 x 10° tondan fazla
atik tretirler. Kitosan her ne kadar bol bulunsa ve birgok uygulamalara sahip olsa da
sudaki smirli ¢éziiniirliigiinden dolay1 birgok yarar1 yeni bulunmustur. Kitosan; formik
asit, asetik asit ve laktik asit gibi bazi asit ¢ozeltilerinde ¢Oziinlir ve polikatyonik

polimer haline gelir (Rao et. al. 2005-2006).

2.3 Kitosanin Kimyasi

Deasetilasyon derecesine (DD) bagl olarak kitosandaki azot igerigi % 5-8 arasindadir.
Kitosan cogunlukla birincil alifatik amino gruplarina sahiptir. Amino gruplarinin
bulunmasi, kitosan1 kimyasal modifikasyon i¢in uygun hale getirir. Sekil 2.2°de Kkitin,
kitosan ve selillozun kimyasal yapilar1 verilmistir. Sekil 2.2’den de goriilecegi gibi
kitosan ve seliiloz arasindaki tek fark C-2 pozisyonundaki hidroksil grubu (-OH) yerine
amin grubunun (-NH;) bulunmasidir. Kitin ile seliiloz arasindaki tek fark ise; C-2

pozisyonundaki hidroksil grubu yerine asetamido (NHCH;CO) grubunun bulunmasidir.
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ekil 2.2 Seliiloz, kitin ve kitosanin kimyasal yapilari
yasal yap
(http://www.mpikg-golm.mpg.de/kc/ scripts/Polysaccharide.pdf)

2.4 Kitosamin Ozelikleri

Kitosan ile kiyaslaninca kitinin uygulamalar1 olduk¢a siirlidir, ¢linkii; yap1 olarak
seliiloza benzese de kimyasal olarak inerttir (Agnihotri et al. 2004). Kitinin ¢oziiniirliigi
oldukca sinirhidir. LiCl, hegzafloroaseton, hegzafloro-2-propanol ve dimetilasetamit gibi
toksik oOzeligi yiiksek coziiciilerde ¢o6ziiniir. Bu kitinin endiistriyel uygulamalarda

kullanimini kisitlayan en 6nemli faktordiir.

Kitosanin molekiil agirligi 50-2000 kiloDalton (kDa) arasinda degisebilmektedir.
Molekiil agirligina gore diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli kitosan diye
siniflandirilir. Kitinin deasetillenmesi sonucu elde edildigi i¢in kitosanin deasetilasyon
derecesinden de bahsedilir. DD, % 40-100 aralifinda gerceklestirilebilir. Kitosan suda
¢oziinmez, ancak asidik ortamda (pH<6.5) oldukga iyi ¢oziiniir. Fosforik, siilfiirik, sitrik
ve sebasik asit gibi asidik ¢ozeltiler kitosan i¢in iyi ¢oziiciiler degillerdir, ancak kitosan;

formik, sitrik ve asetik asitin seyreltik ¢ézeltilerinde 1yi ¢oziintlir. Standart ¢oziicii olarak



genellikle asetik asit ¢ozeltisi kullanilir. Coziintirlik DD’ye, derigime, asitin cinsine ve

pH’ye baglidir. Asit derisiminin azalmasi ile ¢éziiniirlik azalmaktadir.

Kitosanin kitin ve selillozdan farkli olarak sahip oldugu amin gurubu, ¢6ziinme
sirasinda protonlanir ve bundan dolay1 da kitosan pozitif yiikklenmis olur (Lee et al.
2004). Bu ozelik, kitosanin katyonik bir polisakkarit oldugunu gosterir. Diger
polimerlerin aksine kitosan, pozitif yiiklii (zayif bazik gruplardan dolay1) hidrofilik bir
polimerdir (Lopez-Leon et al. 2005). Sahip oldugu bu 6zeliklerden dolay1, negatif yiikli
polimerlerle, makromolekiillerle, polianyonlarla vs. etkilesme yetenegine sahiptir.

Kitosan;

» lipitler, proteinler ve bir¢ok biyoaktif madde ile baglanabilir

» negatif yiikli polimerlerle (alginat gibi) ag veya matris olusumu
gerceklestirebilir

» vicuttaki  Oonemli  fonksiyonel  karbohidratlarla  (hyaliironik  asit,

mukopolisakkaritler) uyumludur (Janes et al. 2001).

Bu 6zeliklerinin yaninda su ve yag baglama kapasitesi olduk¢a fazla olup cok iyi film
olusturma ozelliklerine sahiptir. Cizelge 2.1°de kitosanin bazi fiziksel Ozelikleri
verilmistir. Genel olarak bakildiginda kitosan asagida belirtilen 6zeliklerden dolay1

bir¢ok endiistriyel uygulamada kullanima sahiptir;

» yenilenebilir 6zeliktedir, bol miktarda bulunmaktadir

A\

toksik degildir, biyouyumludur ve biyobozunurdur
» asit giderici, antiiilser, antitiimor, antimikrobiyal, antioksidant, antibakteriyel ve
antifungal etki gibi biyoetkileri vardir

» c¢oziinmesi igin zararli organik ¢oziiciilere gerek duyulmaz

A\

katyonik polimer olup negatif yiiklii ylizeyler ile kolayca etkilesir

» kitosan mikro ve nanopargaciklarini hazirlamak oldukca kolaydir.



Cizelge 2.1 Kitosanin bazi fiziksel 6zelikleri

Ozelik Deger
Molekiil agirhig 50-2000 kDa
DD % 40-100
Viskozite <2000 mPaS
Su baglama kapasitesi % 450-1150
Yag baglama kapasitesi % 314-535
Yigin yogunlugu 0.06-0.39 g/cm’
Renk Donuk sari-beyaz
Coziiniirliik (suda) pH<6.5

Kitosanin sahip oldugu bu ozelikler aragtirmacilar tarafindan oldukga kiigiik kitosan
parcaciklar1 hazirlanarak incelenmistir. 1990’1 yillara gelindiginde kitosan iizerinde
boyut kiiciiltme caligmalar1 sonucunda mikro ve nanoboyutta kitosan elde edilmistir.
Elde edilen parcaciklar iizerinde yukarida bahsedilen 6zelikler incelendiginde pargacik
boyutunun azalmasiyla dzeliklerin daha da iyilestigi goriilmiistiir. Ozellikle kitosanin
antimikrobiyal, antifungal, antitiimor ve antibakteriyel 6zeliklerinde artma goézlenmistir

(Qi et al. 2004a).

KNP’lerin sahip olduklar1 yiizey alani, deasetillenme sonucu olusan kitosandan ve
mikroboyutta {iretilen kitosan parcaciklarindan daha yiiksektir, boylece; KNP daha fazla
aktif yiizey alanina sahip olur. Yine, daha fazla ylizey alanina sahip olmasi kitosanin
baglama kapasitesinin artmasini saglar. Kitosanin toksik olmamasi, biyouyumlu ve
biyobozunur olmasi 6zeliklerinin yan1 sira KNP’lerin boyutlarindan dolayi sahip oldugu
bu ozelik, kitosanin ilag salim sistemlerinde kullanilmasi sonucunu ortaya ¢ikarmistir.
Kitosanin nonoboyutta kullanilmasi ilag-yiiklii kitosanin kilcallara bile girebilmesini
saglamaktadir, boylelikle; hedeflenmis ila¢ salimi gerceklestirilebilmektedir. Ayrica,

kitosan boyutunun kiigiilmesi adsorpsiyon kapasitesini de arttirmaktadir.



Kitin ve kitosanin yani sira her ikisinin de tiirevleri, biyolojik olarak aktif olup hayvan
ve bitki hiicreleri ve hiicre dokulariyla etkilesebilir. Sekil 2.3’te bazi kitin ve kitosan

tiirevleri gosterilmistir (http://www.mpikg-golm.mpg.de/kc/scripts/Polysaccharide.pdf).
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Sekil 2.3 Kitin ve kitosanin bazi tiirevleri

2.5 Kitosan Uretimi

Kitosan, en bol kitin kaynaklar1 olan yenge¢ (Dungeness yengeci), karides (Pasifik
karidesi), 1stakoz ve kerevit kabuklarindan kolayca elde edilir. Denizcilik sektdriinde bu
kaynaklara ait atiklar yillik 1.2 milyon tondan fazladir. Kabuklu deniz canlilarinin
yenebilir kisimlar1 ayrildiktan sonra kalan bu atik miktarinin sadece % 20’ye yakin bir
kism1 degerlendirilebilmekte ve iiriin olarak sunulabilmektedir. Ekstraksiyon ile atik
kabuk kisimdan kitosanin geri kazanimi iizerine ¢alismalar devam etse de ekstraksiyon
prosesine iligkin hala ¢ok az bilgi edinilebilmistir. Bilinen kitosan {iretim prosesi, atik
kabuklardan kitinin uzaklastirilmas: ve kitinden kitosan tiretimi seklindedir. Kitosan
liretimine ait proses akis semasi Sekil 2.4’te gosterilmistir. Proses akis semasindan da

goriilecegi gibi, siire¢ genel olarak dort basamaktan olugmaktadir.



Bunlar;

» deproteinizasyon
» demineralizasyon
» agartma

» deasetilasyon basamaklaridir.

%3.5 NaOH

0

—~ I 2 52t

RO s e I
1N HCI

30 dakika

Yikama ve kurutma KiTIiN Eag Deasetilasyon

%0.315 NaOCI 5 dakika %50 NaOH

30 dakika 60-

- T

Sekil 2.4 Kabuklu deniz canlilarinin kabuklarindan kitosan iiretimi prosesine ait akis
semast (Meyers et al. 1989)

Kitinin kabuklardan izolasyonu ilk iki basamak sonunda gergeklestirilir. Bu iki
basamagin gerceklestirme sirasi yer degistirebilir, ancak bir¢ok arastirmaci asidik
dekalsifikasyon islemini proteinin uzaklastirilmas: isleminden sonra yapmaktadir

(http://etd.Isu.edu/docs/ available/etd-11102004-134343/unrestricted/Fernandez-Kim_thesis.pdf).
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2.5.1 Protein uzaklastirilmasi (Deproteinizasyon)

Kitin, dogal olarak birlesen polimerlerden (kitinopolimer) meydana gelmektedir. Bu
proteinlerin bir kismi kolayca ekstrakte edilebilmekteyken geri kalan kisim, kitinle
kuvvetli kovalent bag ile baglandiklarindan, hemen ekstrakte edilemez. Kabuk artiklari,
proteinleri ¢6zmek igin seyreltik sodium hidroksit ¢ozeltisi (% 1-10) ile 65-100 °C’de
muamele edilir. Hazirlama yontemine bagli olarak tepkime siiresi 0.5-12 saat arasinda
degismektedir. Deproteinizasyon isleminin optimum kosullari; kabuklarin kati
(kabuk):¢oziicii oran1 1:10 (w/v) olacak sekilde % 3.5’luk sodium hidroksit ¢ozeltisi ile
65 °C’de 2 saat boyunca siirekli karistirilarak etkilestirildigi sartlardir. Deproteinizasyon
basamagi sirasinda kopiik olusumu goriilebilmektedir, ancak kopiik olusumu
demineralizasyon sirasinda olusan kadar yogun degildir. Protein ekstraksiyon veriminin
arttirtlmas1  i¢cin  deproteinizasyon basamagi demineralizasyondan daha once

gerceklestirilir.

2.5.2 Mineral uzaklastirilmasi (Demineralizasyon)

Demineralizasyon islemi genellikle, kalsiyum karbonati kalsiyum kloriir olarak ¢6zmek
icin oda sicakliginda calkalama ve seyreltik hidroklorik asitle ekstraksiyon yapilarak
gergeklestirilir. Optimum kosullar; kurutulmus kabuklarin 30 dakika 1N HCI ile oda
sicakliginda ve kati:¢coziicii oram1 1:15 (w/v) olacak sekilde siirekli karistirilarak
gerceklestirildigi islemdir. Demineralizasyon sonucu elde edilen kiil icerigi % 31-36

kadardir. Bu da demineralizasyon basamaginin etkisini ¢ok iyi gostermektedir.

Demineralizasyon prosesi sirasinda CO, {iretiminden dolayi istenmeyen kopiik olusumu
ile karsilagilir ([CaCOs + 2HC1 — CaCl, + CO; (1) + H0]). Kopiigiin kontrol edilmesi
veya azaltilmas1 amaciyla herhangi bir emiilsiyon olusturucu igermeyen % 10’luk aktif

silikon polimer ¢ozeltisi koplik giderici olarak kullanilir.

11



2.5.3 Agartma

Deproteinize ve demineralize edilmis kitin astaxanthin pigmentinin varligindan dolay1
acik pembe renktedir. Kitinin ticari olarak kabul edilebilir olmasi i¢in agartma isleminin
yapilmas1 gerkmektedir. Agartma islemi sirasinda kullanilacak kimyasalin kitinin ve
kitosanin fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zeliklerini etkilemeyecek bir madde olmasina
dikkat edilmelidir. Aseton ile ekstraksiyon yapilarak beyaz kitin tozlar1 elde edilir ve
% 0.315 (v/v) sodyum hipokloriir ¢ozeltisinde 5 dakika agartmadan sonra oda
sicakliginda 2 saat kurutulur (kati:¢oziicii orant 1:10 (w/v)). Agartma islemi bu siirede

yetersiz oldugu takdirde, 1 saat daha bekletilerek beyaz renkli kitin tozlar1 elde edilir.

2.5.4 Deasetilasyon

Deasetilasyon, kitinin yapisindaki asetil gruplarmin uzaklastirilarak  kitosana
dontstiiriilmesi prosesidir. Genel olarak demineralize olmus kabuktan elde edilen kitin;
bazi asetil gruplarin1 veya tiimiinii uzaklastirmak i¢in derisik sodyum veya potasyum
hidroksit ¢ozeltisi (% 40-50) ile 100 °C’de yarim saat kadar etkilestirilmesi ile
gerceklestirilir (kati:¢oziicii oran1 1:10 (w/v)). DD’yi etkileyen bir¢ok onemli faktor

vardir. Bunlar;

sicaklik

deasetilasyon siiresi

baz derisimi

kitinin izolasyonundan 6nce uygulanan islemler
atmosfer (hava veya azot)

kitin/baz orani

kitinin yogunlugu

parcacik  boyutudur (http://etd.lsu.edu/docs/available/etd-11102004-134343/

YV V. V V V V V V

unrestricted/Fernandez-Kim thesis.pdf).
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2.6 Kitosanin Endiistriyel Uygulamalar

1990’larin basina kadar endiistride kitosan kullanimi, bitkilerin biiylimesi ve su aritimi
gibi alanlarla smirli kalmigken, ilerleyen yillarda kitosan iizerine yapilan ¢aligmalarin
artmast ve sonu¢ olarak kitosanin sahip oldugu yenilenebilirlik, toksik olmama,
biyobozunurluk, biyouyumluluk, antibakteriyel, antimikrobiyel, antitiimor etki vs. gibi
¢ok onemli Ozeliklerinin kesfedilmesi ile kitosan bir¢cok alanda umut vaat eden bir
polimer haline gelmistir. Kitosanin kullanildig1 endiistriyel alanlar ve bu alanlardaki
baz1 uygulamalar1 Cizelge 2.2°de verilmistir. Yapisinda bulundurdugu fonksiyonel
gruplar, katyonik polimer olma avantaji ve nanoboyutta kitosan pargaciklarinin
hazirlanabilmesi 6zellikle; biyomedikal, kozmetik, gida, farmasdtik sektoriinde oldukga

ilgi uyandirmistr.

Cizelge 2.2 Kitosanin endiistrideki bazi kullanim alanlar1 ve uygulamalari
(http ://etd.Isu.edu/docs/available/etd-11102004-134343 /unrestricted/F ernandez-Kim_thesis.pdf)

Endiistriyel Alan Uygulama

- Metal iyonlarinin uzaklastirilmasi
Atik su iyilestirme ] ) ) o
- Protein, boya, aminoasit, organik bilesikler tutulmasi

- Gida prosesleri
Su aritma ]
- Mesrubat / icme suyu
Cevresel temizleme - Radyoaktif atiklarin uzaklastirilmasi
- Tohum kaplama
- Giibre
Tarim - Kontrollii toprak kimyasali salinim

- Bocek olduriciiler

- Parazit oldiriciiler

- Yiizey iyilestirme
Kagit-Kagit hamuru | - Fotografik kagit

- Kaplama ve fiber
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Cizelge 2.2 Kitosanin endiistrideki bazi1 kullanim alanlar1 ve uygulamalari1 (devam)
(http ://etd.Isu.edu/docs/available/etd-11102004-134343/unrestricted/Fernandez-Kim_thesis. pdf)

Endiistriyel Alan

Uygulama

Gida endiistrisi

- Besleyici ilaglar

- Boyar maddenin uzaklastirilmasi
- Iceceklerin temizlenmesi

- Besin korumasi

- Renk dengesi

- Koku ve tat dengesi

- Besin dengesi

- Yiyecek katkis1

- Besin zar dokusu yapisi

Biyoteknoloji

- Enzimin immobilizasyonu
- Protein ayrilmast

- Hiicre geri kazanimi

- Kromatografi

- Hiicre immobilizasyonu

Kozmetik

- Nemlendirici
- Sag¢ bakimi
- Cilt bakimi
- Ag1z bakimi

- Banyo losyonu

Membran

- Gegirgenlik kontroli

- Ters osmoz

Uriin ayirim ve geri

kazanimi

- Membran ayirimi
- Koagiilasyon
- Kromatografik kolonlar

- Kapsiilleme adsorbentleri
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Cizelge 2.2 Kitosanin endiistrideki bazi1 kullanim alanlar1 ve uygulamalari1 (devam)
(http ://etd.Isu.edu/docs/available/etd-11102004-134343/unrestricted/Fernandez-Kim_thesis. pdf)

Endiistriyel Alan Uygulama

- Yara iyilestirici

- Antikanser tedavi uygulamalari
- Kemik iyilestirici

- Cerrahi dikisler

Biyomedikal - Dis uygulamalar1

- la¢ salim sistemleri

- Gozigi ve kontakt lensler

- Pihtilagma etkeni

- Eczacilik

Bu kullanim alanlarindan aritma islemlerinde kitosanin selatlasma 06zeliginden
yararlanilir. Kitosan metal iyonlar ile selatlasarak bu iyonlarin atik sulardan veya kirli
akintilardan uzaklasmasin1 saglar. Yine selatlasma 6zeliginden yararlanarak besin
isleme proseslerinden salinan atik sularda bulunan asili haldeki boyar madde, aminoasit,
protein, organik madde vs. gibi maddeler geri kazanilabilir. Kitosan kullanimi ile zaman
tasarrufu ve yiiksek geri kazanim saglanabilmektedir. Kitosanin yapisinda bulunan
amino ve karboksilik gruplari, atik niikleer sulardan uranyumun adsorplanmasi amaciyla
da kullanilmaktadir. Kitosanin adsorplama kapasitesi parcacik boyutunun kiigiilmesi ile

artmaktadir.

