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OZET

BIYOAKTIF, BiYOBOZUNUR YENI BIR YARA ORTU FiLMi
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

YASEMIN GUNAYDIN
Doktora, Kimya Muhendisligi
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Deniz TANYOLAC
Subat 2016, 145 sayfa

Sunulan tez ¢caligmasinda, literaturde ilk kez ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal
ve hucre yenileyici ajan olarak kullanimi ile etkili bir yara iyilegtirme potansiyeline
sahip kitre bazli; 6zellikle nekrotik, enfekte ve dislik—orta eksidali yara dokulari
icin hizl ve etkili bir sekilde iyilesme sureci saglayacak, uygun fiziksel ve mekanik
Ozellikte, seffaf, yapiskan, biyoaktif, biyouyumlu, literatirde 6zgin degeri olan
yeni yara ortu filmlerinin hazirlanmasi amaclanmaktadir.

Calismada, farkh deney sistemi tasarimlariyla bilesen konsantrasyonlari (kitre,
ozonize zeytinyagl, gliserol, jelatin, genipin), ortam parametreleri ve kullanilacak
yontemler belirlenerek, standartlara uygunlugu test edilmis yara ortu filmlerinin
yuzeylerinde bulunan fonksiyonel gruplarin aydinlatiimasi ve sentez
parametrelerinin yapiya olan etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla, Fourier
Donusumllt Infrared Spektrofotometresi (FT-IR), Termal Gravimetrik Analiz
(TGA), Gaz Kromotogrofisi- Kiutle Spektrometresi (GC-MS), Nukleer Manyetik
Rezonans Spektroskopisi (H-NMR) ve Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)
kullanilarak yapisal karakterizasyon gergeklestiriimistir.

Mekanik test analizlerinde ¢capraz baglayici ajan icermeyen yara ortu filmlerinin
kopma anindaki mukavemet degerlerinin 0.30-2.96 MPa ve uzama degerlerinin
%14-198 araliginda oldugu, capraz badlayici ajan igeren filmler icin kopma
anindaki mukavemet degerlerinin 1-1.87 MPa ve uzama degerlerinin  %74-105
araliginda oldugu tespit edilerek deri yluzeyinde rahatlikla kullanilabilecekleri

gOrulmustar.



Jelatin ve et model kullanilarak yapilan yara ve deri taklit galigmalar ile sisme
davraniginin incelendigi model galismalarinda, sadece ozonize zeytinyagi iceren
yara oOrtu filmlerinin dislUk ve orta eksudall yaralar igin 24 saatten 6nce
degisimlerinin yapilarak, ¢apraz baglama islemi ile hazirlanan yara ortu filmlerinin
ise 72 saate kadar yara Uzerinde kullanilabilece@i goruimustar.

Sentezlenen saf ozonize zeytinyaginin yaklasik 2700-2800 mEq O2/kg yag
araliginda yuksek bir peroksit degerine sahip oldugu; ancak hazirlanan yara ortu
filmleri icin bu degerin 793-379 mEq O2/kg yag olarak etkili bir yara iyilestirmesi
icin yeterli oldugu sonucuna varilmistir. Sentezlenen ozonize zeytinyadinin E.
coli, P. auregonisa ve S. aureus mikroorganizmalari Uzerinde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi; ancak en gugclu etkiyi S. aureus mikroorganizmasina karsi
gOsterdigi, ozonize zeytinyagi ile hazirlanan yara oOrtl filmlerinin sadece S.
aureus mikroorganizmasi Uzerinde etkili oldugu gorulmustur. L929 hucrelerinin
canlihgi Uzerine yapilan in-vitro sitotoksitite ¢calismalarinda alinan MTT (3-4,5-
dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid) analiz sonuglarindan ozonize
zeytinyagl ve hazirlanan yara ortu film ekstraktlarinin 24 saatlik inkibasyon
suresi sonunda kontrole gore hucre canhlligini sirasiyla minimum ve maksimum
olarak %35-%72 ve %47-%91 oraninda azalttigi ancak 48 saat sonunda kontrol
grubuna yakin hatta daha yuksek optik yogunluk degerleri ile hicreler Gzerinde
sitotoksik etki gostermeyip hucrelerin ¢ogalip yenilenmesine yardimci olduklari
gOrulmustar.

Yara ortu filmlerinin sisme davraniginin Korsmeyer-Peppas kinetik modeli ile
uyumlu oldugu ve sisme mekanizmasinin difizyon kontrolli olup, Fick tipi
difizyona modeli ile uyumlu oldugu goérilmustar.

Tum bu sonuglar 1s1ginda, tez calismasi kapsaminda hazirlanan kitre bazli
ozonize zeytinyagi igerikli biyoaktif, biyoyumlu yara o6rtu filmlerinin yara dokulari
icin etkili bir yara iyilesme slreci saglayacagi, bunun yaninda milli ekonomi ile
literatire sahip oldugu ozgun degeri ile yuksek katki saglayacagi

dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: ozonize zeytinyadi, kitre, yara orta filmi, biyouyumlu,

biyoaktif



SUMMARY

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF A NOVEL
BIOACTIVE, BIODEGREDABLE WOUND DRESSING FILM

YASEMIN GUNAYDIN

Doctor of Philosophy, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Deniz TANYOLAC
February 2016, 145 pages

In this study, it is aimed to prepare a transparent, adhesive, bioactive,
biocompatable and novel wound dressing film which has an unigue value in
literature with proper physical and mechanical properties. For this purpose, first
time in literature, ozonated olive oil is used as an antimicrobial and cell renewal
agent with tracaganth gum based wound films which have high potential of
effective wound healing especially on necrotic, infected and low to medium
exuding wounds to provide fast and effective healing process.

In the study with different experiment system designs, component concentrations
(tracaganth gum, ozonated olive oil, glycerol, gelatin, genipin), experimental
conditions and the determination of the methods to be used according to the
compliance to standards were tested,

In order to enlighten the functional groups on wound dressing films’surface and
determine the effects of synthesis parameters to their structures bu using Fourier
Transform Infrared Spectrometer) (FT-IR), Thermogravimetric Analysis (TGA),
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS), Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy (H-NMR) and Scanning Electron Microscopy (SEM),
structural characterization was performed.

In the mechanical test analysis, the wound dressing films that do not include
cross linking agent, the values for tensile strength at break and elongation at
break were found between 0.30 — 2.96 MPa and %74 — 198, respectively. The



films containing cross linking agent, the values for tensile strength at break and
elongation at break were detected between 1- 1.87 MPa and %74 — 105. These
results show that the produced wound dressing films can easily be used on the
skin surface.

In the model studies in which swelling behaviour was investigated via wound and
skin mimic studies by using gelatin and beef wound model, it was seen that the
wound dressing films containing only ozonated olive oil can be used for low to
medium exuding wounds up to 24 hours while the wound dressing films that were
prepared by cross linking process can be used up to 72 hours.

The synthesized pure ozonated olive oil's peroxide value was observed to be high
approximately in the interval of 2700-2800 mEq Oz/kg oil. But the value between
793 -379 mEq O2/kg for the prepared wound dressing films was inferred as
sufficient for an effective wound healing. It was seen that synthesized ozonated
olive oil had an antimicrobial activity on E. coli, P. auregonisa and S. aureus
strains but it had the strongest effect on S. aureus strains. On the other hand, the
wound dressing films prepared with ozonated olive oil had an antimicrobial effect
only on S.aureus strain. According to the MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) analysis results taken from the in vitro cytotoxicity
studies on L929 cell viability showed that, ozonated olive oil and prepared wound
dressing film extractions in every control after 24 hours incubation period, has
reduced cell viability respectively at minimum and maximum %35-%72 and %50-
%92 respectively. However, it was found that with the optic density values at the
end of 48 hours were nearly, even higher than the control group, didn’t show
cytotoxic effect on cells but helped cell proliferation and regeneration.

It was seen that the swelling behaviour of wound dressing films are consistent
with Korsmeyer — Peppas kinetic model and swelling mechanism is diffusion
controlled that is consistent with Fick type diffusion model.

In the light of these findings, it can be stated that the prepared with tracaganth
gum based ozonated olive oil content bioactive, biocompatible wound dressing
films provided effective wound healing process for wound tissues. Besides, for its
unique value this study will make important contribution to literature and national
economy.

Key words: ozonated olive oil, tracaganth gum, wound dressing film,
biodegredable, bioactive
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1. GIRIS
Yara, en basit tanimi ile, yumusak dokularin normal anatomik yapilarinin ve
fonksiyonlarinin bozulmasidir. Tip literatirinde ise yara, deri ya da mukozal
dokularin kesilme, yirtilma ya da delinme gibi keskin bir travma neticesinde hasar
gormesi olarak tanimlanmaktadir. Yaralar deri butinligine gére acik ve kapall,
olus zamanlarina gore akut ve kronik, klinik gorintulerine gore ise temiz, nekrotik

veya eksudall yaralar olmak tzere olarak birgok sekilde siniflandirilabilir [1].

Yara iyilesmesi; yeni hucrelerin Uremesiyle, doku butinlGgunun yeniden
saglanmasi ve yaranin anatomik, fizyolojik ve histolojik yapisinin yeniden
kazanilmasiyla olusan kompleks, dinamik, biyokimyasal ve sitolojik olaylar
surecidir. Bu sure¢ inflamasyon, hiicre migrasyonu, anjiogenez, matriks sentezi,
yeni kollajen olusumu ve reepitelizasyon gibi c¢esitli hicresel, biyokimyasal ve
molekuller basamaklari igerir. Yara iyilesmesi inflamasyon evresi, proliferasyon
evresi ve maturasyon evresi olmak Uzere birbiriyle i¢ ice gegmis U¢ ayri evreden
olusmaktadir. Bu evreler matriks proteinleri, epitel htcreleri, sitokinler ve bliyime
faktorleri arasindaki etkilesimler tarafindan dizenlenir. Yara iyilesmesi iyilesme
mekanizmasina gore; primer, sekonder ve tersiyer yara iyilesmesi olarak da
siniflandinimaktadir. Yara iyilesmesinde, dokunun morfolojik ve fonksiyonel
batinligunde olumlu ve olumsuz gelismelere neden olabilecek bir¢ok sistemik
ve lokal faktorler yer almaktadir. Yara iyilesmesini etkileyen faktorlere 6rnek
olarak oksijen seviyesi, vaskuler bozukluklar, enfeksiyon, mekanik stres, OlU
bosluklar, suturler, sicaklik, 6dem, yaranin lokalizasyonu, sigara kullanimi,
beslenme, dolagim bozukluklari, kalitsal hastaliklar, yas, cinsiyet, menapoz, irk,

blylume faktorleri, kronik hastaliklar ve ilaglar verilebilir [2].

Yara iyilesmesinin uygun bir sekilde yapilabilmesi ve yaranin enfeksiyon
kapmasini onlemek igin ilk ¢aglarda dogal malzemeler olarak bal hamurlari,
bitkisel lifler ve hayvan yadlari kullaniimistir. Daha sonraki yillarda bu urinlerin
yerini geleneksel yara ortlleri almigtir. Dogal ve sentetik bandajlar, hidrofil
pamuk, sargl bezi ve gazli bez vb. geleneksel ortuler yara yuzeyini kapatmak,
yaray! kuru ve sicak tutarak dig etkilerden korumak ve yara sivisinin emilmesini

saglamak amaciyla kullaniimaktadir [3].



GuUnumuzde yara iyilesmesi 1962 yilinda Winter’ in “yara iyilesmesinde nemin
iyilestirici etkisi” Uzerine gerceklestirdigi galisma ile ortaya ¢ikan modern yara
bakimi anlayigi esas alinarak gergeklestiriimektedir. Bu modern anlayista esas
olan, yaranin dogru degerlendiriimesi, gereksiniminin belirlenmesi ve vyara
iyilesme surecinde ideal ortam kosullarinin saglanmasidir. Modern yara ortuleri

yara iyilesmesinde ideal kogullara ulasabilmek adina surekli gelistiriimektedir. [4].

Modern yara ortuleri Uretildikleri materyale gore hidrokolloidler, aljinat ortller,
hidrojeller; fiziksel sekillerine goére; kopukler, seffaf filmler ve etken madde
icerigine gore; antibakteriyel ajan, buyume faktora, vitamin ve mineral igeren yara
Ortuleri olarak siniflandirilabilir [S]. Yara ortu malzemeleri, gesitli yaralarda farkli
iyilesme sureglerine gore degisen Ozellikte, tek basina veya kombine olarak

kullanilabilmektedir.

Ozon, (0Os3) U¢ oksijen atomundan olusan bir gazdir. Ozon, diatomik oksijen
molekuline (O2) oksijen atomunun eklenmesiyle olusan son derece kararsiz bir
molekuldir. Ozon ticari olarak korona akim metodu ile oksijen molekdullerinin (O2)
bir elektrik alanindan gegirilmesi yoluyla Uretilmektedir. Ozon son derece yuksek
oksidasyon kapasitesine sahip bir gaz oldugundan, dezenfeksiyon ve
organik/inorganik maddelerin giderimi amaciyla kullaniimaktadir. Endustride
ozonun baslica kullanim alanlarini kimya, tekstil ve gida sanayisi olusturmaktadir
[6].

Tip alaninda ozon tedavisi, organizmanin antioksidan ve anti-inflamatuar
savunma sistemlerini destekleyen bir tedavi olarak, basta diyabetik Ulser olmak
uzere tUum zor iyilegsen ulserlerin tedavisinde, geriatrik sikayetlerde, kalp
yetmezligi olan hastalarda, non-spesifik immunmodilasyon ve antioksidan
sistemini desteklemede, kronik inflamasyon ile seyreden solunum sistemi
hastaliklarinda, kanser tedavisinde kemoterapi ve radyoterapinin etkinligini
artirmada, savunma sistemini desteklemede, vaskuler bozukluklar ile damar
endotel hasarina bagl durumlarda siklikla uygulanmaktadir. Ozonlanmis yaglar
ozon molekdlinin Criegee reaksiyonu sonucunda yaglarin yapisinda bulunan
doymamis yag asitlerinin ¢ift baglari arasinda ozonoid olarak stabilize edilmesi
sonucu olugsmaktadir. Ozonun deriye ozonlanmis yaglar seklinde uygulanmasi

deriye daha iyi penetre olabilmesini saglayarak aktif oksijenin tasinimini



kolaylagtirmaktadir. Ozonun yara Uzerindeki direkt etkisi, enfekte olmus deride
yer alan mikroorganizmalarin (bakteri, virus ve mantarlar) hucre zarlarini
oksitleyerek parcalamasi, indirekt etkisi ise vlicudun savunma ve onarim

sistemlerini uyarmasi seklinde acgiklanabilir [7].

Dogal polimerler biyouyumlu, biyobozunur ve herhangi bir toksik o6zellik
gOstermemeleri nedeniyle literatiirde yara ortu filmlerin hazirlanmasinda siklikla
kullaniimaktadir. Dogal biyopolimerler arasinda énemli bir yere sahip olan Kitre,
geven bitkisinin govde veya kokunden elde edilen 6zsuyun kurutulmasi ile
hazirlanan bir zamktir. Kitre zamki 9000-65-1 CAS numarasi ile Amerika Gida ve
llag yonetimi (GRAS) tarafindan genel olarak glvenilir-zararsiz olarak kabul
edilmistir. Polisakkaritler, saponinler, flavonidler ve aminoasitler kitrenin ana
bilesenlerini olusturmaktadir. Kitre Ulkemizde ebru sanati basta olmak lzere sus
bebek yapiminda, gida sektdriinde kivam arttirici ve emulsiyon stabilizatoru
olarak kullaniimaktadir. Toksik ve kanserojen Ozellige sahip olmayan kitrenin
dinyada yara ve yanik iyilestirme musilaji, hicre immobilizasyon ve ilag

enkapsulasyonu gibi alanlarda kullanimi yaygindir [8].

Sunulan tez ¢alismasinda literaturde ilk kez ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal
ve hicre yenileyici ajan olarak kullanimi ile etkili bir yara iyilestirme potansiyeline
sahip kitre bazli; 6zellikle nekrotik, enfekte ve diuslk—orta eksidali yara dokulari
icin hizli ve etkili bir sekilde iyilesme stireci saglayacak uygun fiziksel ve mekanik
Ozellikte, seffaf, yapiskan, biyoaktif, biyouyumlu ve literatirde 6zgin degeri olan
yeni yara ortu filmlerinin hazirlanmasi amaglanmaktadir. Literatlrde kitrenin yara
iyilestirmesinde belirli bir ¢ozlUclude ¢ozunmesiyle olusan jel halinin kullanildigi
bilinmektedir. Gerek literatir gerekse mevcut piyasada yapilan incelemelerde,
kitre ile hazirlanan yara orti filmine rastlanmamistir. Ulkemizde kendiliginden
yetisen ve daha ¢ok yakacak, hayvan yemi, ebru sanati, kitre bebek yapimi ile
gida sektorinde stabilizator olarak kullanilan geven bitkisinin yara orti materyali
olarak kullanimi ile milli ekonomiye katma deger olarak kazandiriimasi
hedeflenmektedir. Ayrica yapilan literatir ve mevcut piyasa arastirmalarinda
ozonize zeytinyaginin yuksek antibakteriyal aktivite ve essiz hlcre yenileme
Ozelliklerinden faydalanilarak hazirlanmig herhangi bir yara 6rti materyali de

bulunmamaktadir.