Kitosanin kozmetik alaninda kullanimi 6zellikle sa¢ bakimi konusunda yogunlasmistir.
Bu alanda kitosanin film olusturabilme 6zeliginden yararlanilir. Kitosan proteinlerle
kolayca film olusturabildigi i¢in sa¢ koklerinin ihtiya¢ duydugu protein ve vitaminler
film halinde hazirlanir. Benzer sekilde sa¢ sekillendirici, cilt bakimi1 uygulamalari vs.

gibi diger kozmetik uygulamalara da sahiptir.
Hiicre ve enzim tutuklanmasi islemlerinde kitosan destek doku gorevi goriip tutuklama

matrisidir. Kitosan destek doku olarak kullanilarak enzim ve hiicrelerin yiiksek geri

kazanimi ve daha fazla kullanimi1 saglanir.

15




Kitosanin yara iyilestirici 6zeligi de vardir. Negatif yiiklii heparin ile kararli bir bilesik
olusturur; boncuk, jel, film ve fiber seklinde hazirlanir. Bu 6zelikten yararlanarak iyonik
bagli kitosan-heparin bilesigini iceren sargi bezi veya yara bandi gibi {iriinler
kullanilmaya baglanmistir. Bu iiriinlerin kullanimi ile yara iyilesmesi sirasinda epitel

dokunun tekrar olusum evresi hizlandirilmis olur.

Gida endiistrisinde kitin ve tlirevleri; besleme, tedavi etme ve besinler i¢in kaplama

amaciyla kullanilir. Gida endiistrisinde kullanim i¢in kitosan da istenen 6zelikler;

antimikrobiyal etki
antifungal etki
antioksidan etki

film olusturma 6zeligi

su baglama kapasitesi

YV V. V V V V

yag baglama kapasitesidir.

Kaplama uygulamalarinda yine film olusturma 6zeliginden faydalanilir. Olusan filmler
hiicre dis1 solunumu yavaglatir ve besinlerin raf émriinii uzatir. Kitosan, kilo kontrolii
amaciyla diyet haplarinda kullanilir ve yag tutma kapasitesinden yararlanilir.
Glukomannan ile birlestirilerek karacigerden kolestrol uzaklastirma isleminde de
kullanimi vardir. Kitosan kirmizi1 kan hiicrelerinin pihtilasmaya baslamalarini saglar.

Yaglar1 ve kolestrolii baglayarak bunlarin kan dolagiminda absorbe olmalarini engeller.

Discilikte yan iiriin olusumunu engellemek amaciyla kullanilir. Herhangi bir alerjik

tepkime vermez ve enfeksiyon gézlenmez.
Kitosanin biyomedikal alanda;
» yapay deri

» gen tedavisi i¢in ligand

» morfin ve asilar i¢in ila¢ salim araci
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lipit ve kolesterol tutucu arag¢
ayirma kolonlarinda kitin boncuklar1
yapay bobrek membrani

antitiimor ila¢ salim araci

YV V. V V V

kemik hasarlarinin tamiri gibi kullanimlar1 bulunmaktadir.

2.7 Kitosan Parcacik Biiyiikliigiiniin Kiiciiltiilmesi

Kitinin deasetillenmesi sonucu elde edilen kitosanin boyutu genellikle 0.1-10 mm
araligindadir ve bu boyutlardaki kitosan yukarida bahsedilen endiistriyel uygulamalarin
bliylik cogunlugunda kullanilabilmek i¢in uygun degildir. Kitosan parcaciklarinin
boyutu kiigiildiikge sahip oldugu 6zelikler aksine artmaktadir (adsorpsiyon kapasitesi,
antimikrobiyal etki, ila¢ salim kapasitesi, antitiimor etki, biyodagilim vs. gibi). Bircok
onemli 6zelige sahip bol miktarda bulunan bu dogal biyopolimerden en verimli sekilde

yararlanabilmek i¢in aragtirmacilar boyut kiigiiltme ¢aligmalarina yonelmislerdir.

Siireli yayinlarda ¢ok kiigiik (mikro ve nanoboyut) kitosan pargaciklarinin iiretilmesi
tizerine genellikle asagidaki yontemlerin gelistirildigi ve parcaciklarin kullanim alani ve
amacina gore bu yontemlerden birinin se¢ildigi goriilmiistiir. Siireli yayinlarda yer alan

boyut kii¢iiltme yontemleri sOyledir (Agnihotri et al. 2004);

emiilsiyon ¢apraz-baglama yontemi
coktiirme/toplanma ydntemi

sprey kurutma yontemi

emiilsiyon damlacik birlesme yontemi

iyonik jellesme yontemi

YV V. V V V V

ters misel yontemi
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2.7.1 Emiilsiyon ¢apraz-baglama yontemi

Bu yontem, kitosanin reaktif fonksiyonel amino gruplarinin ¢apraz-baglama ajaninin
aldehit gruplanyla ¢apraz-baglanmasi i¢in kullanilir. Sekil 2.5’te yontemin basit bir
sematik gosterimi yer almaktadir. Bu yontemde, kitosan ¢ozeltisi yag fazda emdilsiye
edilerek w/o (water-in-oil) emiilsiyonu hazirlanir. Sulu damlaciklar uygun bir yiizey
aktif madde kullanilarak kararlilagtirilirlar. Kararli emiilsiyon, parcaciklar katilagtirmak
icin glutaraldehit gibi bir ¢apraz-baglayici kullanilarak capraz-baglanir. Mikrokiireler

filtre edilir ve n-hegzan ile yikanir, daha sonra ise kurutulur.

i 6zeltisi Yag faz
Kitosan ¢o6zeltisi
Yiiksek hacim
L - — >
Emiilsiyon w/o E@ S&8
- - g o
Capraz-baglayici ﬁ_l e e o

| Karigtirma |

iy e
Katilagtirma [:_. :?
. ® &

_ - -
L)

h

Pargaciklarin ayrilmasi

Sekil 2.5 Emiilsiyon ¢apraz-baglama yonteminin sematik gosterimi

Bu yontem ile sulu damlaciklarin boyutu kontrol edilerek pargacik boyutu da kontrol

edilmis olur. Son iirliniin parcacik biiyiikliigii capraz-baglayicinin derecesine baglidir.
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2.7.2 Coktiirme/toplanma yontemi

Bu yontem kitosanin fizikokimyasal Ozeliginden yararlanir. Kitosan bazik ortamda
¢Oziinmez, ancak bazik ¢ozelti ile temas ederse ¢oker ve toplanir. Pargaciklar, toplanmis
damlaciklar olusturmak icin bir nozzle kullanilarak sodium hidroksit, NaOH-metanol
veya etandiamin gibi bazik bir ¢ozeltiye kitosan ¢ozeltisinin piiskiirtiilmesi ile tiretilir.
Parcaciklarin ayrilip saflastirilmasi, sicak ve soguk suyla yikama isleminden sonra
gergeklestirilen filtreleme ve santrifiijleme ile yapilir. Yontem Sekil 2.6’da sematik
olarak gosterilmistir. Sikistirtlmis hava basincinin degisimi ve sprey-nozzle ¢api
parcacik boyutunu kontrol eder. Bu yontem kullanilarak genellikle kitosan-DNA
nanoparcaciklari hazirlanmaktadir. Pargaciklarin katilastirilmasi i¢in capraz-baglayici

kullanimu, ila¢ salimin1 kontrol eder.

| ifleyici

Kitosan

¢Ozeltisi /-r—' ——\\

® NaOH

® NaOH-metanol

- — — —| ® Etandiamin vb. (bazik)

Sekil 2.6 Coktiirme/toplanma yonteminin sematik gosterimi
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2.7.3 Sprey kurutma yontemi

Iyi bilinen bir tekniktir. Yontem, damlaciklarin piiskiirtiilerek sicak bir hava akiminda
kurutulmasina dayanir. Bu yontemde genellikle, ila¢ yiiklii kitosan parcaciklarinin
sentezi gerceklestirilir. Once kitosan asetik asit c¢ozeltisinde ¢oziiniir. Hazirlanan
cozeltiye ilag eklenerek ¢Oziiniir veya dagitilir. Daha sonra ise uygun bir g¢apraz-
baglayic1 eklenir. Bu ¢ozelti bir hava akiminda atomize edilir. Atomizasyon kiiclik
damlaciklarin olusmasini ve ¢dziicliniin uzaklagmasini saglar. Coziicliniin uzaklagmasi
ile serbest hareket edebilen pargaciklar olusur. Yontem, Sekil 2.7°de sematik olarak

gosterilmistir.

Sikistirilmig Kitosan

hava \ / cozeltisi

+— Sicak hava

—

egsoz

000
oQod@o

0 %Oc% o T
Kuruma
4—_
odasi

siklon

088,98 nanopargaciklar

Sekil 2.7 Sprey kurutma yonteminin sematik gosterimi

Istenen parcacik boyutu iizerine birgok proses parametresinin etkisi vardir. Pargacik

boyutu;

» nozzle blyiikliigiine
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» sprey akis hizina
» atomizasyon basincina
» giris sicaklik degerine

» capraz-baglanma derecesine baglidir.
2.7.4 Emiilsiyon-damlacik birlesme yontemi

Emiilsiyon ve c¢oOktiirme yontemlerinin Ozeliklerinden yararlanarak uygulanan bir
yontemdir, ancak; kararli damlaciklarin ¢apraz-baglanmasi yerine, kitosan damlaciklari
ile NaOH damlaciklar1 birlestirilip ¢okme olayr azaltilir. Yontemde, once parafin
igerisinde kitosan ¢6zeltisini igeren bir emiilsiyon hazirlanir, sonra da kitosan ¢ozeltisi
iceren NaOH ¢ozeltisinin emiilsiyonu ayni sekilde hazirlanir. Yiiksek karistirma hizinda
her iki emiilsiyon birlestirilir; boylelikle, her iki taraftaki damlaciklar rastgele bir
sekilde siddetle carpisirlar. Sonug olarak, ufak parcaciklar elde edilmis olur. Yontem
Sekil 2.8°de sematik olarak gosterilmistir.

o [=] =
oS 2o

L= e
o o o
Kitosan emiilsiyonu (w/0) NaOH emiilsiyonu (w/o0)

Yiiksek hiz karistirma

l Kitosanin katilastirilmasi
- - - - - - - - -
-
- o o o o * e o =
i Santrifiij ve ytkkama
Parcaciklarin ayrilmasi

Sekil 2.8 Emiilsiyon-damlacik birlesme yonteminin sematik gosterimi

Uretilen pargaciklar kitosanin tipine bagldir. DD azalirsa tanecik boyutu artar,
yiiklenebilecek ila¢ miktar1 ise azalir. Bu yontemle yiiksek DD i¢in ortalama pargacik

boyutu 400 nm civarinda olan ilag-yiiklii nanopargaciklar tiretilmektedir.
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2.7.5 Iyonik jellesme yontemi

Kimyasallarin olas1 zehirlilikleri ve diger istenmeyen etkilerinden kag¢inmak igin
kimyasal ¢apraz-baglayicilar yerine, kitosan ile elektrostatik etkilesimler sonucu tersinir
fiziksel baglanan ¢apraz-baglayicilarin kullanildigi oldukga basit bir yontemdir. Capraz-
baglayict olarak genellikle tripolifosfat kullanilir. Bu yontemde 6ncelikle kitosan asetik
asit ¢ozeltisinde ¢Oziliniir. Daha sonra tripolifosfat ¢ozeltisi, siirekli karigtirma altinda
kitosan-asetik asit ¢ozeltisine yavasca eklenir. Bu eklenme ile kitosan nanopargaciklari
kendiliginden olusur. Olusan bu parcaciklar kiiresel yapidadir ve zayif mekanik kuvvete

sahiptirler. Sekil 2.9°da iyonik jellesme yonteminin sematik gosterimi verilmistir.

NaOH (10N) tripolifosfat
pH 4.7-4.8 arttirthr (TPP)

1. Adim D ﬂ 2. Adim

%]1°lik

Kitosan
nanopargcaciklari

[ (- 3
(o33 s S [« S o 1

kitosan ¢ozeltisi

OOl

Manyetik karistirict
10-15 dk karistirma

Sekil 2.9 Iyonik jellesme yonteminin sematik gosterimi
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2.7.6 Ters misel yontemi

Ters miseller termodinamik olarak kararli su, yag ve ylizey aktif maddelerin sivi
karigtmidir. Homojen ve izotropiktirler. En 6nemli yonlerinden biri dinamik
davraniglaridir. Ters misel damlaciklarinin sulu ¢ekirdegi parcaciklarin olusumunda
nanoreaktor gorevi gormektedir. Ters misel yontemi kullanilarak 1-10 nm araliginda
damlaciklar iiretilebilir ve bu damlaciklar iyi dagilmis durumdadirlar. Sekil 2.10°da ters
misel yontemine ait sematik gosterim yer almaktadir. Bu yontemde yiizey aktif maddesi
organik bir ¢oziiclide ¢ozilinerek ters misel ortami hazirlanir. Siirekli karistirilan ortama
kitosan ¢Ozeltisi ve c¢apraz-baglayict eklenir. Olusan seffaf c¢ozeltiden ¢oziicii
buharlastirilir ve geride yiizey aktif maddesini ve nanopargaciklari iceren kat1 kiitle
kalir. Saflastirma islemi ile ylizey aktif maddesi de uzaklastirilir ve daha sonra

nanopargcaciklar elde edilir.

e = e Kitosan g e Goziiciiniin

-= _‘:-# - — = = - - uzaklastiriimasi

- = 7| —- - =" [ = ~ | —

~a = T T E*’ Gapraz-baglayici B ! s -

- " = :____ A ’ — - ! - __—__ I - . "’/ -

- = = = -+ == == == - — = —_ - )
karistirma Kuru kitle

Ters misel (ylzey aktif

maddesi organik ¢oziclide @
= Yiizey aktif madde

nanopargaciklar
cHziinmiis)

e o @ - Saflagtirma

o - ®

Nanopargaciklar
(tamponda)

Sekil 2.10 Ters misel yonteminin sematik gosterimi

23



3. KAYNAK OZETLERI

Bu calismada KNP’yi sentezleyebilmek i¢in Boliim 2.7’de verilen emiilsiyon capraz-
baglama, ¢oktlirme-toplanma, sprey kurutma, emiilsiyon-damlacik birlestirme, iyonik
jellesme ve ters misel yontemlerinden iyonik jellesme ve ters misel yontemleri
secilmigtir. Bunun sebebi; iyonik jellesme ile KNP’ nin sentezinin oldukca basit olmasi
ve ters misel yontemi ile dar parcacik boyut dagilimina sahip ¢ok kiigiik parcaciklarin
sentezlenebilmesidir. Son yillara ait siireli yayinlar incelendiginde de KNP sentezi i¢in,
daha ¢ok iyonik jellesme yontemi olmak iizere, genellikle bu iki yontemin uygulandig
goriilmiistiir. Secilen bu iki yontemle ilgili siireli yayinlardan secilmis bazi ¢aligmalar

asagida 6zetlenmistir.

3.1 Iyonik Jellesme Yéntemiyle flgili Calismalar

Iyonik jellesme yontemi KNP’nin sentezlenmesi ig¢in en cok kullanilan sentez
yontemidir. Bu yontemle nanoparcacik hazirlamak oldukca basit olup ¢apraz-
baglayicilardan kalabilecek muhtemel zehirlilik etkisinden uzak durulmus olur. Asagida

stireli yayinlarda karsilagilan bazi ¢alismalar 6zetlenmistir:

Calvo et al. (1997) yaptiklar1 ¢calismada, yeni bir hidrofilik nano pargacik olusturmus ve
proteinlerin tutulmast ve kontrollii salimindaki yararlarim1 degerlendirmislerdir.
Polimerler arasindan katyonik polisakkarit kitosan, yiiksiiz blok kopolimer polietilen
oksit ve polietilen oksit (PEO) — polipropilen oksit (PPO) secilmistir. Parcaciklarin
olusumu, kitosanin TPP gibi bir polianyon ile iyonik etkilesmesi sonucu sivi-jel
gecisine dayanmaktadir. Olusan kitosan nano pargaciklart 250-1000 nm araligindadir.
Baslangi¢ deneylerini nanoparcacik olusumunun meydana geldigi derisim araligini
bulmaya yonelik yapmislardir. Bu amagla kitosan, hazirlanan farkli derisimlerdeki
asetik asit ¢ozeltilerinde ¢oziilmiistiir (% 0.05, % 0.1, % 0.5 ve % 1 (w/v)). Asetik asit
derisimi, tiim deneylerde, kitosaninkinden 1.75 kat fazla secilmistir. TPP ¢ozeltisi ise
kitosan ¢ozeltisi ile ayn1 derisimlerde hazirlanmistir (% 0.05, % 0.1, % 0.5 ve % 1
(w/v)). Hazirlanan TPP ¢ozeltileri (0.25, 1.0, 2.0, 2.5 ve 3 ml) oda sicakliginda

manyetik karistirma altinda 5 mL’lik kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. Elde edilen
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orneklerde ii¢ farkli sistemin olustugu goézlenmistir. Bunlar; berrak ¢ozelti, bulanik
siispansiyon ve kiimelesmelerdir. Berrak c¢o6zelti, bulanik silispansiyon ve
kiimelesmelerin olusumu kitosan ve TPP derisimine bagl olarak Sekil 3.1.a,b’de
gosterilmistir. Arastirmacilar en kiigiik parcacik biiylikliiglinii en diisiik derisimlerle
calisarak elde etmislerdir (260 nm). Bu ¢alisma ile iyonik jellesme yontemi kullanilarak

KNP hazirlanmasi ilk kez gerceklestirilmistir.