Bu amagclar dogrultusunda tez kapsaminda ilk olarak farkli deney sistemi
tasarimlariyla bilesen konsantrasyonlari, ortam parametreleri ve kullanilacak
yontemler belirlenerek standartlara uygunlugu test edilmis ve literaturde 6zgun
degeri olan yeni yara ortu filmlerinin hazirlanmasi igin 6n c¢alismalar
gergeklestirilmistir. ikinci bélimde Tanyolag ve arkadaslari [8] tarafindan isletim
parametreleri ile reaktor konfigirasyonu arasinda gelistirilen istatistiksel model
yaklagimiyla analojik bir iligki kurularak tasarimi yapiimig ve patent bagvurusu
icin galismalarin surdugu piyasadaki emsallerine gore uUstun Ozellikli ozon
jeneratoru ile Uretilen ozonize zeytinyadi ve bu yag ile hazirlanan yara ortu
filmlerinin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonlari ile sisme davraniglari
incelenmigstir. Son bdlimde ise sentezlenen ozonize zeytinyadl ve hazirlanan
yara ortu filmlerinin deride enfeksiyonlu yara drneklerinden en sik izole edilen S.
aures, E. coli ile P. auregonisa bakterilerine kargi mikrobiyal inaktivasyonlari ile
L929 hucrelerinin canlihigina olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla in vitro-

sitotoksitite galismalari gergeklestiriimistir.

Milli ekonomiye ve literatire sahip oldugu o0zgun degeri ile yuksek katki
saglayacak tez galigsmasi kapsaminda hazirlanan kitre bazli ozonize zeytinyagi
icerikli yara ortu filmlerinin ulusal ve uluslararasi alanda “Biyoaktif Bir Doku
Onarim Tabakasi (A Bioactive Tissue Repairing Layer) ” bashgl adi altinda
patentlenebilmesi icin gerekli basvurular 2014 yilinda Hacettepe Teknoloji
Transfer Merkezi ile yapilan isbirligiyle baslatiimis olup incelemeler yakin
zamanda alinan olumlu arastirma raporu ile birlikte surec icerisinde devam

etmektedir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Yara Nedir?

Yara, en basit tanimi ile; yumusak dokularin normal anatomik yapilarinin ve
fonksiyonlarinin bozulmasidir. Tip literatlrinde ise yara, deri ya da mukozal
dokularin kesilme, yirtiima ya da delinme gibi keskin bir travma neticesinde hasar
gOrmesi olarak tanimlanmaktadir [9]. Yaralar deri batinligune gore acgik ve
kapall veya olus zamanlarina gore akut ve kronik yaralar olarak siniflandirilabilir
[1, 10].

2.1.1. Kapal Yaralar

Deri ve mukoza ortisunin saglam oldugu ancak derin dokularda anatomik
batinligun bozuldugu yaralar kapali yara olarak adlandirilir. Ezilme, siyrik ve
burkulmalar kapali yaralara ornek olarak verilebilir (Sekil 2.1). Ezilme tipi
yaralarda deride anatomik butinlik bozulmadan yumusak dokular ezilmektedir.
Derin doku katlari bu tir yaralarda birbirinden ayrilmis ve kiigik kan damarlarinda
hasar olusmustur. Bu tip yaralanmalarin iyilesme streci duyu sinirlerindeki hasar

nedeniyle agrili gegebilir ve yara kolayca enfekte olabilir [11].

Sekil 2.1 Ezilme tipi yara goruntisu [12]

2.1.2. Acik Yaralar

Deri ve mukozayi da igeren anatomik butlinlagun bozuldugu durumlar agik yara
olarak adlandirilir (Sekil 2.2). Yirtilma, kesici delici alet yarasi, atesli silah yarasi,
cerrahi yaralar, sokmalar ve yaniklar agik yaralara ornek olarak verilebilir. Yirtiima

digindaki yaralanmalarda deri altindaki dokularda ciddi hasarlar goralur [13, 14].
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Sekil 2.2 Agik yara tipi goruntuleri [12]
2.1.3. Akut Yaralar
Akut yaralar; yirtilma, siyrik, delinme, yanik ve kesik gibi gecici bir etken
neticesiyle olusan yaralardir. Akut yaralarin belirli bir sirede iyilesmesi beklenir.
[1, 15].

2.1.4. Kronik Yaralar

Kronik yaralar iyilesme sdreci uzun olup Ug¢ aya kadar iyilesme gostermeyen
yaralardir (Sekil 2.3). Yara gecikmesi inflamatuar agsamasinda gorulir. Akut
yaralarin aksine kronik yaralarda anabolik ve katabolik fazlardaki denge
kaybolmus durumdadir. Dekubit Ulseri, diyabetik Ulser, bacak ulseri ve

lyilesmeyen ameliyat sonrasi yaralar kronik yaralara érnek verilebilir [16, 17].

Sekil 2.3 Kronik yara goruntusu [15]

2.1.5. Nekrotik Yaralar

Canli organizma iginde (doku ve organ) i1sik mikroskopi ile saptanan ve hicre
0lumU sonucu ortaya ¢ikan morfolojik degisikliklere “nekroz” denir. Nekrotik yara
(Sekil 2.4) yuzeyinde siyah 6lU tabaka igceren yara tipidir [18].



Sekil 2.4 Nekrotik yara goruntusu [19]

2.1.6. Ekstidali Yara

Dokularin iltihap yapan etkenler tarafindan zarar gérmesi sonucu hasarl
bolgeden c¢ikan siviya eksuda denir. Eksuda bilesim olarak kan plazmasina
benzer ve 6nemli kismini nekrotik hicre artiklari, fibrinojen, fibrin, kompleman ve
immuno globdlinler olusturur. Zedelenme bolgesinde ortaya ¢ikan ekstda, damar
sivisi ile birlikte hicre de igeriyorsa iltihabi ekstida adini alir. Yara Gzerinde
olusan eksuda 6zelliklerine goére; serumlu, kataral, fibrinli ve irinli eksuda olarak
siniflandirimaktadir [20].

2.2. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi; inflamasyon, hicre migrasyonu, anjiogenez, matriks sentezi,
yeni kollajen olusumu ve reepitelizasyon gibi c¢esitli hicresel ve molekuler
basamaklari iceren kompleks bir surectir. Yara iyilesmesi; inflamasyon evresi,
proliferasyon evresi ve maturasyon evresi olmak tzere ¢ evrede incelenir [15,
21].

2.2.1. inflamatuar Evre (inflamasyon)

inflamasyon evresi, yaralanma aninda baslayip, 24-48 saat icinde sonlanir. Bu
fazin ilk amaci kanamanin durdurularak; mekanik, bakteriyel ve kimyasal etkilere
karsi cevabin olusturulmasidir. Yaralanmayr kanama takip eder. Doku
travmasinin olugsmasi ile pihtilagsma mekanizmasi harekete geger. Kanamayi
durdurmak igin 6nce ilag ile damar kasilmasi gergeklestirilir. Damar genislemesini
takiben yara yatagina hicre goclsu baslar ve biuylime faktorlerinin uyarisiyla
damar duvarlarindaki bosluklardan kandaki inflamatuar hicreler yara yatagina

go¢ etmeye basglarlar. Bu evrede pargali ¢ekirdekli I0kosit olarak bilinen nétrofiller



tarafindan yabanci cisim ve diger enfekte edici maddelerin uzaklastiriimasi da
gerceklestirilir [14, 22].

2.2.2 Proliferasyon Evresi (Hicre Cogalmasi)

Yaralanmadan sonraki iki ile Gglncu gun arasinda baslayarak ortalama olarak 3
haftada sonlanan evredir. Bu evrede etken olan ana hucreler fibroblast ve endotel
hicrelerdir. Fibroplastlar, yaradaki grandlasyon dokusunun olusumu ile
epitelizasyon ve yara kontraksiyonunu gerceklestirirken, endotel hiicreler de yeni
kan damarlari olusumunu gergeklestirmektedir. Fibroblast tarafindan dretilen
kollajen tabakasi boyunca kirmizi renkli ve bol damardan olusan granulasyon
dokusu meydana gelir. Granllasyon dokusundaki fibroblastlar farklilasarak
miyofibroblast yapi olustururlar. Miyofibroblastlarin  kontraksiyonu yara

kenarlarini yara merkezine dogru ¢ekerek, yara alaninin ki¢ctlmesini saglar [22].