[ Cozelti
1
10 = ]m] o Nanopargaciklar
- . 0 A A Agregatlar
g
B i | . .Y
g &
B=] oo
g M a A
'g 4 Fat &
Ee] | iy e
% 24 Y T
IOt g &
N a 1 2 3 F
TPP derisimi (mg/mL)

k) B o Cozelti
= e ] [ ] - .y F.t & e Nanopargaciklar
go O - L & & & A Agregatlar
g 3 o ] - - Fu ! [

E - - & Fu? & fa

Rz . ® A A A A

—

3 * ® A A oA A4

g = a @& A A A A

8

M 1] v =T v T T
0.0 0,5 1.0 1.5

TPP derisimi (mo/ml.)

Sekil 3.1 Cesitli kitosan ve TPP derisimlerinde KNP nin olusum bdlgesi (Calvo et al.
1997)

a. genis derisim araliginda, b. nanopargaciklarin olustugu derisimlerde

Dyer et al. (2002) komplekslesme ve iyonik jellesme ile sentezledikleri iki farkli tipte
KNP’yi kullanarak sican ve kuzu orneklerinde bir 6rnek ilacin (insan ¢inko instilin)
burundan  verilmesiyle absorpsiyon arttirma  etkilerini  karsilastirmislardir.
Nanopargaciklarin etkisi, kitosan ¢ozeltisi ve kitosan tozlari ile birlikte burundan verilen
insiilinin  adsorpsiyon arttirict etkisi ile karsilagtirilmistir.  Sentezlenen insiilin

yiklenmemis parcaciklarin ortalama biiyikligi 250 nm ve zeta potansiyeli 28.8
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mV’tur. Insiilin yiikklenmis nanopargaciklar ise 751.8 nm ortalama pargacik
biiyiikliigiine sahiptir. Arastirmacilar bu calismadan elde ettikleri bulgular1 Fernando-
Urrusuna et al. (1999) calismalarindaki bulgular ile kiyaslamis ve o ¢aligmanin aksine,
hem kitosan ¢o6zeltisi hem de kitosan tozlarinin adsorpsiyon arttirma yetenegi
bakimindan elde edilen KNP’larina kiyasla daha yiiksek oldugu sonucuna varmiglardir.
Ayrica, insiilinin burundan verildigi ve hayvan ornekleri ilizerinde yapilan caligmalar
sonucunda kitosan tozlarinin kitosan ¢ozeltisine gore daha 1yi sonug¢ verdigi sonucunu

bulmuslardir.

Qi et al. (2004a) KNP’nin antibakteriyel ozeliklerini incelemislerdir. KNP’ye bakir
yiiklemis ve cesitli organizmalara karsi, canli viicut disinda yapay bir ¢evrede, bu
parcaciklarin antibakteriyel etkilerini degerlendirmislerdir. KNP’yi, TPP anyonlariyla
kitosanin iyonik jellesmesi yoOntemi ile elde etmislerdir. Nanoparcaciklarin
fizikokimyasal Ozelikleri; boyut, zeta potansiyeli, AFM, FTIR ve XRD analizleri
yardimiyla belirlenmistir. Elde edilen KNP nin biiyiikliigii 28.3 - 48.7 nm arasindadir.

Ayni aragtirmacilarin bir baska ¢aligmalarinda (Qi and Xu 2004b) sulu ¢ézeltiden KNP
tizerine kursun tutulmasi iizerinde de ¢alismislardir. TPP ile kitosanin iyonik jellesmesi
yontemini uygulayarak 40-100 nm boyutlar1 arasinda parcaciklar hazirlamislardir.
Parcacik  karakterizasyonu oOnceki ¢alismalarinda gerceklestirilen yontemlerle
yapilmigtir. Kursun iyonlarmin KNP tarafindan adsorplanma kapasitesi ve adsorpsiyon
izotermleri belirlenmistir. Adsorplama kapasitesine; baglangic derisimi, sicaklik,
adsorplayict miktar1 ve boyutu, calkalama siiresi ve pH’nin etkisini incelemislerdir.
KNP’nin etkili bir sekilde kursun iyonlarimi tuttugunu ve fosfor gruplarinin yapiya

girmesi ile kapasitenin arttigin1 saptamiglardir.

Lee et al. (2004) kitosanmi c¢esitli fonksiyonel gruplarla modifiye ederek hidrofobik
dogayr hidrofilik yapiya doniistirmeyi ve parcacik yigilmasini engellemeyi
amaclamislardir. Kitosan1 metanol ortaminda homojen sartlar altinda biitanoik,
hegzanoik ve benzoik anhidrit ile N-agilleyerek acillenme derecesini Hidrojen Niikleer
Manyetik Rezonans (H-NMR) ile belirlemislerdir. N-acil KNP’yi, TPP anyonlarinin

eklenmesiyle hazirlamiglardir. N-agil KNP dondurularak kurutulmus ve pargacik
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boyutu, zeta potansiyeli ve kan uygunlugu analizlerini yapmislardir. N-agil KNP 160-
200 nm boyut araliginda elde edilmis ve pargaciklarin biyouyumlu olduklari

belirlenmistir.

Zhang et al. (2004) iyonik jellesme yontemi kullanarak dar bir boyut dagilimimnda KNP
sentezlemislerdir. Sentezledikleri nanoparcaciklar 90-220 nm aralifindadir. Parcacik
boyutu iizerine sicaklik, pH ve kitosan/TPP oranin1 incelemisler, ayrica yliksek
deasetilasyon derecesi ve molekiil agirliginin parcacik boyutu kontroliine etkisini de
calismiglardir. pH ve sicakligin artmasiyla boyutun da arttigini, en kiigiik nanopargacik

biiyiikliigiiniin kitosan/TPP oran1 5 iken elde edilebilecegini gérmiislerdir.

Lopez-Leon et al. (2005) calismalarinda TPP ile ¢apraz baglanmayla olusan KNP’nin
baz1 fiziksel oOzekliklerini c¢alismislardir. Elektrokinetik 6zelikleri ve kolloidal
kararliligr, pH ve ortamin iyonik kuvvetinin bir fonksiyonu olarak incelemislerdir.
Calismalarda pH’nin ve bekleme siiresinin pargacik bliyiikliigline etkisi arastirilmistir.
Asidik ortamda pH’nin artmasiyla parcacik boyutunun azaldigi, bazik ortamda ise
degismedigi gdzlenmistir. Parcacik boyutunun asidik ortamda bekleme siiresinin
degisiminden etkilenmedigi, bazik ortamda ise bekleme siiresinin artmasiyla arttig
bulunmustur. Elde edilen pargaciklarin biiyiikliigliniin 200-300 nm araliginda oldugu

saptanmistir.

Grenha et al. (2005) caligmalarinda protein yiiklii KNP’yi kullanarak, akcigere protein
yikli KNP’yi tagiyan mikrokiireleri iiretmislerdir. Sonu¢ olarak protein yiiklii
nanoparcaciklarin, akcigerin derinliklerine ulasabilmek icin, uygun ozeliklere sahip
mikrokiirelere basarili bir sekilde baglandigini ve bu mikrokiirelerin sulu ortamla
temasindan sonra nanopargaciklarin salimimnin gerceklestigini belirtmislerdir. Bu
calismada kitosan/TPP oraninin pargacik boyutuna etkisi incelenmistir. Bu oran arttikca

PO

boyutun arttig1 ve pargacik boyutunun 280-420 nm arasinda degistigi gozlenmistir.
Amidi et al. (2006) N-trimetil kitosan (TMC) nanopargaciklarini kullanarak antijenlerin

burundan verilmesi iizerine ¢alismislardir. Bu amagla model ajan olarak segctikleri

ovalblimini  nanopargaciklarla  kapsiillemiglerdir. ~ Ovalblimin  kapsiillenmis
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nanoparcaciklar bir saflastirma isleminden geg¢irilmistir, saflastirilan ovalbiimin yiiklii
parcaciklarin ortalama biyiikligii 479 + 32 nm’dir. Arastirmacilar hazirladiklar
ovalbiimin-TMC nanopargaciklarinin burundan dagitim sistemi olarak kullanilip
kullanilamayacagini belirlemek i¢in in vitro (laboratuar ortaminda) ve in vivo (canli
ortamda) zehirlilik testleri yapmislar ve esodakli lazer mikroskobu kullanarak TMC
nanoparcaciklarinin si¢anlarin burun epitelyal dokusuna alinmasini incelemislerdir.
Sentezlenen TMC nanoparcaciklari proteinler i¢in mitkemmel ylikleme kapasitesine ve
burun mukozasina baglanabilmesini saglayan pozitif yiizey yiikiine sahiptirler. In vivo
calismalar, albiimin yiikli TMC nanopargaciklarinin burun bosluguna verildiklerinde,
mukozal tabakayr gecip fare burun epitelyas: tarafindan emilip alt-mukozal tabakaya
aktarildigin1 goOstermistir. Sonug olarak, proteinlerin burundan dagitilabilmesi igin
uygun oldugu belirlenen bu yontem ile ilk kez canli bir modelde (in vivo), protein yiikli
TMC nanopargaciklarinin ~ burun mukozal duvarini  gecebilme yetenegini

gostermislerdir.

Deng et al. (20006) ilk kez lisozim igeren kitosan nanopargaciklarin sentezini iyonik
jellesme yiintemini kullanarak gergeklestirmislerdir. Kitosan molekiil agirliginin ve
kitosan, TPP ve baslangi¢ lisozim igeriginin kapsiilleme verimliligi, yliikleme kapasitesi,
salim hizt ve KNP’lerdeki lisozim etkinligi iizerine etkileri lizerine durmuslardir. 50-
280 nm araliginda kiiresel KNP iiretmislerdir. Yiiksek molekiil agirlikli kitosan; yiiksek
lisozim kapsiillemesi verimliligi ve yiiksek yiikleme kapasitesi gostermistir, ancak;
salim hiz1 diisiiktiir. Kitosan igeriginin azaltilmasi kapsiillenme verimini dnce arttirmis
sonra azaltmig, ylikleme kapasitesini ve salim hizini ise azaltmistir. Yiiksek TPP igerigi
ile daha yiiksek kapsiilleme verimi ve ylikleme kapasitesi elde edilirken salim hizi da
artmistir. Baslangi¢ lisozim derisiminin arttirilmasiyla kapsiilleme verimi ve salim hizi
azalmis ancak yilikleme kapasitesi artmistir. Lisozim yiiklii nanopargaciklarin
durumunun lisozim i¢in ¢ok iyi oldugunu, sonu¢ olarak; bagil parametrelerin bazi
kullanimlarda protein dagitimi ihtiyacim karsilamak i¢in ayarlanabilecegini ileri

siirmiislerdir.

Motwani et al. (2006) nanoparcacik siispansiyonlarin  hazirlanmasinda ve

seyreltilmesinde kullanilan c¢oziiciilerin yabanci nanoparcaciklara neden oldugu ve
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olusturulmak istenenden farkli nanopargaciklarin olugmasiyla nanoparcaciklarin gergek
boyutu ve parcacitk boyut dagilimmi etkiledigi hipotezine dayanarak kitosan
nanoparcaciklarinin parcacik boyutu ve polidispersitesi iizerine ¢oziicii etkisini
incelemislerdir. Arastirmacilar, KNP’yi iyonik jellesme yontemini kullanarak elde
etmislerdir. Kitosan, hemen hemen hi¢bir organik ¢oziiciide ve notral pH’de suda
coziinmediginden dolay: tercih edilmis bdylece, herhangi bir nanopargacik ylizey —
¢cOziicii etkilesmesinin olmamasi1 saglanmistir. Bu o6zeliginden dolayi, ¢oziicii ile
seyreltme  isleminden sonra KNP’nin ortalama parcacik  biiyikligi ve
polidispersitesindeki herhangi bir degisimin, c¢odzeltinin neden oldugu pargaciklarin
gostermis oldugu parcacik dagilim siddeti degisimi olarak yorumlanabilecegini
belirtmislerdir. Olusturulan orjinal kitosan nanoparcacik siispansiyonu ig¢in ortalama
parcacik biiyiikliigii 285 + 14 nm ve polidispersite indeksi 0.219 + 0.011°dir. Calismada
birgok sulu ve susuz ¢ozelti kullanilmigtir. Seyreltme oraninin artmasiyla ortalama
parcacik biiyiikliigiinde (posfat tamponu ve iki kez damitilmis su hari¢) azalma
gorilmistiir. Basit ¢ozeltilerin kullanilmasi az sayida ¢ok kiiciik nanopargaciklara neden
olurken ortalama pargacik biiylikliigli azalmistir, oysa; tamponlarin kulanilmasiyla
onemli sayida biiyiik nanoparcaciklar olusmus ve ortalama parcacik biiytikligi
artmistir. Sonug olarak; 0,45 um membran filtreleri ile filtrelenmis ¢ok yiiksek safliktaki
coziicillerin nanopargacik hazirlanmasinda veya karakterizasyonunda kullanilmasi

gerektigini ileri siirmiislerdir.

Hu et al. (2006) iyonik jellesme yontemini kullanarak 10-100 nm araliginda KNP
sentezlemisler ve bu nanoparcgaciklari, sulu bir ¢ozeltiden bir asit boyar maddesi olan
Asit Yesili 27 yi uzaklastirmak icin bir adsorplayici olarak kullanmislardir. Adsorplama
kapasitesini nanopargaciklardaki kitosan agirligin1 kullanilarak 2103.6 mg/g olarak
hesaplamiglar ve bu degerin mikroboyutlu kitosana gore oldukca fazla oldugunu

vurgulamiglardir.

Iyonik jellesme ile KNP’ nin sentezi ile ilgili siireli yayinlarda yer alan ¢alismalardan

bazilarinda incelenen parametre ve 6zelikler Cizelge 3.1°deki gibi 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1 Iyonik jellesme yontemi ile KNP nin sentezlenmesi iizerine yapilan bazi

calismalar
Kaynak Incelenen parametreler Incelenen Ozelik Parcack
Boyutu (nm)
Calvo et al. 1997 | Kitosan ve TPP derisimleri | Pargacik biiylikligi 250-1000
Dyer et al. 2002 Kitosan ve TPP derisimleri | Adsorpsiyon yetenegi | 250-751.8
Qi et al. 2004a -- Antibakteriyel etki 28.3-48.7
Baslangi¢ derisimi, sicaklik,
Qi and Xu 2004b adsorplayict boyutu, Adsorpsiyon yetenegi 40-100
adsorplayict miktari, pH
Lee et al. 2004 -- Kan uyumlulugu 260-300
Sicaklik, pH, kitosan/TPP
Zhang et al. 2004 - 90-200
orani
Lopez et al. 2005 pH, iyonik kuvvet Sisme-biiziilme 200-300
Kapsiilleme
Kitosan, TPP ve baslangic o
Deng et al. 2006 o o verimliligi, ylikleme 50-280
lisozim derisimi o
kapasitesi, salim hiz1
Motwani et al. 2006 -- Cozelti kalitesi 270-300
Hu et al. 2006 -- Adsorpsiyon yetenegi 10-100

3.2 Ters Misel Yontemiyle ilgili Calismalar

Ters misel yontemi, iyonik jellesme yontemine gore daha detayli bir sentez yontemi

olup en biiylik avantaji dar boyut dagilimina sahip cok iyi dagilmis KNP’nin

sentezlenebilmesidir. Capraz-baglayici olarak kullanilan kimyasallardan veya organik

coziiciilerden kalan artiklarin tam olarak uzaklastirilamamasindan kaynaklanabilecek

zehirlilik etkisi olabilecegi i¢in hazirlanan KNP’nin iyi bir sekilde kalintilardan

arindirilmas1 gerekmektedir. Asagida siireli yayinlarda karsilasilan bazi c¢aligmalar

Ozetlenmistir :

Mitra et al. (2001) ters misel ortami kullanarak 50-300 nm araliginda KNP elde etmisler

ve Doxorubicin (DXR)-Dextran (DEX) antikanser ilacint KNP’ye kapsiilleyerek
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antitimor etkisini incelemislerdir. Hazirlanan antikanser ilag Bulb/c faresi iizerinde
denenmistir. KNP’ye yiliklenmis ilacin olusturdugu etkiyi gormek i¢in fareler iizerinde
kontrolsiiz, bos KNP, yalniz DXR, DXR-DEX ve DXR-DEX yiiklii KNP gibi bes farkli
durumu incelemislerdir. Sirasiyla ilk {i¢c durumda fareler 6lmiistiir. DXR-DEX verildigi
durumda 90 giin sonunda tiimdr hacminde % 25 azalma olurken KNP’ye yiiklenmis

durumda bu oranin % 50’ye ¢iktigin1 gézlemlemislerdir.

Banerjee et al. (2002) glutaraldehit ile ¢apraz-baglanan KNP’yi, AOT/n-hekzan ters
misel yontemi ile hazirlamislardir. FTIR analizleri ile polimerik yapidaki g¢apraz
baglanma dogrulanarak, pargaciklarin yapiskan dogalarindan dolayi, boyutlarinin, sulu
tampondaki pargacik yogunluguna ve ¢apraz baglanma miktarina bagli oldugunu
saptamislardir. TEM gorintiileri ile parcaciklarin kiiresel sekilli ve kiimelenmelerin
oldugu gozlenmistir. Ters misel yontemiyle 30-110 nm boyut araliginda tanecikler elde

edilmistir.