2.2.3 Maturasyon Evresi (Olgunlagma)

Yaralanmadan sonraki iki ile G¢lncu hafta arasinda baslaya ortalama bir yil kadar
devam eden evredir. Maturasyon yara onarim sirecinin son ve en uzun evresidir.
Bu evre surecinde fibroblastlarin sayilari azalirken net kollajen miktarinda artis
olmaz. Kollajen lifleri mekanik kuvvetlerin yarattigi stres hatti boyunca dizilime
ugrar ve yarada daha fazla gerilim kuvveti meydana gelir. Bu evre slrecinde fazla
miktarda hlcresel ve damarli yapiya sahip granilasyon dokusu yavas yavas sekil
ve yap! degistirerek daha az hlcre ve damara sahip skar dokusuna donusdar.

Deride sertlik ve 6dem yok olurken olusan pembelik kaybolarak soluk hal alir [11].

Yara iyilesmesi, mekanizmasina gore, primer, sekonder ve tersiyer yara
iyilesmesi olarak da siniflandirilabilir (Sekil 2. 5) [5, 13, 23].

2.2.4. Primer (Birincil) Yara lyilesmesi

Belirgin bakteriyel kontaminasyon ve doku kaybinin olmadigi durumlarda yara
kenarlarinin direkt yaklastirilarak kapanmasi sonucu meydana gelen iyilesmedir.
Birincil yara iyilesmesinin meydana gelebilmesi i¢in yaranin kenarlari dizgun ve
ayni hizada bulunmali, yara temiz ve pansumani iyi yapiimis olmalidir. Birincil
yara iyilesmesi, yaranin 4-6 gunde suratli bir sekilde kapanmasiyla sonuglanir
[24].

2.2.5. Sekonder (ikincil) Yara lyilegsmesi



Yara alaninda granulasyon dokusunun gelismesi ile yara alanini agik birakilarak
meydana gelen iyilesmedir. Rejenerasyon ve reepitelizasyon gelismesi ile
iyilesme saglanir. Sekonder iyilesmede debris, eksuda ve fibrin doku oldukca
fazladir. Bu yuzden inflamatuar evresi uzundur. Primer iyilesmeye gore daha

fazla grantlasyon dokusu ve kontraksiyon meydana gelir [4, 13].

2.2.6. Tersiyer (Ugiinciil) Yara lyilesmesi

Tersiyer yara iyilesmesi gecikmis primer iyilesmesi olarak da bilinir. Bu tip
iyilesmede kontamine olan veya olabilecegi dusunilen yara, enfeksiyonu
engellemek icin acgik birakilir. Bu sure zarfinda normal yara temizligi yapilir.
Yeterli grantlasyon dokusu olusunca deri kapatilir. Bu tip iyilesmede kollajen yapi

bozulmaz ve slreg iyilesme ile tamamlanir [4, 25].
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Sekil 2.5 Primer, sekonder ve tersiyer yara iyilesmesinin asamalari [25]

2.3. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Mikroskobik bulgularin yaninda, iyilesme uUzerinde etkili biyolojik molekullerin
tespit edilmesiyle yara iyilesme mekanizmasi daha iyi anlasiimis ve buna bagh
olarak yara iyilesmesini etkileyen birgok sistemik ve lokal faktor belirlenmistir [26].
Sistemik faktorlere uygun olmayan cerrahi teknikler, oksijen seviyesi, vaskuler
bozukluklar, doku iskemi, lokalize enfeksiyon, mekanik stres, o0lu bosgluklar,
suturler, sicaklik, hematom, 6dem, yaranin lokalizasyonu, kanser ve sigara

kullanimi 6rnek olarak verilebilir. Lokal faktorlere de beslenme, dolagsim



bozukluklari, kalitsal hastaliklar, yas, cinsiyet, menapoz, irk, buyime faktorleri,

kronik hastaliklar ve ilaglar 6rnek olarak verilebilir [27].

2.4. Geleneksel ve Modern Yara Ortiileri

lyi bir yara iyilesmesinin saglanmasi ve yaranin enfeksiyon kapmasini 6nlenmesi
icin ¢ok eski ¢aglardan itibaren uygun malzemeler kullaniimaya caligiimig ve
buna yénelik yeni malzemeler gelistirilmistir. ilk caglarda yara kapatma amaciyla
bal hamurlari, bitkisel lifler ve hayvan yaglari dogal malzemeler olarak
kullanilmigtir [28]. Daha sonraki yillarda bu Urunlerin yerini dogal ve sentetik
bandajlar, hidrofil pamuk, sargi bezi ve gazli bez gibi geleneksel yara ortuleri
almistir. Geleneksel yara ortulerinin kullanim amaci ¢ogunlukla yara yuzeyini
kapatmak, yarayi kuru ve sicak tutarak dis etkilerden korumak ve yara sivisinin
emilmesini saglamaktir [3]. Geleneksel yara oOrtuleri, degisimleri sirasinda yeni
dokuya zarar verip hastada travmaya neden olduklarindan bu durum
kullanimlarinda dezavantaj teskil etmektedir [29].

Modern yara bakimi; vyaranin dogru degerlendiriimesi, gereksiniminin
belirlenmesi ve nemli tutulmasini saglamak amaciyla ortaya ¢ikmig bir anlayistir
[4].

1962 yilinda Winter'in “yara iyilesmesinde nemin iyilestirici etkisi” Uzerine
gerceklestirdigi ¢alisma, modern yara oOrtulerinin kullaniminda yeni bir donem
baglatmistir [30]. Bu ¢alismada; geleneksel anlayisin aksine, yara iyilesmesinin
nemli bir ortamda daha hizli gergeklestigi belirtimektedir. Nemli yara ortami ile
enfeksiyon sikligininin ve agrinin azaltilmasi yaninda yara dehidrasyonunun
Oonlemesi, nekrotik dokularin debridmani, proliferasyon ve blytime faktorlerinin
salinimi, hicre gelisiminin uyarilmasi, anjiyogenezisin hizlandirilmasi ve klinik

enfeksiyonun dnlenmesi saglanabilmektedir [30, 31].

Modern yara ortuleri; Uretildikleri materyale, fiziksel sekillerine ve etken madde

iceriklerine gore 3 ayri sekilde siniflandirilabilir.

2.4.1. Oretildikleri Materyale Gére Modern Yara Ortiileri
Uretildikleri materyale gdre modern yara 6rtiileri hidrokolloidler, aljinat értiiler ve

hidrojeller olarak siniflandirilabilir [32, 33].
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2.4.1.1. Hidrokolloid Yara Ortiileri

Hidrokolloid yara ortlleri, elastik adezif matris igerisinde ¢6zilmis sodyum
karboksimetil sellloz, pektin, jelatin ve sodyum aljinat hidrofilik polimer
taneciklerinden meydana gelen ince tabakalar halinde olusturulan filmlerdir (Sekil
2.6) [34].

Hidrokolloidlerin yapilarinda homojen olarak dagilmis halde bulunan hidroaktif
parcaciklar yara eksudasi ile temas ettiginde, hidrokolloid matriks yara sivisini
ceker ve zamanla siserek jel halini alir. Boylece dig ortamdan su, oksijen ve
bakterilerin yara yuzeyine gecisine izin verilmezler. Hidrokolloidler, ideal su
buhari ve gaz gegcirgenliklerinin yaninda bakteriler icin de bariyer
olusturmaktadirlar. Nekrotik dokularin rehidrasyonunu hizlandirip hucre
yenilenmesine yardimci olurlar. Kuru nekrotik yaralar ve hafif-orta eksudal

yaralarda kullanimlari uygundur.

Hidrokolloidlerin geleneksel yara értlleriyle karsilastirildiginda daha fazla ekstida
absorplayabildigi ve yara ortusu degisiminin daha kisa suUre gergeklestirilerek
degisim sirasinda daha az aciya sebebiyet verdigi gorulmuastur. Yaranin iyilesme
sureci transparan olanlarda daha kolay izlenebilmektedir [35]. Ayrica bu ortulerin,
damar olusumunu uyardigi ve yara iyilesme hizini da arttirdi§i goézlenmistir
Hidrokolloid yara ortuleri ikincil bir yara oOrtisu ile birlikte kullanim igin

tasarlanmamistir. Enfeksiyonlu yaralar icin tavsiye edilmezler [33].

Ng ve arkadaslari [36], ibuprofen kullanarak cift katman olarak hazirladiklar
aljinat bazh hidrokolloid yara ortulerinde film kalinliginin, su buhari gegirgenlik
hizinin, morfolojinin ve mekanik ézelliklerin, in-vitro ilag salinimi ile in-vivo yara
iyilesmesi Uzerindeki etkilerini arastirmiglardir. Ayni ¢alismada ¢ift katmanl
filmlerin tek katmanli filmlere gore daha ustin mekanik ozellikler tasidigi ve iyi bir

epidermis tabakasi olusturdugu gozlemlenmigtir.

Kim ve arkadaslarinin [37] altin nano partikullerle kapli hidrokolloid membranlarin
yara iyilestirme potansiyelini fareler Uzerinde yaptiklari in-vivo testlerle
inceledikleri calismada, 15 gun iginde yara iyilesmesinin ve anjiyogenezinin
hizlandidi ve altin nano partikll igeren hidrokolloidlerin fareler Gzerinde toksik etki

yaratmadigi gorulmastar.
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Sekil 2.6 Hidrokolloid yara ortusu goruntusu [38]

2.4.1.2. Aljinat Yara Ortiileri

Agirliklarinin 20-30 kati kadar eksuda absorplayabilen hidrofilik karakterdeki
aljinat ortuler, bu o6zelliklerinden dolayl yarayr nemli tutarak hizli iyilesme
saglayan yara ortu materyalleridir (Sekil 2.7) [33]. Aljinat, kahverengi deniz
yosunundan NaOH taru alkali ¢ozeltiler ile ekstrakte edilerek Uretilir. Tipik bir
aljinat yara ortusu aljinat ¢ozeltisinin kalsiyum iyonlari ile gapraz baglanmasi ile

meydana gelen jelin kurutulmasi ile elde edilir [39].

Alginat lifleri, yara salgisi ile temas halinde iken lifteki kalsiyum iyonlari vicut
sivisindaki sodyum iyonlariyla yer degistirir. Bunun sonucunda, lifin bir bolimu
suda ¢ozunebilme 6zelligine sahip sodyum aljinata donusur. Bu iyon degigimi ile
lifin sismesi ve baslangigtaki kuru materyalin yara yluzeyinden uzaklastirilabilen
bir jel haline gelmesi saglanir. Aljinatlardan salinan kalsiyumun iyilesme

surecinde aktif bir rol oynadigdi bilinmektedir [39, 40].

Aljinat yara ortuleri, yara uzerinde granulasyon doku olugsumu ve epitelizasyonu
arttirarak iyilesmeyi hizlandirirlar [39]. Ozellikle agir ve orta yaralarda kullanilan
aljinat ortulerinin kuru ve enfekte yaralar i¢in kullanimi 6nerilmemektedir [41].
Wiegand ve arkadaslari [38] yaptiklari ¢alismada iyonik gumus ve nanokristal
gumus kullanarak hazirladiklari aljinat 6rtulerinin biyouyumluluk ve antimikrobiyal
aktivite dzelliklerini inceleyerek, bu oOrtulerin timdr nekrdz faktor, interlekiin ve
serbest radikal gibi kronik yara parametreleri Gzerindeki etkilerini arastirmiglardir.
Calismada aljinatin serbest radikallerin olusumunu engelledigi, eklenen gimus

iyonlarinin etkisiyle de aljinat fiberlerin antimikrobiyal etkisinin ve antioksidant
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kapasitesinin arttigi tespit edilmigtir. Ayni galismada gumus ekli aljinat yara
Ortuleri ile yapilan invitro yapilan testlerde insan keratinosit htcrelerinin olumsuz

etkilendigi gdézlemlenmistir.

Co6zucu dokme metodu kullanarak hazirlanan galismada Centella Asiatica bitki
ekstrakti iceren aljinat bazli yara ortu filmlerinden ilag salinimi incelenmis ve
sitotoksitite testleri ile Centella Asiatica bitki ekstrakti yukli aljinat filmlerin insan

dermal fibroblastlari Gzerinde toksik bir etki yaratmadigi tespit edilmigtir [42].

Sekil 2.7 Aljinat yara ortisu goruntusu [43]

2.4.1.3. Hidrojel Yara Ortiileri

Hidrojeller, yapilarinda ylksek oranda su iceren hidrofilik polimerlerin ¢ boyutlu
ag yapih bilesikleridir (Sekil 2.8). Hidrojeller, hidrofilik polimerlerle c¢apraz
baglanmis jelatin, polisakkarit, polivinilalkol polimetakrilat veya polietilenoksit gibi
polimerlerden hazirlanabilir. Yiksek absorpsiyon kapasitesine sahiptirler ve yara
ylzeyine yapismazlar. Ayrica agri dindirici 6zellige sahip olup nemli tutma 6zelligi
ile de yara Uzerinde serinletici bir etki yaratirlar. Hidrojellerin, protein ve hicre gibi
biyolojik bilesenleri absorbe egilimi zayif oldugundan bakterilere karsi yetersiz
bariyer 06zelligine sahiptirler ve bu nedenle koruma amach ikinci bir o6rtl

gerektirirler [33].

Hidrojeller genellikle az eksudali veya eksuda icermeyen nekrotik yaralarda
kullanilirlar. Yari gecirgen membranlarla kiyaslanabilir 6lgude su buhari
gecirgenligine sahip olan hidrojel o6rtulerle, yara ylzeyine lokal olarak ilag
uygulanabilmekte ayrica jelin ¢apraz baglanma derecesi kontrol edilerek ilacin
yara bolgesine diflizyonu saglanabilmektedir [44].
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Balakrishnan ve arkadaslari [45] yaptiklari bir galismada jelatin, aljinat ve boraks
kullanarak toksik olmayan, biyobozunur o0Ozellige sahip kompozit filmler
hazirlamiglardir. Hazirlanan hidrojel film, agirhdinin %901 oraninda siviyi
absorbe ederek yara sivisinin birikmesini engellemigstir. Fareler tUzerinde yapilan
deneylerde de bu hidrojel filmlerin hi¢bir yan etki yaratmadan yaralari, yeni epitel
doku olusumu ile, tamamen iyilestirdigi belirtilmistir. Yapilarinda bulunan jelatin
ve boraksin da antiseptik 6zelligi sayesinde, hazirlanan bu filmlerin potansiyel

yara ortusu materyali olarak kullanilabilecegi gosteriimektedir

Kokabi ve arkadaslari [46] polimer matriks igerisine organokil ekleyerek, polimer
ve jel iceren nanokompozit malzemelerin Ozelliklerini gelistirmeye yonelik
calismalar yapmislardir. Polivinil alkol ve sodyum montmorillonit organokili
kullanarak hazirladiklari nanokompozit hidrojel yara Ortist calismasinda
organokil miktarinin, hazirlanan hidrojel yara ortulerinin yapisal, fiziksel ve

mekanik 6zellikleri Gzerindeki etkileri incelenmistir.

Sekil 2.8. Hidrojel yara ortisu gorunttsu [47]
2.4.2. Fiziksel Sekillerine Gére Modern Yara Ortiileri
Fiziksel sekillerine gére modern yara Ortulerini kopukler ve seffaf filmler olmak

Uzere iki gruba ayrilir [5].

2.4.2.1. Kopiik Yara Ortiileri

Kopuk ortuler esnek ve yuksek absorpsiyon kapasitesine sahip yumusak ve
g6zenekli materyallerdir (Sekil 2.9). Kopukler, polilretan ve silikon bazli
olabilirler. Bu ortuler, yarayla temas eden birincil veya ikincil 6rtu olarak da
kullanilabilmektedir. Politretan ve hidrofobik veya hidrofilik monomerlerden elde

edilebilmektedirler. Islak yara yuzeyine yerlestirildigi zaman kilcal etki sayesinde
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yara sivisi kopuk icerisine absorbe olup ortunin diger tarafina da

gecebilmektedir. [5].

Kopuk ortuler, yara sivisinin sizmasini Onlemek ve bakterilerin penetrasyonunu
engellemek igin hidrofobik destekten olusmus hidrofilik yapilar seklindedir [11].
Maksimum emme gucune sahiptirler. Ayrica buhar gecirgenligini de dengelerler
ve disardan sivi gegisine izin vermezler. Bu ortller, gaz gegisine izin verirler ve
yapigsmazlar. Kopuk Ortuler yaraya kolayca uygulanabilen, yarayl nemli tutarak
termal izolasyon saglayan ortllerdir. Yara oyudu igine konulduklarinda tam uyum
saglarlar ve zamanla siserek genislerler. Oyuk icinde sisen kopuk, yara
duvarlarina hafif bir basing yaparak yara c¢evresindeki 6demi azaltir ve
grandlasyon dokusunun olusumunu hizlandirir. Ancak kopuk ortilerin bakteriyel
kontaminasyonu engellemeleri sinirlidir. Nekrotik yaralarda ve orta derecede
eksudali yaralarda kullanimi onerilir. Képuklerin, kuru ve kabuklu yaralar igin

kullanimlari uygun degildir [34].