Zhi et al. (2005) calismalarinda asidik diliretik furosemidin nanopargacik
sistemlerindeki adsorpsiyon kapasitelerini arastirmis ve adsorpsiyonu gerceklestirmek
icin sulu fazinda kitosan bulunan yeni bir ters misel sistemi hazirlamislardir.
Nanoemiilsiyonu olusturmak icin yilizey aktif maddesi olarak TX-100, yag faz olarak
siklohekzan, yardimer yiizey aktif maddesi olarak ta n-hekzanol kullanmiglardir, sulu
faz1 ise kitosan igeren seyreltik asetik asit c¢oOzeltisi olusturmaktadir. Bu sekilde
hazirladiklar1 iki nanoemiilsiyondan birine glutaraldehit digerine ise NaOH ekleyerek
capraz-bagli KNP’nin nanoemiilsiyonda olugsmasini saglamislardir. Coktiirme amaciyla
NaOH kullanildiginda iyi dagilmig, 30-150 nm biiyiikliige sahip KNP olusmusken,
glutaraldehit kullanildiginda 22 nm ortalama capa sahip parcaciklar elde etmislerdir.
Mikrobiiyiikliikteki kitosan parcaciklarina kiyasla, nanopargaciklarin adsorpsiyon
dengesi daha hizli olmus ve adsorpsiyon miktar1 olduk¢a artmistir. Dengeye 10
dakikada ulasilmis ve NaOH ile hazirladiklar1 KNP ile 270 mg/g derisiminde ditiretik
furosemit adsorplanmistir. Mikrobiiyiikliikte ise adsorpsiyon derisimi 87 mg/g ve denge
stiresi 60 dakikadir.
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Zhi et al. (2006) ters misel yontemini kullanarak manyetik kitosan/Fe;O4 kompozit
nanoparcaciklarini hazirlamiglardir. Hazirlanan 10-80 nm boyut araligindaki kompozit
nanoparcaciklarin manyetik 6zelikleri ve kararliliklarim1 incelemislerdir. Calisma
sonucunda; demir oksit nanopargaciklarinin kitosan nanoparcaciklari tarafindan sarilmis
oldugunu, kompozit nanopargaciklarin doymus miknatishiginin 11.15 emu/g oldugunu,
hazirlanan manyetik kitosan nanoparcaciklarin sliperparamanyetik 6zelik gosterdiklerini

ve yiiksek manyetik kararliliga sahip olduklarini saptamislardir.

Liu et al (2007) su, Triton X-100, oktanol ve siklohekzan igeren ters
mikroemiilsiyonunu kullanarak ¢ok ince kitosan pargaciklar1 sentezlemislerdir. Bunun
i¢in, iki farkli parcacik hazirlama yontemi uygulamis, TEM ve FTIR analizleri yaparak
sentezlenen pargaciklarin karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu yontemlerin
ilkinde iyonik jellesme yoOntemi ile capraz-baglama yontemi birlestirilmistir. Diger
yontemde ise sadece c¢apraz-baglama yapilmistir. Arastirmacilar, uyguladiklar
yontemlere ait muhtemel pargacik olusum mekanizmasini tasarlamislardir. Ortalama
uzunlugu 943 nm genisligi ise 188 nm olan ince uzun KNP’lerin sentezlendigi ¢apraz
baglama yontemine kiyasla, iyonik jellesme ile birlestirilmis ¢apraz baglama yontemi
kullanilarak iyi dagilmis tekdiize parcaciklar sentezlenebilmistir. Bu yontem ile

sentezlenen pargaciklarin ortalama ¢ap1 92 nm’dir.

Ters misel yontemi ile ilgili siireli yayinlarda karsilasilan ¢alismalardan bazilarinda

incelenen parametre ve 6zelikler Cizelge 3.2°deki gibi 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.2 Ters misel yontemi ile KNP’nin sentezlenmesi iizerine yapilan bazi

calismalar
Incelenen Incelenen
Kaynak . Parc¢acik Boyutu (nm)
parametreler Ozelik

Mitra et al. 2001 - Antitiimér etki 50-300

Banerjee et al. 2002 | Capraz-baglanma | Biyodagilim 30-110

Zhi et al. 2006 -- Manyetik 6zelik 10-80

. . ) 92
Liu et al. 2007 -- Uretim yontemi o
943 uzunluk-188 genislik

33




4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Iyonik jellesme yontemi ile KNP sentezinde; kitosan [orta molekiil agirlikli (medium
molecular weight, MMW), Brookfield viskozitesi 200.000 cps, Sigma], sodyum
tripolifosfat (TPP, Sigma), asetik asit (CH;COOH, Merck, % 100) ve D (+) trehaloz
dihidrat (Fluka, % 99,5) kullanilmistir.

Ters misel yonteminde ise glutaraldehit, sodyum bis(etilhekzil) siilfosiiksinat (AOT,
Sigma % 98), polietilen glikol oktil-fenil eter (TX-100), sodyum dodesilsiilfat (SDS,
Sigma), n-hekzan (Merck, % 99), siklohekzan (Merck, % 99,5), hekzanol (Merck, %
99), hidroklorik asit (HCI, Merck, % 37), tris (hidroksi metil) amin metan (Sigma, %
99.9), amonyak ¢ozeltisi (Riedel-de Haén, % ), kitosan (orta molekiil agirlikli MMW,
Sigma) ve asetik asit (CH;COOH, Merck, % 100) kullanilmistir. Damitik su ve

deiyonize su kullanilarak tiim deneyler gergeklestirilmistir.

4.2 Yontem

Parcacik hazirlama yonteminin se¢imi, siireli yayimlarda incelenen c¢alismalarda

genellikle, asagida belirtilen faktorler géz onilinde bulundurularak yapilmistir;

parcacik biiytikliik gereksinimi
aktif ajanin termal ve kimyasal kararlilig
salimin kinetik profilinin tekrarlanabilirligi

son lirlinlin kararlilig

YV V V V V

son Uriinin zehirlilik derecesi

Bu ¢alismanin amaci nanoboyutta kitosan sentezlemek oldugu igin, en kiiciik parcacigin
sentezlenebildigi ters misel yoOntemi ve nanopargaciklarin en Dbasit sekilde
hazirlanabildigi ve yine c¢ok kiiciik parcaciklarin sentezlenebildigi iyonik jellesme

yontemi seg¢ilmistir.

34



Siireli yayinlarda, sentezlenen kitosan nanoparcaciklarinin uygulamalarina yonelik
olduk¢a fazla calisma yapilmigken sentezlenen pargaciklarin boyutu iizerine etki eden
parametreleri konu alan az sayida calisma yer almaktadir. Bu ¢alismada ters misel ve

iyonik jellesme yontemleri kullanilarak;

» kitosanin ¢apraz baglanma derecesi
» pH

» kitosan / iyonik-baglayici orani

gibi parametreler yaninda;

» yiizey aktif maddesi cinsi
» organik ¢oziicii ve reaktif derigsimleri

» sesoOtesi dalga etkisi

gibi parametrelerin de kitosan nanoparcacik sentezine etkisi incelenmistir.

4.2.1 Iyonik jellesme yontemi ile kitosan nanoparc¢aciklarinin sentezi

Iyonik jellesme ydntemi ile KNP’nin sentezi ilk kez Calvo et al. (1997) tarafindan
gergeklestirilmistir. Iyonik jellesme yontemi, pozitif yiiklii kitosan ile negatif yiiklii
capraz-baglayicinin oda sicaklifindaki iyonik jellesme etkilesimine dayanmaktadir.
Calismalarda en sik kullanilan ¢apraz-baglayict TPP’dir. TPP igeren bazik faz (pH = 7-
9) kitosan iceren asidik faza (pH = 4-6) eklendiginde, kitosanin pozitif yliklii amino
gruplar1 ile TPP’nin negatif yiiklii fosfor gruplar1 arasinda olusan molekiili¢i ve
molekiillerarast baglar sayesinde KNP olusumu kendiliginden gerceklesmektedir.
Asidik ve bazik ¢ozeltilerin hacimleri degistirilerek farkli 6zelliklerde nanopargaciklar
elde edilebilir (Janes et al. 2001). Sekil 4.1’de genel olarak kitosan ve TPP etkilesimi

sonucu KNP olusumu gosterilmistir.
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Kitosan Tripolifosfat (TPP)

CHOH  CHOH o CI? 0 Capraz-bagl
0‘5370 + Na*' Q' p —p — P OMat — kltosan
oL, nanoparcaciklari
OH NH*  OH My . E'Na' ('Na' O'Na parg

Sekil 4.1 Kitosan ve TPP arasindaki iyonik jellesme sonucu KNP’nin olusumu

Kitosan ve TPP arasindaki elektrostatik etkilesme sonucu molekiili¢ci ve molekiillerarasi
baglarin olusumu, katyonik ve anyonik bdlgelerin olugsmasina baglidir. Bu durumda
eklenen TPP’nin pH’si de biiylik rol oynamaktadir. pH ¢apraz-baglanma miktarinda ve
tipinde degisiklige neden olabilir, ¢iinkii; eklenen TPP derisimi diisiik pH’de oldugunda
(6rnegin pH = 3) ortamda sadece fosfor iyonlar1 bulunacaktir. Tam aksine; eklenen TPP
yiiksek pH’de ise (6rnegin pH = 9) ortamda fosfor iyonlarinin yaninda OH™ iyonlar da
yer alacaktir. Bu durumda, hem OH™ hem de fosfor iyonlar1 kitosanin —NH;" grubu ile
birlesmeye calisacaktir. Sonug¢ olarak; c¢apraz baglanma tipi ve miktart degismis
olacaktir. OH  ve P30105 ~ iyonlar1 ile —NH;" iyonlarmm etkilesimi ile c¢apraz-

baglanmanin degisimi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 Kitosanin TPP ile farkli pH degerlerinde etkilesimi.

a. deprotonasyon, b. iyonik ¢apraz-baglama

OH ™ iyonlar1 kitosana capraz-baglanmasi deprotonasyon ile gerceklesirken P3O;”

iyonlarinin kitosana baglanmasi iyonik etkilesim ile olmaktadir (Bhumkar ef al. 2006).

Calismada 1yonik jellesme yontemi ile KNP’nin sentezi asagidaki gibi

gergeklestirilmistir:

» 10 ml % 1 (v/v)’lik asetik asit ¢ozeltisi hazirlanir (0.1 ml asetik asit 9.9 ml
damitik suya eklenir).

» 30 mg kitosan (% 0.3, w/v) bu ¢ozeltiye katilir ve kanistirilarak ¢oziilmesi
saglanir.

» Elde edilen 3 mg/ml derisimindeki bu ¢ozelti oncelikle ¢oziinmeyen kisimlarin
ve safsizliklarin uzaklastirilmasi i¢in siiziiliir, daha sonra ise 10 N NaOH
kullanarak pH = 4.6 - 4.8 araligina ayarlanir.

» Diger yandan 12 ml’lik TPP ¢ozeltisi (0.55 mg/ml) hazirlanir ve oda

sicakliginda manyetik karistirma altinda kitosan ¢ozeltisine eklenir.

37



» Olusan siispansiyon 10000 rpm ve 4 °C’de 30 dakika santrifiijlenir.

» (Coken kisim ayrilir ve kalmis olabilecek NaOH’1 uzaklastirmak igin damitik su
ile 2-3 kez yikama islemi gerceklestirilir.

» Yikama isleminden sonra 5 mg trehaloz eklenerek — 50 °C’de dondurularak

kurutulur.

Calvo et al. (1997) calismalarinda KNP’nin yalnizca belirli kitosan ve TPP
derisimlerinde sentezlenebildigi sonucuna ulasmislardir. Bu arastirmacilarin sonuglarina
benzer olarak Dyer et al. (2002) ve Fernando-Urrusuna et al. (1999)’da KNP’nin
sentezinin belirli derisimlere bagl oldugunu destekleyen ¢aligmalar yapmislardir. Bu
caligmada uygun derigim araligin1 bulmak i¢in herhangi bir ¢alisma yapilmamis siireli

yayinlarda belirlenen kitosan ve TPP derisim araliginda ¢alisilarak KNP sentezlenmistir.

4.2.2 Ters misel yontemi ile kitosan nanoparcaciklarinin sentezi

Kitosan polimer zinciri, ters misel ortami kullanilarak kimyasal olarak c¢apraz-
baglanabilirler. Ters misel ortami su, yag ve ylizey aktif madde karigimlarindan olusup
monodispers, transparan, termodinamik olarak kararli ve izotropik sistemlerdir. Ters
misel damlaciklari, genellikle 1 nm ile 10 nm arasinda monodispers yapilar olduklari
icin ¢ok ince nanoparcgaciklar olustururlar. Misel damlaciklari Brownian hareketi
icerisinde olduklari i¢in, milisaniye ve mikrosaniye arasinda degisen zaman Ol¢eginde
stirekli olarak birlesme ve daha sonra tekrar ayrilmaya maruz kalirlar. Bu damlaciklarin
biiyiikliik, polidisperslik ve termodinamik kararliliklar1 sistemde hizli bir dinamik denge
ile korunur (Agnihotri ef al. 2004). KNP’ nin olusumu, nanoreaktor gibi diisiiniilebilecek
ters misel damlaciklarinin sulu g¢ekirdeklerinde dar bir boyut dagilimi sahip sekilde
gerceklesmektedir. Kovalent ¢apraz-baglanma icin genellikle aldehitler kullanilir ve en
cok tercih edileni ise glutaraldehittir. Capraz-baglanmanin gerceklesebilmesi igin
capraz-baglayici sabit karistirma hizinda kitosan sulu ¢ozeltisi, yiizey aktif ve yardimci
yiizey aktif madde (yardimci yiizey aktif madde kullanimi her ters misel ortami igin
gerekli degildir) igeren sisteme eklenir ve 24 h karistirilir. Ters misel yapiy1 kirmak i¢in
organik fazin uzaklastirilmasi gereklidir. Bu islem genellikle organik fazin doéner

kurutucuda  buharlagtirilmas1  ile  gergeklestirilir.  Organik  faz  sistemden
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uzaklagtirildiktan sonra geriye kalan kat1 kisim yiizey aktif madde ve KNP’den olusur.
Uygun bir ayirma islemi ile yiizey aktif maddeler KNP’den ayrilir.

KNP’nin ters misel yontemi ile sentezi Banerjee et al. (2002) ¢alismasinda oldugu gibi
yaptlmistir. Bu calismada AOT / n-hekzan / su ters misel sistemi kullanilmigtir.

KNP’nin ters misel yontemi ile sentezi su sekildedir:

» 0,711 g AOT 40 ml n-hekzanda ¢oziiliir (0,04 M).

» Hazirlanan ¢ozeltiye sirasiyla 400 pl, % 6 (v/v) asetik asit igeren % 0,1 (w/v)’lik
kitosan ¢ozeltisi

» 176 ul Tris-HCI tamponu (pH = 8)

» 40 pl amonyak ¢ozeltisi eklenir.

» Son olarak ise 4 pl glutaraldehit ¢ozeltisi % 0,01 (v/v) eklenir ve 12 saat 600
rpm sabit karigtirma hizinda karistirilir.

» Karistirma islemi bittikten sonra doner buharlastirici kullanilarak ¢oziicii
uzaklastirilir.

» (Coziciinlin buharlastirilmasindan sonra geriye kalan kati; KNP ve yiizey aktif
maddeden olusmaktadir.

» Yiizey aktif maddenin (AOT) uzaklastirilmasi igin 6ncelikle kalan katiya 20 ml
Tris-HCI tamponu (pH = 8) eklenir ve kat1 siispansiyon haline getirilir.

» Siispansiyon hazirlama islemi sesotesi dalga esliginde gergeklestirilir.

» 4 ml % 30’luk CaCl, ¢ozeltisi, AOT’yi kalsiyum dietilhekzil siilfosiiksinat tuzu
seklinde ¢oktiirmek icin, ¢okme bitene kadar siispansiyona damlatilir.

» Coken kismi ayirmak igin 8500 rpm ve 4 °C’de 20 dk siire ile santrifiij islemi
gergeklestirilir.

» Coken kisim, adsorplanmig KNP olabilecegi i¢in 10 ml n-hekzanda ¢oziiliir ve
cozelti her seferinde 1 ml Tris-HCI tamponu ile iki-ii¢ kez yikanir.

» n-hekzan fazi ve Tris-HCI fazi siiziilerek ayrilir ve asil KNP ¢ozeltisine eklenir.

» Cozelti liyofilizatdrde kurutularak katt KNP elde edilir.

Kendiliginden yapigsma 06zeligi olan polimerler sulu ortamda Brownian hareketleri

sonucu birbirleri ile etkileserek kiimeler olustururlar. Kitosan da yapiskan 6zeligi olan

39



bir hidrojel polimerdir. Bu 06zelige sahip tiim polimerler i¢in hesaplanan ortalama
parcacik biiyiikliigii ger¢ek pargacik biiyiikliigiinden her zaman daha biiyiiktiir. Banerjee
et al. (2002) c¢alismalarinda seyreltme miktarinin ve ¢apraz-baglama derecesinin
KNP’nin olusumuna etkisini incelemigler ve seyreltme miktarinin artmasi ile
parcgaciklarin biiyiikliiglinlin gergek biiyiikliiklerine yaklastiklar1 ve sonsuz seyreltmede
tamamen ayni olduklart sonucunu bulmuglardir.  Capraz-baglanma derecesinin
artmasinin ise pargacik biliylikliglinii arttirdigi sonucuna ulagsmislardir (Banerjee et al.

2002).

Ters misel yontemi kullanilarak farkli tiirde yiizey aktif maddesinin nanopargacik
olusumuna etkisini incelemek i¢in AOT yerine TX-100 ve SDS kullanilmigtir. Yalniz
TX-100 kullanimina ait deneysel yontem Zhi et al. (2005) ¢aligmasindan yararlanilarak
asagidaki gibi gerceklestirilmistir:

» 1 gkitosan iceren 100 ml (% 1 asetik asit, v/v)’lik ¢ozelti hazirlanir.

» Siklohekzan, hekzanol ve kitosan c¢ozeltisi 11:6:4 oranminda karistirilir ve
emiilsiyon olusur.