Sekil 2.9. Koplk yara ortisi goéruntisu [48]

2.4.2.2 Seffaf Film Ortiiler

Yari-gecirgen filmler olarak da adlandirilan seffaf film ortllerin bir yazi akrilik
adezif, diger ylzu ise poliiretan membranlardir (Sekil 2.10). Yari-gecirgen filmler
cok esnek olup hasta konforunu bozmazlar. Bakterilere karsi iyi bir bariyer gorevi
gorurler. Su gegirmezler ancak yara iyilesmesinde ¢ok 6nemli olan oksijen,
karbondioksit ve su buharini gegirirler. Seffaf olmalan alttaki yaranin iyilesme
surecinin kolayca izlenmesini saglar [49]. Emici Ozelligi olmadigindan eksuda
birikimine ve maserasyona neden olabilmeleri ve siklikla degistirme gerekliligi

onemli dezavantajlarindandir. Bir diger dezavantaji ise yapismasi igin etrafinda
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saglikli bir deri olmasi gerekliligidir. Bu nedenle yari-gegirgen filmler daha gok
kuru vyaralarda kullanilmaktadir. Bodylece daha nemli bir yara ortami
olusabilmekte yaranin kurumasi Onlenebilmekte ve bdylece nekrotik doku

otolizine yardimci olunabilmektedir [16].

Sekil 2.10. Seffaf film yara 6rtlist gorintisu [50]

2.4.3. Etken Madde igerigine Gore Modern Yara Ortiileri
Etken madde igerigine gére modern yara Ortlleri; antibakteriyel ajan, biylime

faktord, vitamin ve mineral igeren yara ortlleri olarak siniflandirilabilir.

2.4.3.1. Antibakteriyel Ajan igeren Yara Ortiiler

Bu tip yara ortileri; 6zellikle diyabetik ayak Ulserlerinde, cerrahi ve kaza sonucu
olusan yaralarda enfeksiyonu o6nlemek veya gidermek igin kullanilir. Yara
iyilesmesinde yeterli sistemik etkiyi saglamak icin gerekli antibiyotik dozunun
fazla olmasi, aminoglikozitlerin kulak ve bdbrekte birikimi gibi hicre ve organ
toksisitesine neden olabilmekte, dozun dusuk olmasi ise etkinin azalmasina
neden olabilmektedir. Antibakteriyal ajan iceren yara ortulerin kullanimi ile yara
bdlgesine lokal olarak antibiyotik uygulamasi yapildijindan bakteri direnci
gelisimi azaltilarak daha etkin yara iyilesmesi saglanabilmektedir. Ozellikle zayif
kan sirkulasyonuna sahip yaralarin tedavisinde, sistemik antibiyotik tedavisinin
etkisiz kalmasi nedeniyle yaraya lokal antibiyotik uygulamasi tercih sebebidir
[51].

Literatlirde yara ortisu ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan antimikrobiyal ajanlar
gumas iyonlari ve nanopartikulleri [52], bal [53], siprofloksasin HCI [54] ,povidon
iyodin [55], gentamisin [56], poliheksametilen biguanid [57], metal iyonlar [58] ve
ucgucu yaglardir [59].
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Gumus antibakteriyel ajan olarak basta yaniklar olmak Uzere yara tedavisinde
eskiden beri kullaniimaktadir. GUmus; metisilin ve vankomisine direngli bakteriler,
mantar, maya ve kuflere karsi etkili bir ajandir. Gimusuin etkisi gimus iyonlarinin
bakterideki enzimlerle etkileserek hicre icerine dagiimasi ile baslar. Gumus
iyonlari bakterinin DNA’sinI bozarak ¢ogalmasini engellerken, hlcre duvarina
yapisip hucre zarinin 6zelligini bozarak da bakterin 6lumine neden olmaktadir.
[60]. Seo ve arkadaslar [61] aljinat ¢ozeltisi icerisinde gumuis nanokristalleri
sentezleyip kompozit kopuk formunda yara ortlsu gelistirmislerdir. Hazirlanan
yara Ortulerin fiziksel karakterizasyonlari yapilarak antibakteriyel aktivite,
sitotoksitite ve sitokin proinflamasi degeri tespit edilmigtir. Literatirde yer alan
diger bir calismada ise aljinat ve nisasta kullanilarak hazirlanan kompozit filme
gumus nano kristaller eklenerek yuksek antimikrobiyal 6zellige sahip bir yara
ortusu hazirlanmistir. Hazirlanan yara ortusunun etkinligi fareler Gzerinde yapilan
in-vivo testler ile belirlenmistir [62]. Karboksimetilselilozun alkali ortamda
jellesmesi ve ortama gumuis nanopartikillerin eklenmesi ile yapilan calismada
hidrojel filmin gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkileri
arastirlmistir [44]. Balin antimikrobiyal ajan olarak kullanildigi bir baska yara
ortust calismasinda jelatin ve kitosan kullanilarak hidrojel yara ortuleri
hazirlanmistir. Bu galismada hazirlanan yara orta filmlerin S. aureus ve E. coli
bakterilerine kargi ylksek antimikrobiyal etki gosterirdigi ve bdylece yara iyilesme
surecini hizlandirdid1 sonucuna variimistir [53]. Polivinilprolidon ve karboksimetil
sellloz hidrojellerin kombine kullanildigi ¢alismada antimikrobiyal ajan olarak
borik asit kullaniimistir [63]. Shalumon ve arkadaslari [58] ise elektroegirme
yontemi ile sodyum aljinat, polivinilalkol ve etken madde olarak ginko oksit metal
iyonlarinin kullanildigr kompozit fiber matlar hazirlamislardir. Bu galismada %0.5
ve %1 konsantrasyonlarinda ginko oksit iceren matlarin dusuk toksitite ve yuksek

antimikrobiyal dzelliklere sahip oldugu tespit edilmigtir.

Etken madde olarak kullanilan ugucu yaglar (lavanta, biberiye, karanfil, kekik,
nane vb.) ise Gram (-) ve Gram (+) bakteriler dahil birgok mikroorganizmalar igin
antibakteriyel etki goOsterebilen O6nemli ajanlardandir [64]. Ucgucu yagd
bilesenlerinden fenol ve timol, bakteri membranini pargalayabilmekte,
terpenoidler ve fenilpropanoidler ise lipofilik 6zellikleri ile hicrenin i¢ kisimlarina
ulasabilmektedirler [65]. Ugucu yaglarin sahip olduklari antibakteriyal, antiviral ve
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antifungal 6zelliklerinden yararlanarak hazirlanan bir¢ok yara 6rtisu materyalleri
de literatirde yer almaktadir [59, 66-69]. Polivinil alkol polimeri i¢cine yabani iran
kekigi yaginin eklenmesi ile hazirlanan yara 6rti filmlerinin gugli antioksidant ve
antiviral 6zellik gosterdigi belirlenmistir [69]. Kanat ve arkadagslari [70], kitosan
ve polivinil alkol polimer nane ve nar kabugu ekstrati ekleyerek olusturduklari
filmlerde fiziksel, mekanik, antimikrobiyal ve antioksidant Ozelliklerdeki
degisimleri incelenmiglerdir. Bu ¢alismada hazirlanan filmlerin 6zellikle S. aureus
and B. cereus bakterilerine kargi ylksek antimikrobiyal Ozellik gosterdigi
gorulmastur. Elektroegirme yontemiyle mango meyvesi ekstralar kullanilarak
hazirlanan kitosan bazli nanofiber matlar Uzerinde yapilan bagka bir ¢calismada
ise yapilan in- vivo testler sonucunda matlarin S. aureus ve E. coli bakterilerinin

yara Uzerinde buydmesini 6nledigi agiklanmistir [71].

2.4.3.2. Biiyiime Faktorii iceren Yara Ortiiler

Blyume faktorleri; hicrelerin bolinmesinde, gelismesinde, farklilasmasinda ve
enzim Uretiminde gorev alan énemli proteinlerdir [72]. Bliylume faktorleri yara
iyilestirici  Ozelliklerini anjiyogenezi ve hulcresel Uremeyi uyarmak yoluyla
gOsterirler. Bu nedenle buyume faktorleri yara iyilesmesini tim asamalarinda
onemli bir yere sahiptirler. Blyime faktorleri hicresel fonksiyonlari, endokrin,

parakrin, otokrin veya intrakrin mekanizmalariyla saglamaktadirlar [4].

Yara iyilesmesinde etkili olarak tanimlanmis buyume faktorleri, epidermal
bayume faktora (EGF), trombositlerce salinan buyume faktora (PDGF), asidik ve
bazik fibroblast biyume faktori (FGFs), transforming blylime faktord, alfa ve
beta (TGF ), interldkin | (IL-1), timor nekroz faktor alfa (TNF ) olarak sayilabilir
[73-75].