» Emiilsiyon karstirilirken TX-100 emiilsiyon transparan veya yari-transparan
olacak sekilde eklenir.

» Glutaraldehit iceren ancak kitosan igermeyen nanoemiilsiyon ayni sekilde
hazirlanir.

» Glutaraldehit i¢ceren nanoemiilsiyon kitosan nanoemiilsiyonuna 4 saat siire ile 40
°C sabit sicaklikta ve karigtirma altinda ecklenir. Boylelikle, kitosan ve
glutaraldehitin etkilesmesi saglanir.

» Ayni islem glutaraldehit yerine 2 mol/L NaOH kullanilarak gergeklestirilebilir.
Elde edilen parcaciklar 5000 rpm’de 30 dk santrifiijlenir.

Liu et al. (2007) calismasinda uygulanan TX-100 ile birlikte NaOH-SDS ¢o6zeltisi
kullanilarak ters misel ortaminda KNP sentezine ait basamaklar agagida gosterildigi

gibidir:
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» 0,5 g kitosan igeren 100 ml (% 1 asetik asit, v/v)’lik ¢6zelti hazirlanir.

» Hazirlanan bu ¢6zeltiden ve az miktarda SDS igeren NaOH ¢ozeltisinden 6’sar
ml alinarak iki farkli 24 ml’lik TX-100/oktanol/siklohekzan (7/8/9, v/v/v)
karisimina eklenir.

» Her iki ¢ozeltiye de 30 dakika siire ile karigtirma altinda sesdtesi dalga
uygulanir.  Bdylelikle  kitosan ~ mikroemiilsiyonu ~ ve  SDS-NaOH
mikroemiilsiyonu elde edilir.

» SDS-NaOH mikroemiilsiyonu pH = 7 olana kadar kitosan mikroemiilsiyonuna
eklenir ve 30 dakika daha karistirilarak kitosan pargaciklarinin ¢okmesi saglanir.

» Elde edilen kitosan siispansiyonuna 1,5 ml glutaraldehit eklenerek ¢apraz-
baglama islemi gergeklestirilir. Bu islem 40 °C’de 2 saat siire ile gergeklestirilir.

» Olusan KNP’yi tepkimeye girmeyen maddelerden ayirmak igin siispansiyon
5000 rpm’de 30 dakika siire ile santrifiij edilir.

» Coken kisim, 12 saat vakumda kurutmadan Once aseton ve etanol ile 2-3 kez

yikanir.

4.3 Kitosan Nanoparc¢aciklarinin Karakterizasyonu

Iyonik jellesme ve ters misel yontemleri kullanilarak sentezlenen KNP’nin

karakterizasyonu yapi1, biiyiikliik ve morfolojileri iizerine yapilmistir.

4.3.1 Yapisal analizler

Sentezlenen KNP o6rnekleri, Fourier Doniisiimlii Infrared Spektroskopisi (FTIR) analizi
ile yapisal olarak karakterize edilmistir. Analizler Shimadzu FTIR-8040 marka

spektrofotometrede KBr-kitosan oran1 50:1 olacak sekilde tabletler hazirlanarak 4000 —

400 cm™ dalga sayisinda, 16 ¢oziiniirliikte ve 30 kez taranarak gerceklestirilmistir.
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4.3.2 Biiyiikliige yonelik analizler

Nanopargaciklarin biiylikliik dagilimlarini belirlemek iizere Zeta sizer (MALVERN
Zetasizer Nano Series Nano-S) cihazi kullanilmistir. Sistem, 151k sagilmasi (Dynamic

Light Scattering, DLS) prensibine dayanmaktadir.

DLS, mikronalti bolgedeki parcaciklarin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in kullanilan bir
tekniktir. Siispansiyondaki pargaciklar, emiilsiyonlar ve molekiiller Brownian hareketi
yaparlar. Bu hareket, termal enerjilerinden dolay1 kendiliginden hareket eden ¢oziicii
molekiillerinin bombardimaniyla gergeklesen bir harekettir. Eger parcacik veya
molekiiller lazerle etkilestirilirlerse; sagilan 15181n siddeti, pargaciklarin biiyiikliiklerine
bagl bir hizda dalgalanir. Ciinkii; kiiciik parcaciklar ¢oziicli molekiilleri tarafindan

itilirler ve daha hizli bir sekilde hareket ederler.

DLS teknigiyle Olgiilen c¢apa, hidrodinamik cap denir ve parcacigin bir sivi igerisinde
nasil difiizlendigi ile ilgilidir. Bu teknikle belirlenen ¢ap, Olgiilen parcacikla aym
difiizyon katsayisina sahip kiirenin capina esittir. Diflizyon katsayis1 sadece parcacik
cekirdeginin biiyiikliigiine degil; parcacigin yiizey yapisi, ortamdaki iyonlarin tipi ve
derisimine de baghdir. Bagka bir ifadeyle; pargacik biiyiikliigii elektron mikroskobu ile
Olclilenden daha biiyiik degerlerde oOlciilebilir. Dogal ortamindan uzaklastirilan
parcaciklar bu duruma Ornek olarak verilebilirler (http://www.malvern.com/labeng/

technology/dynamic_light scattering/ dynamic light scattering.htm).

Nanopargaciklarin  biiyiikliigii =~ Stoke-Einstein esitligi  kullanilarak parcaciklarin
difiizyonundan hesaplanir. Stoke-Einstein esitligi asagida gosterildigi gibidir:

kT
3znD

(1)

h

Yukaridaki esitlikte;
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k : Boltzman sabiti,

T : mutlak sicaklik,

n : ortamin viskozitesi,

D . diflizyon katsayisi,

dn : pargaciklarin hidrodinamik ¢apidir.

D, diisiik derisim degerlerinde;
D=D,(1+agp) )

seklinde yazilabilir (Banerjee et al. 2002). Esitlik 2°de;

Do : pargaciklararasi etkilesimin sifir oldugu sonsuz seyreltmedeki gercek diflizyon
sabiti,

o : viral diflizyon sabiti,

d : parcaciklarin ortamdaki hacim kesridir.

KNP’nin biiyiikliigii, farkl kitosan/TPP orani, ortam pH’si ve sesdtesi dalga uygulama
stireleri icin belirlenmistir. Farkli kitosan/TPP oran1 ve ortam pH’sinin nanoparcgacik
biiyiikliigiine etkisini incelemek icin hazirlanan ¢ozeltilerin 1’er ml’si analiz igin
kullanilmistir. Sesotesi dalgalarin  KNP’nin biiyiikligiine etkisini incelemek ig¢in
dondurularak kurutulan KNP’nin ise 1 mg’1 50 ml saf su ile seyreltilmistir. Farkli
siirelerde sesotesi dalgalar ile etkilestirilen ¢ozeltiden her silire sonunda 3’er ml 6rnek

alinmig ve 1 ml’si analiz i¢in kullanilmistir.
DLS analizleri ile ortalama pargacik biiylkligli ve pargacik biiylklik dagilimi

belirlenecek olan ornekler i¢in elde edilen sonuglar her bir 6rnek i¢in 10 kez

tekrarlanmigtir. Alinan sonuglar, ortalama sonuglardir.
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4.3.3 Morfolojiye yonelik analizler

Sentezlenen kitosan nanoparcacik érneklerinin morflojileri TEM (JEOL JEM-1010 Jeol
with Mega View III CCD Camera, Transmission Electron Microscope) ile
belirlenmistir. Dondurarak kurutulmus nanoparcaciklarin bir kismi 3 ml etilalkolde
sesotesi dalgalar ile dagitilmistir. Ornek ¢ozeltinin bir damlas1 karbon grid iizerine
damlatilip oda sicakliginda kurumasi saglanmistir. Kuruma isleminden sonra analiz

gergeklestirilmistir.
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5. DENEYSEL BULGULAR ve TARTISMA

5.1 Iyonik Jellesme Yontemi

Iyonik jellesme ydntemi ile KNP’nin sentezinde siireli yaymnlarda denenen kiitlece
kitosan/TPP orani1 ve ortam pH’sinin yanisira, sesotesi dalga uygulama siiresinin de
nanoparcacik olusumu ve biiyiikliigiine etkileri incelenmistir. Elde edilen parcaciklarin

FTIR, DLS ve TEM analizlerine ait bulgular asagida verilmistir.

5.1.1 FTIR analizi

Kitosan ve kitosanin TPP ile etkilesmesinden elde edilen ¢apraz-bagli KNP’ nin FTIR
spektrumlar1 Sekil 5.1.a,b’de gosterilmistir. Kitosanin TPP ile c¢apraz-baglandigini
sOyleyebilmek i¢cin KNP’ye ait spektrumda (Sekil 5.1.b) fosforik grup ile amonyum
grubunun etkilestigini gostermek gerekmektedir. Sekil 5.1°de de goriildiigi gibi 3419
cm™ deki pik, hidroksil ve molekiilerici hidrojen baglarmna karsihk gelmektedir. Birincil
aminler de 3500-3400 cm’de pik vermektedir. Bu sebeple 3419 cm™’deki genis pik
NH,, O-H gerilimi ve hidrojen baglarmm birlesmis pikidir. KNP’de bu pik 3419 cm’
den 3427 cm™’e kaymustir. Bu hidrojen baginin arttigini gostermektedir. 1383 cm™’de

] 3419 cm™!

l 1632 cm’™ 1547 cm™

v/

0,15— T

T T T —T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
1/cm

Sekil 5.1.a. kitosan, b. iyonik jellesme yoOntemi ile sentezlenen kitosan
nanoparcaciklarinin FTIR spektrumlari
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yer alan pik asetil grubuna aittir. 960-1100 cm™ civarinda ise C-O-C simetrik gerilimine
ait pik yer almaktadir. Saf kitosanda 1657 cm™’de bulunan CONH, ve 1598 cm™ de
bulunan NH, bantlarinin siddetleri KNP icin azalmis ve 1632 ve 1547 cm™ de iki yeni
pik belirmistir. Bu amonyum gruplarinin TPP molekiili ile c¢apraz-baglandigin
gostermektedir (Xu and Du 2002, Qi et al. 2004a). Bu sonugtan yola ¢ikarak, sodyum

polifosfatin polifosforik grubunun kitosanin amonyum grubu ile etkilestigi sOylenebilir.

5.1.2 DLS analizi

Kitosan nanopargaciklarinin olusumuna ortamin pH’si, kitosan/TPP (w/w) orani,
kitosanin molekiil agirligi, deasetilasyon derecesi gibi parametrelerin etki ettigi
belirtilmistir (Zhang et al. 2004, Gan et al. 2005). Bu tez kapsaminda ise orta molekiil
agirlikli (medium molecular weight, Sigma Aldrich Co.) ve deasetilasyon derecesi %
84.7 olan kitosan kullanilarak pH, kitosan/TPP orani ve ses Otesi dalga uygulama
stiresinin nanopargacik olusumuna etkisi incelenmistir. DLS analizi ile elde edilen KNP

i¢in pargacik biiylikliik dagilimlar1 ve ortalama pargacik biiytikliikleri belirlenmistir.

5.1.2.1 Ortam pH’sinin KNP’nin olusumu ve bilyiikliigiine etkisi

Kitosan, her disakkarit birimi basina 0,837 ortalama amino grubu yogunluguna sahip
olan, zayif bazli bir polisakkarittir, ayrica ; noétral ve bazik pH degerlerinde ¢oziiniir
degildir. Asidik bir ortamda, amin gruplar1 pozitif yiiklenir ve bu polisakkarite
(kitosana) yiiksek bir yiik yogunlugu saglar. Bundan dolayi, kitosan molekiiliiniin yiizey
yik yogunlugu c¢ozelti pH’sine son derece baghdir, yani; kitosan-TPP
nanoparcaciklarinin olusturuldugu iyonik ¢apraz-baglanma yontemi pH-duyarlidir. Bu
ozellik kullanilarak ortam pH’sinin degistirilmesi ile KNP’ nin olusumu ve o6zelikleri

ayarlanabilir.

Ortam pH’sinin degisimiyle nanopargacik olusumu Sekil 5.2°de verilmistir. Sekildeki
biiyiikliikk degerleri cihaz tarafindan verilen ortalama biiyiikliik degerleridir. Asidik
ortamda tim pH degerlerinde nanopargacik olusumu goézlenmis, ancak ; en kiiciik

parcaciklar (160 nm) pH = 4.6 — 4.8 araliginda elde edilmistir. Asidik ortamda elde
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edilen bu sonuglarin aksine, bazik ortamda nanopargacik olusumu séz konusu degildir.
pH’nin 6.5’ten 12’ye artirilmasiyla parcaciklar 1 pm biiyiikliikten 46 pm biiytikliige
ulagmistir. Aragtirma bulgular incelenecek olursa; en kiiciik pargaciklarin elde edildigi
pH degeri ve pH’nin degisimi ile ortalama parcacik biiylikliigliniin izledigi yol siireli
yayinlardakilerle uyusmaktadir (Calvo et al. 1997, Lee et al. 2004, Qi et al. 2004a,
Grenha et al. 2005, Hu et al. 2006, Katas and Alpar 2006).
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Sekil 5.2 Kitosan nanoparcaciklarinin olusumuna pH’nin etkisi

Pargacik biiyiikliigiiniin ortam pH’sinin degisimine oldukca duyarli oldugu Sekil 5.2°de
acik¢a goriilmektedir. Olgiilen ortalama pargacik biiyiikliigiindeki artis, baslangig
olusumundan sonra her parcacigin daha fazla biliylimesinden ziyade, biiyiik Olciide
ortam pH degerinin artmasi ile olusan pargacik birlesmesinden kaynaklanmaktadir.
Pargacik biiyiikliigliniin pH > 6’daki ani artis1, parcaciklarin yiizeyindeki protonlanma

derecesinin diistiiglinii gostermektedir, parcaciklar arasindaki elektrostatik itmenin
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azalmasi ile pargacik birlesme olasiligi artmaktadir (Zhang et al. 2004). Baska bir
deyisle; pH’nin 2’den 5’e artmasi ile amino gruplariin deprotonlanmasi artar, sonugta;
amino gruplarinin deprotonlanmasi, amino gruplart ve TPP anyonlar1 arasinda daha
zayif iyonik etkilesime neden olur. Iyonik etkilesme sonucu goriilen nanoparcacik

olusumu iyonik etkilesmenin azalmasi ile yerini pargacik birlesmesine birakir.

En uygun pH ortaminda (pH = 4.6-4.8) KNP’ nin ortalama biiylikliik dagilimi Sekil
5.3’te verilmistir. Parcaciklar i¢in PDI = 0.277 ve % PD = 52.73 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.3 Kitosan nanoparcaciklarinin ortalama parcacik biiyiikliik dagilimi (pH = 4,7,
kitosan/TPP = 5)

5.1.2.2 Kiitlece kitosan/TPP oraninin KNP’nin olusumu ve biiyiikliigiine etkisi

Calvo et al. (1997) galismalarinda KNP nin hazirlanabilmesinin belli kitosan ve TPP
derisimlerinde miimkiin olabildigini gostermislerdir. Belirlenen uygun derisimlerin
altinda ve istiindeki degerlerde ya pargacik birlesmesi meydana gelmis ya da hig
nanoparcacik olusmamistir. Farkli ticari kitosan ¢esidi kullanildiginda belirlenen uygun
derisim araligimin degisebilecegi goriilmiistiir (Calvo et al. 1997, Dyer et al. 2002).
Calvo et al. (1997) en kiiciik nanopargaciklarin (260 nm) hazirlanabilmesi icin kitosan
ve TPP derisimlerinin belirlenen en diisiik derisimlerde (kitosan 1,25 mg/mL ve TPP
0,28 mg/mL) kullanilmas1 gerektigini vurgulamislar ve en kiigiikk parcaciklari

hazirladiklar1 bu derisimlerde kitosan/TPP oraninin 5 oldugunu belirtmislerdir.
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Bu tez kapsaminda kitosan/TPP oraninin (w/w) nanopargacik olusumu ve biiyiikliigline
etkisini incelemek i¢in parcaciklar, kitosan miktar1 sabit tutulurken bu oranin 3 ile 7
arasinda degistirilmesi ile sentezlenmistir. Sekil 5.4’te gorildiigi gibi, siireli
yayinlardakine benzer olarak (Calvo et al. 1997, Zhang et al. 2004), en kiiclk
parcaciklar1 sentezleyebilmek icin en uygun kitosan/TPP oranmmin 5 oldugu

bulunmustur.
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Sekil 5.4 Kitosan/TPP (w/w) oraninin KNP nin olusumuna etkisi (pH = 4,7)

Sekil 5.4 incelendiginde kitosan/TPP oraninin KNP’nin olusumu i¢in kritik oldugu
gorilmektedir. Oran 5’in iizerine ¢iktig1 veya indiginde ortalama pargacik biiyiikliigi
artmaktadir. Bu calismada gerceklestirilen deneylerde kullanilan kitosan derisimi 3
mg/mL ve TPP derisimi 0,55 mg/mL’dir. Parcacik biiyiikliigiiniin kitosan/TPP = 5’teki
azalmasin1 Zhang et al. (2004) su sekilde aciklamistir: Polifonksiyonel bir ¢apraz-
baglayici olan TPP, kitosanin amino gruplar1 ile 5 iyonik capraz-baglanma noktasi
yapabilir. TPP’nin kitosana 5/1 kiitle oraninda katilmasi ile amino gruplar1 en etkili
sekilde ¢apraz-baglanarak muhtemel en yogun parcacik yapisi olusur. Oysa, oran 6 iken
capraz-baglanma daha az etkilidir ve nanopargacik biiyiikliiglinde artisa neden olur.
Kitosan/TPP = 4 i¢in, kitosan parcaciklarinin TPP ile kismi baglanmasi ortalama

bliytikliikte bir artig ile sonuglanir.
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5.1.2.3 Sesotesi dalga uygulama siiresinin KNP’nin biiyiikliigiine etkisi