Yara iyilesmesinde koloni simule edici (CSF) buyume faktérinunun yara
iyilesmesindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismada [10], CSF’ nin yara onariminda
onemli goreve sahip oldugu ve bu faktérin eksikliginin iyilesmede gecikmeye ve
olusan dokunun kalitesinde azalmaya sebep oldugunu belirtilmistir. Lee ve
arkadaslar [76] yaptiklar bir calismada antibakteriyel etkili gimus sulfadiazinin
tek basina kullanildidinda yara iyilesmesine katki saglamadigl ancak epidermal
bdylime faktoérl ile birlikte uygulandiginda yara iyilesmesinin olumlu ydénde
etkilendigini belirtmiglerdir. Kollajen ve hiyaltronik asit ile hazirlanan kompozit

yara ortlsu ¢alismasinda ise tobramisin antibiyotigi ile fibroblast buylime faktoru
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iceren malzemenin tek bagina antibiyotik igerenlere gore yara iyilesmesinde daha

etkili oldugu gosterilmistir [77].

2.5. 0zon

Ozon, (O3) Ug oksijen atomundan olusan bir gazdir. Ozon, stratosfer tabakasinda
gunesin ultraviyole 1ginlari ile oksijenin etkilesimi sonucu olusmaktadir. Bir
oksijen molekilii (O2) tgiincl bir oksijen atomuyla birlestiginde ozon olusur. ismi

Yunanca koklamak anlamina gelen "Ozien" kelimesinden gelmektedir [78].

2.5.1. Ozonun Tarihgesi

Ozonun varligi ilk defa 1785 tarihinde Van Marum tarafindan belirtiimigtir. Alman
bilim adami Christian F. Schonbein, 1840'da bunun yeni bir madde oldugunu
kesfederek ozon adini verilmistir. Ozon ticari anlamda ilk defa icme sularinin
dezenfeksiyonunda kullaniimistir. Tibbi amacla ise ilk defa 1856 yilinda
ameliyathane dezenfeksiyonunda kullaniimaya baslanmis ve daha sonra da
Monaco sehrinin su aritma tesisinde kullaniimistir. Soret, 1865 yilinda, ozonun
kimyasal formulind bulmustur. Mariniak ve Delari ozonun, oksijenin allotropik
formu oldugunu, Mulliken ve Dewar ise ozonun molekuler yapisini ortaya
koymustur. ik ozon jeneratorii patenti ise Nicola Tesla tarafindan 1900 yilinda

alinmistir [79].

Clarke, 1902 yilinda ozonu anemi, kanser, diyabet, influenza ve morfin
zehirlenmesinde kullanmigtir. Birinci Dunya Savasi sirasinda Wolf A. yaralari
ozon ile tedavi etmistir. Warburg O. 1926 yilinda kanserin hicre dizeyinde
oksijen azalmasindan meydana geldigini bildirip, bu tespiti ile 1931 ve 1944

yillarinda Nobel 6dult kazanmigtir [80].

Gunumuzde ozon, gerek temas suresinin kisa olmasi ve gerekse de zehirli kalint
birakmamasi gibi nedenlerle gida endustrisinde; ylzey hijyeni, ekipman
dezenfeksiyonu ve atik sularin aritiimasinda basari ile kullanilirken, akvaryum,
ylzme havuzu, sogutma sulari, hastane su sistemlerinin dezenfeksiyonu ile tip

ve dig hekimligi gibi farkli alanlarda da yaygin olarak tercih edilmektedir [81] .

2.5.3. Ozonun Fiziksel Ozellikleri
Oksijenin bir allotrop formu olan ozon, genellikle oksijen veya hava ile karigik

halde ya da seyreltik olarak bulunabilir. Normal sicaklikta mavi renkli bir gazdir.
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Ancak dusuk konsantrasyonlarda rengi fark edilemez. Sivi ozon 1giIk gegirgen
olmayip mavimsi-siyah bir renge sahiptir, kristalleri ise mor mavi renklidir. Fosfor
ve kukurt dioksiti hatirlatan kendine has ve keskin bir kokusu vardir. Saf ozonun

Ozellikleri Cizelge 2.1 de gdsterilmistir [82].

Cizelge 2.1 Saf ozonun ozellikleri [82]

Molekuler Agirlik, g 48

Kaynama Noktasi, °C -111.9

Kritik Sicakhlik, °C -12.1
Erime Noktasi, °C -192
Kritik Basing, atm 54.6

2.5.4. Ozonun Kimyasal Ozellikleri

Normal basing ve sicalikta gaz halinde olan ve oksijenin bir allotropu olan ozon,
kararli olmayan bir tabiata sahiptir. Sivi veya gaz ortaminda bulunan ozon
oksijene donusme egilimindedir ve sicakligin artigsi bozunma ivmesini arttirir.
Sicaklik 270 °C civarina gikarildiginda bu déonisim aninda olur. Nem, gimus,
platin, mangan dioksit, sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, brom, klor, azot
pentaoksit vb. maddeler ozonun parcalanmasinda katalizor etkisi yaparlar. Ozon
ayrica fotokimyasal reaksiyonlarla da bozunur. Ozonun yogunlugu oksijenin 1,5

kati olup, suda ¢ozunurligu sartlara bagh olarak 10 kat daha fazladir [78].

Ozonun kimyasal reaksiyonlari molekuler yapisiyla yakindan ilgilidir. Ozonun
oksijen atomlarindan birisi kolayca ayrilabilir ancak ayrilan oksijen atomu kararli
halde degildir. Bu durum ozonu pratik olarak guglu bir oksitleyici yapar. Ozon bu
guclu oksitleme o6zelligini sivi ¢ozeltilerde de muhafaza eder. Ozonun sularda

oksitleme guicl, pH ve reaksiyon suresine baghdir [80].
Ozon olugumunu gdsteren tepkime asagidaki gibidir:

302 + 68.4 kcal — 203 (2.2)
Ozon, sahip oldugu reaktif o6zelligi dolayisiyla canhlarda toksik etki
gosterebilmektedir. Ozonun etkiledigi baslica organlar goézler ve akcigerdir.

Ozonun duslik konsantrasyonda solunmasi bogazda irritasyon ve Oksurige
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neden olurken, yuksek konsantrasyonlardaki solunumu akciger 6demine yol
acabilmektedir [83, 84].

2.5.5 Ozonun Medikal Kullanimi

Ozonun ilk medikal kullanimini Wolff A. savag askerlerin yaralarini iyilestirmek
amaciyla gergeklestirmistir [7]. Ozonun tedavi edici bir ajan olarak gindeme
alindigi ilk énemli organizasyon ise 1935 yilinda Berlin’de toplanan 59. Alman

Cerrahi Birligi toplantisidir [85].

Ozonun sahip oldugu reaktif Ozellik nedeniyle kullanimi esnasinda
konsantrasyonuna ve kullanildidi doza dikkat edilmesi ¢ok 6nemlidir. Ozonun
kullanimi oksijenle birlikte olmalidir ve bu oranda oksijen %95’den az, ozon ise
%5’ten fazla olmamalidir. Vicutta toksik bir gaz olan azot dioksitin olugsmamasi
icin ise karisima havanin girmesi engellenmelidir. Ayrica vicutta emboliye sebep

olmamak i¢in ozon gaz olarak damar sistemi igerisine verilimemelidir [86].

Ozon tedavisi organizmanin antioksidan ve anti-inflamatuar savunma sistemlerini
destekleyen bir tedavidir. Basta diyabetik Ulser olmak Uzere tim zor iyilesen
ulserlerin tedavisinde, geriatrik sikayetlerde, kalp yetmezligi olan hastalarda non-
spesifik immunmodulasyon ve antioksidan sistemini desteklemek, kronik
inflamasyon ile seyreden solunum sistemi hastaliklarinda, kanser tedavisinde
kemoterapi ve radyoterapinin etkinligini artirmak, savunma sistemini
desteklemek, vaskuler bozukluklar ile damar endotel hasarina bagli durumlar da

ozon tedavisi uygulanmaktadir [7].

2.5.6. Ozonun Tibbi Kullanim Yoéntemleri

Wolf tarafindan 1974 yilinda major otohemoterapi (HT) ozon tedavisinin ilk
uygulamasi yapilmistir [7]. Ana tedavi yontemi olan bu sistemde, 50-270 ml kani
vucut disina alinmis ve ozona dayanikli bir sisede 5-10 dakika oksijen/ozon
karisimiyla temas ettikten sonra sonra intravenoz yolla tekrar geri verilmistir. Bu
yontemde ozonun sahip oldugu fiziksel ve kimyasal 6zelliklerden 6tlrG vicutta

higbir terapotik etki gostermedigi goraimustir [87].

Mindr otohemoterapi: Hastadan alinan 5-10 ml kan enjektor igerisinde 10-15 ml
ozon/oksijen karisimi ile muamele edilerek ve kas igine uygulanmistir. Bu
uygulama ile bir gesit asi etkisi yaratilarak bagisiklik sisteminin uyariimasini

saglanmaktadir [87].
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Ozonlu su: Ozon/oksijen karigimi ve distile kullanilarak hazirlanmaktadir.
Maksimum ozon konsantrasyonu 18-20 pg ozon/ml sudur. Ozonun oda
sicakliginda su icinde yarilanma omru 10 saat iken buzdolabi i¢erisinde yaklagik
5 glnt bulmaktadir. Ozonlu suyun dezenfektan olarak kullaniminin yaninda agri

azaltma ve yara iyilestirme gibi 6zellikleri de bulunmaktadir [88].