Iyonik jellesme yontemi uygulanarak sentezlenen KNP santrifiij isleminden sonra
kalabilecek NaOH kalintilarim1 uzaklastirmak i¢in deiyonize su ile 2-3 kez yikanip
tekrar santrifiijlenmistir. Herhangi bir safsizlik icermeden nanopargaciklar elde
edilebilse bile polimerik nanopargaciklarin kullanimlarmi kisitlayan en 6nemli engel,
nanoparcaciklarin sulu slispansiyonlarinin uzun siireli depolanmalarindaki fiziksel
(birlesme/pargacik fiizyonu) ve/veya kimyasal (nanopargacigl olusturan polimerin
hidrolizi, nanopargaciklardan ilag sizintis1 ve ilacin yiikleme sirasindaki kimyasal
reaktivitesi) kararsizliklaridir. Fiziksel ve kimyasal kararliliklarin korunabilmesi i¢in
yapilarindaki suyun uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Cozelti veya siispansiyonlarin
yeterli kararliliktaki katilara doniistiiriilmesini saglayan en yaygin proses liyofilizasyon
olarak bilinen dondurarak kurutma islemidir. Donmus bir 6rnekten suyun vakum altinda
siiblimlesme ve desorpsiyon ile uzaklagmasini saglayan bu islem ise, dondurma ve
kurutma basamaklarinda cesitli gerilimler iiretir. Donma ve kuruma (dehidrasyon)
gerilimleri  nanoparcgaciklarin  kolloidal siispansiyonlarin1  kararsizlastirabilirler.
Kararsizlasma durumu; nanopargaciklar, ylizey aktifler, tamponlar ve yiiklenmemis
ilaclardan olusan kolloidal nanopargacik siispansiyonlar kullanildigi zaman birlesme
veya bazi durumlarda tersinmez pargacik fiizyonu olarak goriilebilir. Ayrica; buzun
kristallenmesi, nanoparcaciklar iizerinde kararsizlasmalarina neden olacak mekanik bir
gerilime neden olabilir. Bu nedenlerden dolayi, kolay kirilabilen nanopargacik
siispansiyon sistemlerini korumak i¢in dondurma isleminden once 6zel katki maddeleri
(cryoprotectants ve lyoprotectants) eklenir. Boylelikle, donma (cryoprotectants) ve
kuruma (lyoprotectants) gerilimlerinden koruma saglanir. Siireli yayinlarda dondurarak
kurutulan nanopargaciklar icin en ¢ok karsilasilan dondurucukoruyucular
(cryoprotectants) trehaloz, sukroz, glukoz ve mannitol gibi sekerlerdir. Biyomolekiiller
i¢in en ¢ok tercih edileni ise trehalozdur. Iyonik jellesme yontemi ile KNP hazirlanirken
meydana gelebilecek parcacik birlesmesi, bu tez ¢alismalar sirasinda, trehaloz
kullanarak engellemeye calisilmistir. Bunun nedeni; diger sekerlere gore daha az
higroskopluk, i¢ hidrojen baglarinin yoklugu ile dondurarak kurutma sirasinda
nanoparcaciklarla daha esnek olusumlara izin verme, ¢ok diisiik kimyasal reaktivite gibi

bir ¢ok {istlin 6zelige sahip olmasidir (Abdelwahed et al. 2006).
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Yikama islemlerinden sonra elde edilen KNP analizlerde kullanilmak {izere dondurarak
kurutulmus ve dondurarak kurutma islemi sonucunda pargaciklarin birlestikleri,

parcacik boyut analizleri ile saptanmigtir (Sekil 5.5).

Parcacik biiyiikliik dagilim
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Sekil 5.5 Kitosan nanoparcaciklarinin dondurarak kurutma Oncesi ve sonrasindaki
parcgacik biiyiikliik dagilimlar1 (pH = 4,7, kitosan/TPP =5, T =25 °C)

Sekil 5.5 incelenecek olursa kurutma oOncesi KNP’nin biiyiikliikleri 40-110 nm
araliginda iken kurutmadan sonra 250-720 nm aralifina yiikselmistir. Kurutma
oncesinde olusan nanoparcaciklarin sayica % 96’s1 90 nm’nin altinda bir biiyliklige
sahipken kurutma sonrasinda pargaciklarin sayica % 96’s1 600 nm altindadir. Bu sonug,
parcaciklarin kuruma isleminin etkisi ile birlestiklerini acik¢a gostermektedir. Olusan
parcacik birlesmesini engellemeye yonelik, yukarida belirtilen 6zeliklerinden dolay,
siireli yayinlarda oldukca fazla tercih edilen trehaloz (cryoprotectant) kullanilarak

birlesmeyi nasil etkiledigi incelenmistir.

Trehaloz eklenmesinin parcacik birlesmesini nasil etkiledigine ait elde edilen sonuglar
Sekil 5.5’te verilen pargacik biiyilikliikk dagilimlarina ek olarak Sekil 5.6’da verilmistir.
Dondurarak kurutma 6ncesinde trehaloz eklenmesinin parcacik birlesmesinin 6nlemesi
tizerine kismen etkili oldugu Sekil 5.6’da goriilmektedir. Trehaloz eklenmesi ile
KNP’nin birlesmesi tamamen dnlenememis, trehaloz kullanilmadiginda olusan 250-720
nm araliginda biiyiikliige sahip parcacik kiimelerinin biiyiikliikleri ancak 190-460 nm

araligina indirilebilmistir. Trehaloz kullanimindan sonra dondurarak kurutma sonucu
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olusan parcacik birlesmelerinin % 96’s1 380 nm’nin altindadir. Trehaloz eklenmeden
dondurarak kurutulan, trehaloz eklenip dondurularak kurutulan ve hi¢ dondurarak
kurutma yapilmayan ornekler i¢cin PDI degerleri sirasiyla; 0,732, 0,723 ve 0,546°dir.

Goriildiigii gibi parcacik birlesmelerinin olmasi ile PDI degeri artmaktadir.

Parcacik biiyiikliik dagihm
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Sekil 5.6 Kitosan nanoparcaciklarinin trehaloz eklendigi ve eklenmedigi durumlara ait
dondurarak kurutma isleminden sonraki pargacik biiyiikliik dagilimlar1 (pH =
4,7, kitosan/TPP =5, T =25 °C)

Yukaridaki sonuglar dikkate alindiginda, pargacik birlesmesini onlemede yalnizca
trehalozun yeterli olmadig1 goriilmektedir. Cizelge 3.1°de siireli yayinlarda karsilasilan
bazi ¢alismalar sonucu elde edilen KNP’nin sahip olduklar1 ortalama pargacik
biiyiikliikleri ve incelenen bazi 6zelikleri (kan uyumlulugu, adsorpsiyon yetenegi vs.
gibi) verilmisti. Trehaloz kullanimi sonrasinda elde edilen 190-460 nm araliginda
parcacik biiyiikliigiine sahip KNP nin bazi1 ¢alismalar i¢in kullanilabilir aralikta oldugu
gorilmektedir, ancak; 6zellikle ilag salim1 gibi uygulamalarda daha kiigiik, daha kararli
ve daha dar biiyiikliik dagilimina sahip nanopargaciklar tercih edilmektedir. Bu sebeple,
trehalozun KNP’nin biiyiikliikleri iizerine dondurarak kurutma isleminden sonraki
etkisine ek olarak sesotesi dalgalarin etkisi incelenmis ve bunun igin iki farkli uygulama

yapilmustir.
[k uygulamada, santrifiij isleminden sonra elde edilen ¢okelegin (dondurarak kurutma

yok) sulu ¢6zeltisi hazirlanmistir. Digerinde ise dondurarak kurutulan pargaciklarin iki

sulu ¢ozeltisi hazirlanarak sesotesi dalgalarin etkisi incelenmistir. Sulu ¢ozeltilerin ilki
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hicbir parcacik birlesmesini Onleyici madde eklenmeden elde edilen KNP’yi, ikinci
cozelti ise trehaloz eklenerek elde edilen KNP’yi icermektedir. Sesdtesi dalgalarin
parcacik biiyilikliigii iizerine olan etkilerini belirlemek i¢in dondurarak kurutma oncesi
ve sonrasinda hazirlanan toplam ii¢ farkli ¢ozeltiye 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dk siire ile
sesOtesi dalga etki edilmistir. Sesotesi dalgalarla etkilesim siiresi boyunca ortalama
parcacik biiylikligiindeki degisim her iki uygulama icin de sirasiyla Sekil 5.7 ve 5.8 ve
5.9°da goriildigi gibidir.

Sekil 5.7 ve 5.8’de goriildiigii gibi, dondurarak kurutma yapilmamis ve koruyucu madde
olmadan dondurarak kurutulmus orneklere 15 dk sesotesi dalga etkisinin uygulanmasi

ile en kiiclik parcacik biiytikliigline ulasilabildigi goriilmektedir.
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Sekil 5.7 Sesotesi dalga uygulama siiresinin dondurarak kurutma oncesinde kitosan
nanoparcaciklarinin biiytkliigiine etkisi (pH = 4.7, kitosan/TPP =5, T = 25
OC)
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Sekil 5.8 Sesotesi dalga uygulama siiresinin trehaloz yokken dondurularak kurutulmusg
kitosan nanoparcaciklarinin biiytikliigline etkisi (pH = 4.7, kitosan/TPP = 5,

T=25°C)
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Sekil 5.9 Sesotesi dalga uygulama siiresinin trehaloz kullanildiginda dondurularak
kurutulmus kitosan nanopargaciklarinin biyiikliigiine etkisi (pH = 4.7,
kitosan/TPP = 5, T = 25 °C)

Hazirlanan pargaciklara trehaloz eklenip dondurarak kurutma isleminden sonra sesotesi
dalga uygulandiginda, 20. dk sonunda pargaciklarin baslangigtaki birlesmis hallerinin
dagitilarak en kiiclik biiyiikliiklerine ulastiklari tespit edilmistir. Calisma sonunda elde
edilen sonuglar Sekil 5.9’da gosterildigi gibidir. 0, 15, 20 ve 30. dk’larda
gergeklestirilen analizlar sonucu aliman PDI degerleri sirasiyla; 0,723, 0,677, 0,520 ve
0,569’dur. PDI degerleri incelenecek olursa, parcaciklarin ortalama biiyiikliiklerinin

degisimi ile PDI degerlerinin degisimi arasinda benzerlik bulundugu goriilmektedir. 20.
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dk’da en diigiik PDI degeri elde edilmigken bu deger, 30. dk’da pargacik biiytikliigliniin

artmasi ile paralel olarak olarak artmistir.

Stireli yayinlarda ses Otesi dalgalarin uygulanma siiresinin kitosan nanopargaciklariin
biiyiikliigiine etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar incelendiginde, Tang et al. (2003) ve
Tsaih et al. (2008) calismalarinin bu konudaki en kapsamli c¢aligmalar oldugu
belirlenmistir. Tang et al. (2003) calismalarinda, KNP’yi iyonik jellesme yontemi ile
hazirlamislar ve sesotesi dalga uygulama siiresi ve siddetini arttirarak pargacik
biiyiikliigiine etkisini incelemislerdir. ~ Calisma sonucunda, bu tez kapsaminda elde
edilen sonuglardan farkli olarak, 10 dk’lik sesdtesi dalga uygulama siiresinin yeterli
oldugu ve siirenin artirilmasi ile ortalama parcacik biiyiikliigiinde azalma olmadigini
saptamislardir. Tsaih et al. (2008) calismalarinda ise, iyonik jellesme ile hazirlanan
KNP’nin biiyiikliikleri ve kararliliklar1 {izerine; sirasiyla sesodtesi 1s1mas1 ve mekanik
karistirmadan kaynaklanan farkli kavitasyon ve gerilme etkilerini, farkli enerji girdisi,
cozelti sicakliklari, wuygulama siireleri ve kitosan derisimlerinin etkilerini
incelemislerdir. Ancak, bu arastirmacilar da en fazla 4 dk’lik sesdtesi 1s1ma uygulamis
ve bu siire sonunda parcacik biiyiikligliniin azaldigin1 gozlemlemislerdir. Sesotesi
1simanin 4 dk’dan sonraki etkilerine ait herhangi bir sonuca yer vermemislerdir. Bu tez
kapsaminda yarim saat silire ile sesotesi 1gimanin KNP’nin biiyiikliiklerine etkisi
incelenmis ve en uygun sesotesi dalga uygulama siiresinin 15 dk oldugu bulunmustur.

15 dk’lik siire artirildiginda parcacik biiyiikliigiiniin de arttig1 belirlenmistir.

Sesotesi dalga uygulama siiresinin artmasi ile KNP’nin biiyiikliigiiniin artmasi iizerine
siireli yaymlarda herhangi bir bilgiye rastlanmamustir, ancak; boyle bir bilgiye farkl
tiirde nanopargaciklarin hazirlandigi bir ¢alismada ulasilmistir. Xiao et al. (2005)
caligmalarinda ¢oktliirme yontemi kullanarak diger sentez yontemlerine gore daha zayif
bir sekilde birlesen hidroksiapatit nanopargaciklarini sentezlemeyi basarmislardir.
Parcacik birlesmesini iki farkli yontem ile azaltmayr denemisler, bunun igin;
hazirladiklar1 ¢ozeltilerin birine sadece sesotesi dalga uygulamis, digerine ise ¢ozeltinin
hazirlanis1 sirasinda polimer bir dagitici olan PEG 2000’1 ekleyip sesdtesi dalga ile
beraber bir uygulama gergeklestirmislerdir. Calismalar1 sonucunda; sesdtesi dalgalarin

parcacik birlesmesini Onlemede tek basina yeterli olmadigni ileri slrmiislerdir.
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Arastirmacilar, Tang et al. (2003) ve Tsaih et al. (2008) calismalarindan farkli olarak
sesOtesi enerji verme isleminin parcacik birlesmesi tizerine olan etkisini daha iyi
anlayabilmek i¢in etki siiresini arttirmiglardir. Hidroksiapatit nanoparcaciklarina
uyguladiklar1 sesotesi dalga siiresini ele aldiklarinda, pargacik birlesmesinin etkili bir
sekilde azaltilabildigi uygun bir calisma aralifinin oldugu sonucuna ulagmislardir.
Sesotesi dalga uygulamasinin devam ettirilmesi pargacik biiyiikliglinde stirekli bir
diisiis olusturmayip bir noktadan sonra parcaciklarin yeniden birlesmesine neden
olmustur. Bu sonug, parcacik birlesmesi ve dagilmasi arasinda bir denge oldugunu
gostermektedir. Sesotesi dalgalar, dengenin saglandigi ¢alisma araliginin altinda ¢ok
etkili degilken, sinirin iistiinde pargaciklarin tekrar birlesmesine neden olurlar. Xiao et
al. (2005) bu durumu s6yle acgiklamislardir: Sesoétesi enerji uygulandiginda kiimelesmis
parcaciklar kiigiik pargalara ayrilirlar, ancak diger taraftan; kiigiik pargaciklar tekrar
birlesme egilimi gosterirler. Parcaciklarin birlesme ve dagilma hizlar1 birbirine esit
oldugunda denge gerceklesir ve bu dengede, en yiiksek yiizey alanina sahip en kiigiik
parcaciklar elde edilir. Arastirmacilar, bu tiir bir dengenin varolmasindan dolayz,
yalnizca sesotesi dalga uygulayarak ¢ok iyi dagilmis toz elde etmenin zor oldugunu ileri
stirmiislerdir. Bunun da iki nedene dayandigini vurgulamislardir. Birincisi, denge
noktast hesaplanmasinin ¢ok kolay olmamasi, ikincisi ise denge saglanmis olsa bile
sesOtesi etki durduruldugunda parcaciklarin yiiksek spesifik ylizey enerjilerinin
parcaciklari tekrar kiimeler olusturmaya itmesidir. Arastirmacilar, sesotesi etkinin fazla
verilmesi ile tekrar olusan kiimelenmelerin eskisinden daha siki ve daha biiylik
oldugunu da belirtmislerdir. Elde ettikleri sonuglar, bu tez kapsaminda elde edilen
sonuclar ile benzerlik gostermektedir. Sekil 5.7 ve 5.8 incelendiginde, dondurarak
kurutma yapilmamis KNP’ nin 30 dk sesdtesi dalga verildiginde baslangigtakinden daha
fazla bir blyiikliikte oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda, trehaloz kullanilmadan
dondurarak kurutma yapilan KNP icin 30 dk sonunda baslangi¢c biiyilikliigliniin
gecilmedigi; ancak, sesitesi etki siiresinin artmasiyla bu egilimde oldugu da
gozlenmistir. Trehaloz eklenen Orneklere bakilacak olursa, Sekil 5.9°da goriildiigi gibi
20. dk’dan sonra pargaciklar tekrar birlesmeye baslamiglardir. 20. dk’dan sonraki artis,
trehaloz eklenmeden dondurularak kurutulmus orneklerde oldugu gibi devam edecek
sesOtesi dalga uygulama siiresince, ortalama pargacik biiyiikliigiiniin baslangi¢

bliytikligilinii gegecegi yoniinde fikir vermektedir.
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Parcacik biiytikliigliniin sesotesi dalgalarin etkisi ile olan degisimi Sekil 5.10 ve 5.11°de
daha iyi anlagilmaktadir. Sekil 5.10 sesotesi dalgalarin KNP’nin birlesmesi {lizerine
etkili oldugu ilk 15 dk’lik boliime ait pargacik biiylikliik dagilimi, Sekil 5.11 ise 15
dk’dan sonra sesodtesi dalganin uygulandigi periyoda ait parcacik biiytiklik dagilimi
grafigidir. Sekil 5.10.a,b ile Sekil 5.11.a,b’de sirasiyla, pargacik biiyiikliigliniin % siddet

ve % say1 cinsinden dagilimi goriilmektedir.
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Sekil 5.10 Sesotesi dalgalarin ilk 15 dk boyunca KNP nin biiytikliigline etkisi

a. % siddet cinsinden, b. % say1 cinsinden
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Parcacik boyut dagilim Parcacik boyut dagilim
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Sekil 5.11 Sesotesi dalgalarin 15 dk’dan sonra KNP nin biiyiikliigiine etkisi

a. % siddet cinsinden, b. % say1 cinsinden

Sekil 5.10 ve 5.11 hem % siddet hem % say1 cinsinden incelenecek olursa, sesotesi
dalga etki siiresi ilk 15 dk boyunca arttirildiginda parcacik biiyiikliik dagiliminin sola
kaydig1 (ortalama pargacik biiyiikliigiiniin azalmasi) ikinci 15 dk da ise saga kaydigi
(ortalama pargacik  biiyilikliiglinlin  artmasi, pargaciklarin  tekrar  birlesmesi)
gorilmektedir. Sekil 5.10.a’da pargaciklar baglangigta iki kisimdan olusmaktadir.
Biiyiik parcaciklarin olusturdugu dagilim (100 nm {izeri) daha siddetlidir, bunun nedenti;
biiyiik parcaciklarin 15181 daha kiigiik a¢1 ile kirmalaridir. 5. dk sonunda pik sola dogru
genisledigi i¢in dagilimin % degeri azalmis ve 100 nm altindaki ve iistiindeki kisimlar
birlesmislerdir. Dagilimdaki sola kayma 10. ve 15 dk’larda da devam etmis, bu
siirelerde 100 nm altindaki kisim da genisleyerek en kiiclik parcaciklar elde edilmistir.
Belirlenen 15 dk denge siiresinin ardindan ise, 20. dk’da ani bir birlesme goze
carpmaktadir. Bu birlesme 25. dk’da da hizli bir bigcimde devam etmis 30. dk’da
birlesme hiz1 azalmistir. 20. dk sonunda alinan dagilim grafiginde pargaciklarin hala iki
kisimdan olustugu, daha kiigiik kismi olusturan pargaciklarin ise 25. dk sonunda
birleserek yiiksek siddetli tek bir dagilim verdigi soylenebilir (Sekil 5.11.a). % say1
cinsinden inceleme yapilacak olursa, dondurarak kurutma yapilmamis orneklerde
parcacik birlesmesi dondurularak kurutulan orneklerdeki birlesmeye oranla oldukca
azdir (Sekil 5.7 ve Sekil 5.10.b). Dondurarak kurutma islemi yapilmamis oldugu ig¢in

donma ve kuruma islemlerinden kaynaklanan pargacik birlesmesi s6z konusu degildir.
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Sesotesi dalgalarin parcacik biiyiikliik dagilimlart {izerine olan etkisine genel olarak
bakildiginda, santrifiij sonrasinda olusan c¢okelekteki pargaciklar en kiigiik
parcaciklardir. Olusan c¢okelekteki nanoparcaciklar uygulamalarda, o sekliyle
kullanilamayacaklar1 i¢in ya dondurularak kurutulur ya da uygun bir tampon igerisinde
saklanirlar. Boylece, KNP’nin sisme 0zeliginden dolay1 parcaciklarin biiyiikliigiiniin
artmasi da Onlenir. Sonug olarak; trehaloz kullanimi1 pargacik birlesmesini 6nlemede tek
basina yeterli olmadig1 igin sesotesi dalga etkisinden de yararlanmak gerekmektedir.
Sesotesi enerji uygulanmasi sonucu ii¢ durum i¢in de elde edilen en kiigiik parcaciklarin

biiyiikliik dagilimlar Sekil 5.12°de verilmistir.

Parcacik biiyiikliik dagilim
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Sekil 5.12 Dondurarak kurutma varken ve yokken uygun siirede sesotesi dalga etkisi
sonucu elde edilen en kiicliik KNP ye ait parcacik biiyiikliik dagilimlar

Sekil 5.12°de de goriildiigii gibi trehaloz kullanilip dondurularak kurutulan pargaciklar
lizerine sesotesi dalgalar uygulandiginda elde edilen KNP, trehaloz yokken elde
edilenlerden daha kiiciiktiir, ancak; sadece sesdtesi dalga vererek te en kiiciik
parcaciklart hazirlamak miimkiin olmamaktadir. Bu yiizden; KNP’yi parcacik
birlesmesine karsi korumak i¢in dondurarak kurutma sirasinda trehaloz eklenmeli ve
herhangi bir uygulamada parcaciklar kullanilacakken 20 dk sesotesi dalgalar ile

etkilestirilmelidir.
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5.1.3 TEM analizi

Bolim 4.2.1°de belirtildigi gibi Calvo et al. (1997) ¢alismasina dayanilarak iyonik
jellesme yontemi ile NK parcaciklar1 sentezlenmistir. Iyonik jellesme ile elde edilen
KNP i¢in en biiylik sorunun parcaciklarin birlesmesi oldugu, siireli yayinlarda parcacik
birlesmesini 6nlemek amaci ile trehaloz kullanildigi (Calvo et al. 1997, Lopez-Leon et
al. 2005, Borges et al. 2005) ve olusan birlesmeleri dagitmak i¢in sesotesi dalgalarin
uygulandigt daha once belirtilmisti. Bu tez kapsaminda en kiigiik KNP’yi
sentezleyebilmek i¢in kullanilmasi gereken en uygun pH (4.6-4.8) ve kitosan/TPP (5)
oraninda ¢aligilip pargacik birlesmesinin oniine gegebilmek i¢in trehaloz kullanilmaistir.
Dondurarak kurutma isleminden sonra ise sesdtesi dalga ile KNP kullanilabilecek en
uygun duruma getirilmistir. Sentezlenen Orneklere ait TEM goriintileri Sekil
5.13.a,b,c,d’de verilmistir. TEM goriintiilerinin alinmasi1 sirasinda dondurularak
kurutulan parcaciklarin dagitilmasi i¢in ‘ultrasonik probe’ yerine ultrasonik banyo
kullanilmistir. Bu durum analizlerin yurt disinda yapilmasi ve gerceklestigi yerde
ultrasonik probe bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Ultrasonik probe yardimiyla
parcacik birlesmeleri dagitilmis Ornekler yurt disina gonderilse bile, gecen zaman
icerisinde uygulanan sesotesi dalga etkisini kaybedecektir. Bundan dolayi, analiz igin
dondurularak kurutulmus kati drnekler tercih edilmistir. Ultrasonik banyonun kullanimi
parcacik birlesmelerinin dagitilmasi iizerine ultrasonik probe kadar etkili degildir.
Ciinkii ultrasonik probe ile KNP’yi igeren ¢ozeltiye igeriden bir etki verilmekte ve
boylelikle parcacik birlesmeleri daha etkili bir sekilde dagitilabilmektedir. Bu sebeple,
ultrasonik banyo kullaniminin ultrasonik probe gibi 20 dk sonunda pargacik
birlesmelerini dagitmada yeterli olmasi beklenemez. Bunun yerine daha uzun bir
uygulama siiresi sonucunda parcacik birlesmeleri dagitilabilir. Ultrasonik banyo
uygulama siiresinin parcacik birlesmesi {lizerine olan etkisi Sekil 5.13’te acikca
goriilmektedir. Sekil 5.13.a,b, TEM analizi i¢in hazirlanan kitosan nanopargacik
cozeltisinin 5 dk siire ile ultrasonik banyo da bekletilmesi sonrasinda ¢ekilen TEM

gorlntiileridir.
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200 i

Sekil 5.13 Uygun kosullar altinda sentezlenen kitosan nanparcaciklarinin farkli
siirelerde ultrasonik banyoda bekletilmeleri ile alinan TEM goriintiileri

a, b. 5 dk bekletilmis 6rnekler, ¢, d. 1 saat bekletilmis 6rnekler

Sekil 5.13.c,d ise KNP’yi igeren ¢ozeltinin ultrasonik banyoda bekleme siiresi 1 saate
cikarildigi zaman elde edilmistir. Goriintiilerden de anlasilacagi gibi 5 dk bekletme
stiresi sonunda dondurarak kurutma sonucu meydana gelen pargacik birlesmeleri
dagitilamamistir. Birleserek biiyilk yiginlar meydana getirmis olan parcaciklar
olusturduklar1 yapiy1 5. dk sonunda hala korumaktadirlar. DLS analizi ile elde edilen
sonuglarla kiyaslama yapilirsa, ultrasonik banyo kullaniminin 5 dk’lik etkisinin ayni
stirede ultrasonik probe kullanimina goére pargacik birlesmesi ilizerinde daha az etkili
oldugu sdylenebilir. Sekil 5.9’da 5 dk sonunda ultrasonik probe ile pargacik

blyiikliglniin 280 nm civarina dustrildigi goriilmektedir. Bu sonuglar Sekil
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5.13.a,b’de goriilen sonuglarla uyusmamaktadir. Bu da ultrasonik banyo hakkinda
yapilan yorumun dogrulugunu goéstermektedir. Ultrasonik probe ile 20 dk sonunda en
kiiciik parcacik biiyiiklik dagiliminmi ultrasonik banyo kullanimi sonucu elde etmek
miimkiin olmadig: i¢in 1 saatlik uygulama siiresi denenmis ve alinan TEM goriintiileri
Sekil 5.13.c,d’de verilmistir. Goriildiigii gibi, olusan kitosan nanopargaciklar kiiresel ve
hemen hemen diizgiin bir sekilde dagilmis durumdadir. Ayrica, Sekil 5.13.c,d’de
KNP’ye ait kiimelenmeler de gorilmektedir. Olusan kiimelenmelerin ultrasonik
banyoda bekletme siiresinin uzatilmasi sonucu dagitilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
arada, ilk 5 dk sonunda goriilen kiimelenmeler ile 1 saat sonraki kiimelenmeler
arasindaki fark dikkat c¢ekicidir. 5 dk sonunda pargaciklarin birbirleri ile tamamen
birleserek biiylik yiginlar olusturduklari, 1 saatlik etkilesimden sonra ise parcaciklarin
neredeyse tamaminin dagildigi ¢ok az miktarda goriilen kiimelenmelerin bile tek tek
kiiresel kitosan nanoparcgaciklarindan meydana geldigi goriilmektedir. Bu goriintiiler
ultrasonik probe ile ayn1 derecede olmasa bile ultrasonik banyo kullanilarak ta iyi bir
sekilde dagilmis kitosan nanoparcaciklarinin elde edilebilecegini gostermektedir. Sekil
5.13.c,d’de goriilen KNP nin biiyiikliikleri 10 nm’den kiiciiktiir. TEM goriintiileri ve
DLS analizleri ile alinan parcacik biiyiiklik dagilimlart karsilastirilacak olursa, TEM
goriintiilerinde yer alan pargaciklarin biiytikliiklerinin pargacik biiytikliik dagilimlarinda
gozlenenden daha kii¢iik oldugu acikga goriilir. Bunun nedeni; parcaciklarin sulu
ortamda birlesmeleri ve pargacik biiyiikliik analizorii tarafindan daha biiyiik pargaciklar
olarak algilanmalaridir. Sulu ortamda goriilen birlesme ile dondurarak kurutma sonrasi
meydana gelen parcacik birlesmesi karistiritlmamalidir. Dondurarak kurutma sonrasinda
nanoparcaciklar donma ve kuruma basamaklarinda meydana gelen gerilmeler

sonucunda kararliliklarin1 kaybederek daha biiyiik kiimeler olusturma egilimine girerler.

62



5.2 Ters Misel Yontemi

Ters misel yontemi ile KNP’nin sentezinde siireli yayinlarda denenen ¢apraz-baglayici
miktar1 ve seyreltme oraninin yanisira, farkli cinste yiizey aktif maddesi kullaniminin da
nanoparcacik olusumu ve biiyiikliigli iizerine olan etkileri incelenmistir. Elde edilen

parcaciklarin FTIR ve DLS analizlerine ait bulgular agagida verilmistir.

5.2.1 FTIR analizi

Ters misel yontemi ile kitosan ve glutaraldehit kovalent olarak ¢apraz-baglanip kitosan
nanoparcaciklarin1 olustururlar. Glutaraldehit ile ¢apraz-baglanmis KNP’ye ait FTIR
spektrumlart Sekil 5.14’te goriilmektedir. Sekil 5.14.a’da ticari olarak satin alinan

kitosanin karakteristik spektrumu yer almaktadir.
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Sekil 5.14 Ters misel yontemi ile sentezlenen kitosan nanopargaciklarina ait FTIR

spektrumlari
a. kitosan, b. TX-100 kullanildiginda, ¢. TX-100/SDS/NaOH kullanildiginda

3419 cm™deki pik, hidroksil ve molekiilici hidrojen baglarma karsilik gelmektedir.
Birincil aminler de 3500-3400 cm™’de pik vermektedir. Bu yiizden, 3419 cm™’deki
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genis pik NH,, O-H gerilimi ve hidrojen baglarinin birlesmis piki oldugu sdylenebilir.
2877 em™ ve 2927 ecm™’de C-H, 1657 cm™ de CONH,, 1155 cm™*de O-kopriisii ve
960-1100 cm™ civarinda ise C-O-C simetrik gerilimlerine ait pikler yer almaktadir.
Sekil 5.14.b,c sirasiyla; KNP’y1 sentezlemek icin yalniz TX-100 kullanildigi ve TX-
100/SDS/NaOH’1n  beraber kullanildigt durumda sentezlenen KNP’ye ait FTIR
spektrumlaridir. Capraz-baglanmis KNP i¢in 1657 cm™ de bulunan NH, bantia ait pik
1573 em™ye kaymis ve 1649 cm ™ de yeni bir pik belirmistir. Bu OH~ ve NH;" gruplar
arasinda bir baglanma oldugunu anlamma gelmektedir. 1649 cm™’de C=N bagmnin
titresimine ait pik, glutaraldehitin karbonil gruplart ile kitosanin amin gruplar
arasindaki tepkimenin bir sonucu olarak Schiff bazinin olusumunu gosterir. Elde edilen
sonuglar Liu et al (1997) ve Banerjee et al. (2002) calismalar1 ile de uyum

gostermektedir.

5.2.2 DLS analizi

Banerjee et al. (2002) ¢alismalarinda ters misel ortamini kullanmis ve dar bir boyut
dagilimina sahip KNP’yi sentezlemistir. Aragtirmacilar caligmalarinda, ¢capraz baglanma
derecesinin ve hazirlanan kitosan c¢ozeltisindeki parcacik yogunlugu degisiminin
hazirlanan pargaciklarin biiyiikliigline etkisini incelemislerdir. Bu proje kapsaminda
siireli yayimlarda incelenen bu iki parametre disinda yiizey aktif madde tiiriiniin par¢acik

bliytikliigline etkisi incelenmistir.

Cok kiiciik parcaciklarin hazirlanmasinda etkili bir yontem olan ters miseller (W/O,
su/yag, ters mikroemiilsiyon); transparan, izotropik ve termodinamik olarak kararh
sentez ortamlaridir. Ters misel ortami, su/yag arayiizeyinde yiizey aktif molekiilleri ile
kararli hale getirilmis ve bir yag fazinda dagitilmis kiiciik sulu damlaciklardan
olusmaktadir. Bu kii¢iik damlaciklar, parcaciklarin sekil ve biiyiiklik dagilimlarim
kontrol etmek i¢in sinirlandirilmis bir tepkime ortami olusturur. Hazirlanan ters misel
nanokiirecikleri, nanoparcaciklarin olusmasi i¢in nanoreaktor goérevi goriirken (Banerjee
et al. 2002) ayn1 zamanda pargaciklarin asir1 aglomerasyonunu da engellerler (Liu et al.
2007). Sekil 5.15°de ters misel yontemi kullanilarak sentezlenen KNP’ye ait pargacik
bliyiiklik dagilimi goriilmektedir. Banerjee ef al. (2002) calismalarinda kullandiklar
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diisiik glutaraldehit miktarinda ¢alisilarak elde edilen KNP’ye ait bu dagilim grafiginde
ortalama parcacik biiyiikligii 52,89 nm olup parcaciklarin tamami 70 nm’nin altindadir.
Sekil 5.15.a,b, KNP’nin % siddet ve % say1 cinsinden ortalama parcacik biiytikliik
dagilimlarim1 gostermektedir. Her iki sekilde de nanopargaciklarin dar bir biiyiikliik
araliginda sentezlendigi goriilmektedir. Ortalama pargacik biiytlikliik dagilimina ait elde

edilen sonuclar arastirmacilarin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Parcacik boyut dagilimi Parcacik boyut dagilimi
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Sekil 5.15 Ters misel yonteminde AOT kullanilarak sentezlenen KNP’ nin biiytikliik

dagilimi
a. % siddet cinsinden, b. % say1 cinsinden

5.2.2.1 Glutaraldehit miktarinin KNP’nin olusumu ve biiyiikliigiine etkisi

Ters misel ortaminda polimer capraz-baglayici olarak kullanilan glutaraldehitin ortam
igerisindeki derisiminin degisimi ile nanopargacik biiyiikliiglinlin degisimi incelenmis,
bunun i¢in; 4, 12, 16 ve 40 ul glutaraldehit c¢ozeltileri kullanilmistir. Sekil 5.16°da
gorildiigli gibi pargacik biiyiikliigiiniin degisimi ile glutaraldehit derisimi arasinda

dogrusala yakin bir iliski s6z konusudur.
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Sekil 5.16 Glutaraldehit miktarinin degisimi ile KNP nin biiyiikliigiinlin degisimi

Kullanilan tiim glutaraldehit derisimlerinde KNP olusumu gerceklesmis, artan
derisimlerde ise olusan nanopargaciklarin ortalama parcacik biiyiikliikleri artmistir.
Sonuglar incelenecek olursa, en kiigiik parcaciklarin ¢alisilan en diisiik glutaraldehit
derisiminde elde edildigi goriilmektedir. Glutaraldehit derisimi en diisiikken pargaciklar
arasinda yalnizca kitosanin yapiskan dogasindan kaynaklanan birlesmeler s6z
konusudur ve ortalama parcacik biiytlikliigii 52,89 nm’dir. Daha yiiksek derisimler de ise
kendiliginden yapigsmadan kaynaklanan birlesmelerden ziyade daha siddetli birlesmeler
olusmustur. Banerjee et al. (2002) bu sonucu, glutaraldehit miktarinin artmasi ile
glutaraldehitle parcaciklararasi capraz-baglanma olasiliginin daha yiiksek olmasina
baglamaktadirlar. Yani; glutaraldehit miktar1 arttirilirsa olusan parcaciklar da

glutaraldehit varligindan dolay1 birbirleri ile bag olusturacaklardir.
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5.2.2.2 Seyreltme miktarimin KNP’nin biiyiikliigiine etkisi

Seyreltmenin etkisi, ters misel yontemi ile elde edilen KNP’nin hazirlanan ¢ozeltisi
kullanarak belirlenmistir. Hazirlanan ¢6zelti damitik su kullanilarak hacimce 2, 3 ve 4
kat seyreltilmis ve Sekil 5.17°de goriildiigii gibi glutaraldehit miktar1 ile birlikte

degisimi verilen sonuglar elde edilmistir.

800
b A 16 pl glu.
’\R‘\‘ 12 pl glu.
4 pl glu.

seyreltme miktar

ortalama biiyiikliik, nm

Sekil 5.17 Seyreltme oran1 ve glutaraldehit miktar1 ile kitosan nanoparcgacik
biiytikliigiiniin degisimi
Parcacik biiyiikliigiine glutaraldehit miktarinin degisiminin daha once bahsedilen
etkisinin yanisira, seyreltme miktarinin da etkisi Sekil 5.17°de agik¢a goriilmektedir.
Seyreltme miktarinin artmas1 ile tiim glutaraldehit derisimleri igin parcacik
bliylikliiglinde azalma meydana gelmektedir. Parcacik biiylikliiglindeki azalmanin,
seyreltme ile pargacik-parcacik etkilesiminin diigiiriilmesi ve bunun sonucunda da
parcaciklarin serbest kalmasindan kaynaklandigr disiiniilmektedir. Seyreltmenin
ardindan, hazirlanan ¢6zeltide pargacik birlesmeleri bir bakima azaltilmis olur. Ancak;
yiiksek glutaraldehit derisimlerinde parcacik blyiikligliniin artmis olmasinin asil
sebebinin parcaciklarin yapismasi olmadigi agikca goriilmektedir. Seyreltmenin artmasi
parcacik birlesmesini bir noktaya kadar azaltmistir. Bu sonug, daha yiiksek derisimde

glutaraldehit kullanimi ile pargaciklararasi c¢apraz-baglanmanin oldugu sonucunu
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desteklemektedir. Seyreltme miktarinin 4 kata ¢ikarilmasina ragmen artan glutaraldehit

derisimi ile parcacik biiytikliigli 52,98 nm’den 554,4 nm’ye yiikselmistir.

5.2.2.3 Farkh yiizey aktif madde kullaniminin KNP’nin olusumuna etkisi

Farkl1 tiirde yiizey aktif madde kullanarak KNP’nin sentezini gergeklestirmek icin AOT
yerine TX-100 kullanilmistir. Bolim 4.2.2°de agiklandigr gibi iki farkli deney
ortaminda TX-100 kullanilarak KNP {iretilmistir. TX-100 ile sentezlenen KNP’ye ait
parcacik biiyiiklik dagilimlari Sekil 5.18.a,b’de verilmistir. TX-100 kullanildiginda
(Sekil 5.18.a) ortalama parcacik biiytlikliigii 70 nm iken TX-100’tiin NaOH ve SDS ile
birlikte kullanildigi durumdaki (Sekil 5.18.b) ortalama parcacik biyiikligi ise 295,3
nm’dir. TX-100 kullanildigr durumda daha ince parcaciklar elde edilmis olmasina
ragmen parcacik biiytlikliik dagilimi, TX-100/NaOH/SDS kullanildigi durumdakine gore
daha genistir. Bu orneklere ait PDI degerleri sirasiyla 0,727 ve 0,575tir. Sadece TX-
100 kullanilarak sentezlenen parcaciklarin PDI degerinin biiyiilk olmast farkl
bliytikliikte parcaciklarin daha fazla oranda sentezlendigini géstermektedir. Bu yiizden
dagilim daha genistir. Sekil 5.18.a da goriilecegi gibi sadece TX-100 kullanildiginda
sentezlenen parcaciklar iki farkli kisimdan olugsmakta ve iki farkli dagilim piki
vermektedir. Olusan nanopargaciklarin sayica daha fazla olan kismu (biiytik pik) 51-125

nm araliginda iken sayica az olan kisim (kiigiik pik) 180-400 nm araligindadir.

Gorildugi gibi AOT disinda farkli yiizey aktif maddelerin kullanimi ile de kitosan
nanoparcacik sentezi miimkiindiir. AOT kullanilarak 52,89 nm ortalama biiyiiklige
sahip KNP’nin sentezlenebildigi Sekil 5.15°te gosterilmisti. Yapilan ¢alismalar sonucu,
AQOT kullanim1 sonrasi elde edilenler kadar kii¢iik olmasa da TX-100 kullanim1 ile %
85’1 91,28 nm’nin altinda olan kitosan nanoparcaciklar1 sentezlenebilmistir. Sonuglar
gozonilinde bulunduruldugunda AOT kullanimina ek olarak TX-100 kullanimi da

KNP’nin sentezi i¢in tercih edilebilir.
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Sekil 5.18 Ters misel yontemi kullanilarak sentezlenen KNP ye ait biiyiikliik dagilimlari
a. yalniz TX-100 kullanildig1 durum, b. TX-100 ile birlikte NaOH-SDS kullanildig1 durum

Boliim 4.2.2°de bahsedildigi gibi TX-100 kullanilarak KNP sentezlenirken glutaraldehit
yerine c¢apraz-baglanma i¢in NaOH’de tercih edilebilir. NaOH kullanildiginda
sentezlenen KNP ye ait pargacik biiyiikliikk dagilimi Sekil 5.19°da verilmistir. Sekilden
de goriildiigii gibi sadece TX-100 kullanildigr durumda glutaraldehit yerine NaOH
kullanildiginda elde edilen parcaciklar oldukca kiigiik ve AOT ile sentezlenene oldukga
yakindir. Sentezlenen pargaciklarin ortalama biiyiikligi 54,09 nm’dir. Glutaraldehit
kullanimina kiyasla NaOH kullanim1 daha etkili olmus daha kiiclik parcaciklar

sentezlenebilmistir.

69



Say1 (%)
nreniog

0.1 1 10 100

1000 10000
Biiyiikliik, nm

Sekil 5.19 TX-100 kullanilarak kitosan nanoparcacik sentezi sirasinda glutaraldehit
yerine NaOH kullanilmast ile elde edilen parcgacik biiytikliik dagilimi grafigi

Capraz-baglayici olarak NaOH kullanildig1 zaman sentezlenen kitosan nanopargaciklari
33-80 nm araligindadir. Olusan parcaciklarin % 96’s1 ise 70 nm’nin altinda yer

almaktadir.
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6. DEGERLENDIRME

Bu yiiksek lisans calismasi kapsaminda iyonik jellesme ve ters misel yontemleri
kullanilarak kitosan nanoparcaciklarinin sentezi gerceklestirilmis, elde edilen sonuglar

asagida sirasiyla her iki yontem i¢inde 6zetlenmistir:

6.1 Iyonik Jellesme Yontemi icin Elde Edilen Sonuclar

> lyonik jellesme yonteminde capraz-baglayict olarak TPP kullamlmis, alinan
FTIR spektrumundan yararlanarak TPP’nin fosfat grubunun kitosanin amonyum

grubu ile ¢apraz-baglandigi belirlenmistir.

» Ortam pH’sinin degisiminin KNP’nin olusumu ve biyiikliigii iizerine olan
etkileri incelenmis, asidik ortamda nanoparcacik sentezlenebilmisken bazik
ortama gecildiginde (pH > 6) pargacik biiylikliiglinde ani bir artis gézlenmistir.
Iyonik jellesme yonteminde bazik ortamda nanoparcacik olusumu séz konusu

degildir.

» En kiiciik parcacik biiyiikligiine (160 nm) sahip KNP, pH = 4,6 - 4,8 araliginda
calisildiginda sentezlenmis, sentezlenen pargaciklar i¢in PDI = 0,277 ve % PD

= 52,73 olarak bulunmustur.

» Kiitlece kitosan/TPP oranmin KNP’nin olusumu ve biiylkligii iizerine olan
etkileri incelenmis, kitosan miktar1 sabit tutulurken TPP miktar1 degistirilmistir.
Kitosan/TPP oran1 3 ile 7 araliginda degistirilerek en kiicliik parcaciklarin
sentezlenebildigi en uygun oranin 5 oldugu tespit edilmistir. Sentezlenen

parcaciklar 131 nm ortalama biiyiikliige sahiptir.

> lIyonik jellesme yonteminde santrifiij isleminden sonra elde edilen KNP’nin

dondurularak kurutulmasi sonucu pargaciklarin birlestigi saptanmistir.
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Kurutma oncesinde pargacik biiylikliik dagilimi 40 - 110 nm araliginda iken
kurutma sonunda dagilim 250 - 720 nm araligma ylikselmistir. Kurutma
oncesinde pargaciklarin sayica % 96’st 90 nm’nin altinda iken kurutma

sonrasinda parcgaciklarin % 96’s1 600 nm’nin altinda yer almaktadir.

Dondurarak kurutma sonucu goriilen parcacik birlesmesi trehaloz kullanilarak

Onlenmeye ¢alisilmistir.

Trehaloz kullaniminin pargacik birlesmesini 6nlemedigi ve olusan pargaciklarin

190 — 460 nm araliginda oldugu goézlenmistir.

Pargacik birlesmesi kismen onlenmis, pargaciklarin sayica % 96’s1 600 nm’den

380 nm’nin altina dagitilabilmistir.

Trehaloz eklenmeden dondurarak kurutulan, trehaloz eklenip dondurularak
kurutulan ve hi¢ dondurarak kurutma yapilmayan o6rnekler i¢in PDI degerleri

strastyla; 0,732, 0,723 ve 0,546°dir.

Parcacik birlesmesini Onlemek icin sesdtesi dalga uygulama siiresinin etkisi
incelenmistir. Bunun i¢in; ilk olarak santrifiij sonras1 elde edilen ¢okelegin,
ikinci olarak trehaloz kullanilmadan dondurarak kurutma yapilan parcaciklarin
ve son olarak ta trehaloz kullanilarak dondurarak kurutulan parcaciklarin

hazirlanan sulu ¢ozeltilerine yarim saat siire ile sesotesi dalga etkisi verilmistir.

Ilk iki durumda 15 dk sesdtesi uygulama siiresi sonunda en kiiciik pargaciklarmn
elde edilebildigi gdzlenmistir. Ugiincii durumda ise en kiigiik pargaciklarin elde

edildigi uygulama siiresi 20 dk’dur.

Sesdtesi uygulama siiresinin arttirilmasi ile dagilan parcaciklarin tekrar
birlesmeye basladigi goézlenmistir. Siirenin artmasi ile dondurarak kurutma
yapilmamis Ornekler i¢in ortalama parcacik biytlikligi ilk durumdaki

blyiikliglin  iizerine c¢ikmistir. Trehaloz kullanilarak ve kullanilmadan
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dondurarak kurutulan ornekler i¢in parcacik biiyiikliikleri 30 dk sonunda ilk
birlesmis haldeki biiylikliikleri gegcmemis olmasina ragmen devam edecek
sesotesi uygulama siiresi sonucunda ilk biiytikliikleri gegcme egiliminde olduklari

ileri stirilmistir.

Kurutma yapilmamis Orneklerin ortalama pargacik biiyiikliikleri diger iki
durumdan daha kii¢lik olsa bile KNP’nin daha sonraki kullanimlar1 géz 6niine
alinarak dondurarak kurutma islemi veya uygun bir tamponda saklama islemi

yapilmalidir.

Trehaloz kullanilip sesotesi dalga ile etkilestirilen parcaciklar, trehaloz
kullanilmadan dondurularak kurutulup sesotesi dalga ile etkilestirilen
parcaciklardan daha kiiciiktiir. Bu yiizden, en kii¢iik kitosan nanoparcgaciklarini
elde edebilmek i¢in uygun pH ve kitosan/TPP oraninin yanisira dondurarak
kurutma sirasinda trehaloz kullanip KNP’yi igeren ¢ozeltinin 20 dk sesotesi

dalgalar ile etkilestirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

TEM fotograflarindan yararlanarak sentezlenen parcaciklarin 10 nm’den daha
kiiclik olduklar1 saptanmistir. DLS analizi ile TEM fotograflar1 arasindaki farkin
parcaciklarin sulu ortamda birbirleri ile yapismalarindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

TEM analizi yapilirken dondurularak kurutulmus parcaciklar ultrasonik probe
yerine ultrasonik banyo kullanarak dagitilmistir. Bu ylizden en kiiciik
parcaciklarin ultrasonik probe kullanimi sonucu oldugu gibi 20 dk sonunda elde
edilemeyecegi  diisiiniilmektedir. TEM analizleri de bu diislinceyi
desteklemektedir. Ultrasonik banyoda 5 dk bekletilmis 6rneklerde ¢ok yogun bir
birlesmenin oldugu goriilmekte iken bu birlesmenin ancak 1 saat bekletme siiresi
sonunda dagitilabilecegi anlasilmistir. 1 saat sonunda ¢ekilen fotograflarda yine,

az miktarda pargacik birlesmesi goriilmektedir.
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6.2 Ters Misel Yontemi icin Elde Edilen Sonuclar

» FTIR spektrumundan yararlanarak capraz-baglayici glutaraldehitin karbonil

gruplari ile kitosanin amin gruplarinin baglandig: belirlenmistir.

» Yiizey aktif madde olarak AOT kullanildiginda 52,89 nm ortalama pargacik
bliytikliigline sahip dar bir boyut dagilimi araliginda KNP sentezlenebilmistir.

» Glutaraldehit miktarinin degisiminin nanopargacik olusumu iizerine olan etkisi
incelenmis, artan derisimler sonucunda daha biiyilk KNP sentezlenmistir.
Glutaraldehit miktar1 ile parcacik biiylikliigli arasinda yaklasik olarak dogrusal
bir iligki oldugu gozlenmistir.

» Glutaraldehit miktarindaki artma sonucu pargaciklararasi g¢apraz-baglanmalar
olustugu ve boylece daha biiylik parcaciklarin sentezlendigi sonucuna

varilmstir.

» Seyreltme miktarinin KNP’nin biiyiikliigii iizerine olan etkileri incelenmis,
bunun i¢in sentezlenen parcaciklarin hazirlanan ¢dzeltileri hacimce 2, 3 ve 4 kat
seyreltilerek boyut analizi gergeklestirilmistir. Analizler sonucunda seyreltme
miktarinin artmasi ile parcacik biiylikliiglinde azalma oldugu belirlenmistir.
Birim hacimde bulunan pargacik sayisinin azalmasi sonucu parcaciklarin
kendiliginden yapisma egilimlerinin de azaldigi ve bunun parcacik

bliyiikliiglinde azalmaya sebep oldugu diisiiniilmektedir.

» Farkli tirde yiizey aktif madde kullaniminin KNP nin olusumu ve biiyiikligi
tizerine iki farkli ¢alisma yapilmis, ilk durumda sadece TX-100 ikinci durumda

1se TX-100 ile birlikte NaOH ve SDS’de kullanilmustir.
» DLS analizleri sonucu, TX-100 kullanildiginda ortalama pargacik biiytikligi 70

nm iken TX-100’tin NaOH ve SDS ile birlikte kullanildig1 durumdaki ortalama

parcacik biiyiikliigiiniin ise 295,3 nm oldugu belirlenmistir.
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» Hazirlanan 6rneklere ait PDI degerleri sirasiyla 0,727 ve 0,525°tir.

» TX-100 kullanildiginda sentezlenen pargaciklar iki farkli kisimdan olusmakta ve
iki farkli dagilim piki vermektedir. Olusan nanoparcaciklarin sayica daha fazla
olan kismi 51-125 nm aralifinda iken sayica az olan kisim 180-400 nm
araligindadir. Dagilimin genis olmasi1 TX-100 i¢in PDI degerinin daha biiytlik

¢ikmasina neden olmustur.

» TX-100 kullanildig1 durumda glutaraldehit yerine ¢apraz-baglayici olarak NaOH
kullanildiginda 54,09 nm ortalama biiyiikliige sahip KNP sentezlenmistir.
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7. ONERILER

Farkli tiirde kitosan kullanimi ile bu tez kapsaminda elde edilen sonuglardan farkli
sonuglarla karsilagilabilir. Stireli yayinlarda bunun bir¢cok 6rnegi ile karsilagilmaktadir.
Bu yiizden kullanilacak kitosanin 6zelikleri (molekiil agirligi, deasetilasyon derecesi
vb.) iyi bilinmeli ve uygun ¢alisma kosullar1 kullanilacak kitosana gore secilmelidir.
Iyonik jellesme yonteminde parcacik birlesmesi yogun bir sekilde goriilmektedir. En
kiiciik pargaciklarin elde edilmesi bircok parametreye bagli durumdadir. Tim
parametrelerin en uygun sekilde ayarlanmis olmasi 6nemlidir. Kurutma sonrasi goriilen

birlesmeleri i¢in 6zellikle sesotesi dalga etkisi verilmesi tavsiye edilmektedir.

Ters misel yontemi ile daha kiiglik, daha dar biiyiiklilk araliginda ve daha kararh
parcaciklar elde edebilmek miimkiindiir. Ancak, elde edilen parcaciklarin
glutaraldehitten tamamen arindirilmis olmasit gerekmektedir. Aksi takdirde viicutta

kullanim sonrasi kalabilecek glutaraldehitin zehirlilik etkisi s6z konusudur.

AOT ile sentezlenenler kadar kiigiik olmasa da TX-100 kullanimi ile de kiigiik KNP
sentezlemek miimkiindiir. Ancak, glutaraldehit yerine NaOH kullanildiginda neredeyse
AOT kullaniminda sentezlenenler kadar kiiclik parcaciklar elde edilebildigi ve
kalabilecek glutaraldehitin zehirlilik 6zeliginden dolayr NaOH kullanimi1 da tercih
edilebilir.
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