Torbalama yontemi: Ozellikle uzuvlardaki enfeksiyon, yara ve lokal deri
lezyonlarinda uygulanan etkin bir yontemdir. Seker hastalarinda goérilen
diyabetik ayak ulserleri buna érnektir. Yontemde ilk olarak cilt su veya serum ile
islatilir. Tedavi uygulanacak olan alan 6zel olarak Uretilmis bir torba ile gevrelenir.
Torba agzinda ozon/oksijen karigiminin torba igine verilmesini saglayan giris ile

cikisini saglayan baglantilar bulunmaktadir [89].

Rektal ve vajinal uygulama alani: Bagirsak ve vajinada gorulen patolojik mikro
organizmalarin uzaklastirilmasi amaciyla ozon karigimi polivinil tip ve spekulum
yardimi ile istenilen bolgeye verilmektedir. Tedavi bitiminde ozon gazi kontrollu
olarak ortamdan uzaklastiriilmalidir. Bu nedenle doktor ve hastanin, gazin toksik
etkilerinden kaginmasi igin vakumlu oda sistemine sahip uygun bir yerde

calisiimasi gerekir [89].

Topikal uygulamalar: Ozon/oksijen karigsiminin veya ozonlu sivilarin (su, yag)
deri lezyonlarinin iyilestirimesinde cilt Gzerine dogrudan verilmesiyle uygulanan
bir yontemdir [87].

2.5.7. Ozonun Etki Mekanizmasi
Ozonun etki mekanizmasi kimyasal ve klinik olarak iki sekilde incelenebilir [90].

2.5.7.1. Organik Ortamlarda Ozon Kimyasi
Ozon gazi su, plazma, lenf veya serum gibi sivi ortamlarda bulunan

biyomolekulleri oksitleyerek; ortama reaktif oksijen verir [91].

Os + biyomolekul—0Oz2 + O. (2.2)
Ozon ilk olarak goklu doymamis yag asitleri ile daha sonra da antioksidanlar, -SH
bilesikleri igeren tiyol bilesikleri, redukte glutatiyon ve albimin ile reaksiyona
girmektedir. Ozon karbonhidratlarla, enzimlerle, DNA ve RNA ile de miktarina
bagli olarak reaksiyona girebilir [7]. Tum bu bilesikler ozon karsisinda elektron
donoru gibi davranarak oksitlenirler. Sonugta superoksit, hidrojen peroksit (H202)

ve hipoklorik asit gibi reaktif oksijen turevleri (ROT) olusur. Bu reaksiyonlardan
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en onemlisi doymamig yag asitlerinin oksidasyonu olup ana reaksiyonu asagidaki
gibidir [92].

R-CH=CH-R’ + O3+ H20 — R-CH=0 + R’-CH= + H202 (2.3)
Estlik (2.3) de her hidrojen peroksit ile birlikte iki de lipid oksidasyon urunu
olugsmaktadir. Olusan basglica lipid oksidasyon Urunleri; lipoperoksil radikalleri,
hidroperoksitler, malondialdehit, izoprostan, alkenaller ve 4-hidroksi—2,3—trans
nonanaldir [7, 93].

2.5.7.2. Klinik Ortamda Ozon Etki Mekanizmasi

Bocci'nin “Terapdtik Sok” olarak adlandirdi§i temel mekanizmada, kanla
karsilasan ozon pargalanarak tek degerlikli oksijen radikali ve oksijen formuna
donusdr [94]. Oksijen kan hucresine ulagirken tek degerlikli aktif oksijen atomu
ise kan plazmasinda zincirleme bir dizi etkinin baglamasina sebep olur. ilk etki,
kan plazmasinda olugan hidrojen peroksit (H202) ve okside lipit UrGnlerinin
vicudun dogal antioksidan enzimlerini aktive etmesidir. Bu enzimler de baska
reaksiyonlari tetikleyerek doku yenilenmesinde etkili olan proteinlerin
aretimlerinin artigsina ve bagisiklik sistemi mediatorlerinin uyariimasina neden
olurlar. Bdylece vucudun antioksidan uretim sistemi galistirilirken, ayni zamanda
kan hicrelerinin oksijen alma kapasitesi de arttrilmis olur ki buda kanin daha iyi
oksijen tagsimasina ve tum organ ve dokularin kanlanmasina olanak saglar. Bu
etkiyle hucrelerin beslenmesi, yenilenmesi ve toksinlerinden kurtulma sureci
hizlanir. Ozon terapinin antioksidan etkisinin yaninda, immunomodulatér ve

hicresel metabolizmay! aktive edici ve etkileri de vardir [91, 95].

Hidrojen peroksit, ozonun tedavi edici 6zelliklerinden en azindan bir kismindan
sorumlu ikincil haberci gibi davranmaktadir [96]. Ik dzelligi eritrositlerde 2,3-
difosfogliserat duzeyini artirma yoluyla hemoglobin-oksijen ayrisma egrisinin
saga kaymasina ve boylece oksijenin dokulara daha kolay birakilmasina neden
olmasidir. Plazmada konsantrasyonu artan hidrojen peroksit kolayca hlcrelerin
icine difflize olarak, l6kosit ve endotelyal hicrelerde gesitli interferon, interlokin

ve transforme edici buyume faktora yapimini artiran uyarilari tetiklemektedir [93].

2.5.7.3. Ozonlanmig Yaglar
Yaglar yapilarinda bulunan ¢ift bagli doymamis yag asitleri sayesinde yaglarin

kolaylikla ozonlanabilmektedir.
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Ozon gazinin oleik asit benzeri doymamis yag asitleri ile reaksiyona girmesi
sonucu ozonoidler olugsur [97]. Criegee reaksiyonu olarak tanimlanan bu
tepkimede ozonid, trioksolan benzeri karbonil fragmentler aldehit ve peroksitlere
donusur. Criegee reaksiyonun mekanizmasi 3 adimdan olusmaktadir. Birinci
adimda olusan ¢ok kararsiz olan 5 halkali yapi ikinci adimda bu yapi1 zwitterion
meydana getirmek icin kirilir. Uglincli adimda olusan bu madde ortamin
sartlarina ve olefenik bilesigin yapisina bagl olarak degisik reaksiyonlar verir. Bir
notr ¢ozeltide bu madde bir aldehit, keton veya peroksit bilesigi vermek Uzere
bozunur [98].

Ozon molekulunun Criegee reaksiyonu sonucunda doymamis yag asidinin gift
baglar arasinda ozonid olarak stabilize edilmesi, ozonlanmis zeytinyaginin oda
sicakhginda 4 ay, 4 °C’ de ise 2 yIl stabil kalabilmesine olanak verir. Bu 6zellligi
ozonlanmis yaglarin topikal uygulanmasini da kolaylastirmaktadir. Ayrica
ozonun, deriye ozonlanmis yaglar seklinde uygulanmasi deriye daha iyi penetre
olabilmesini saglayarak aktif oksijenin tasinimini kolaylastirmaktadir. Ozonlanmis
yaglarin diger bir faydali etkisi de bakteriyel enfeksiyonu azaltmasi ve inflamatuar

reaksiyonlari duzenlemesidir [99, 100].

Ozon, bakterilerin mantarlarin ve viruslerin inaktivasyonunda kullanilabilecek
gucll bir oksitleyicidir [101]. Ozon, mikroorganizmalarin Gremesini engelleyerek,
notralize ederek ya da hicre duvarini yikima ugratarak dezenfeksiyon
saglamaktadir [102]. Ozon, mikroorganizmanin yapisindaki glikoproteinler,
glikolipidler ve aminoasitlere nufuz ederek hicrenin enzimatik kontrol sistemlerini
bloke eder ve hucre uremesini engeller. Hucre membran gecirgenliginin
artmasiyla da ozon molekulleri kolayca hlcreye girerek mikroorganizmalarin

olimune sebep neden olabilmektedir [103].

Literatlrde gesitli tUrde yaralarin iyilestirmesinde ozonlanmig yaglarin potansiyel

kullanimini igeren birgok ¢alisma yer almaktadir [100, 104-106]

Montevecchi ve arkadaglari [107] yaptiklari ¢alismada ozonlanmig yag ile
klorheksidinin ve povidoniyotun S. aureus ve P. gingivalis bakterilerine karsi
antimikrobiyal etkilerini karsilastirmali olarak incelemigler ve sonugta ozonlanmig
yagin S. aureus ve peridontal bir bakteri olan P. gingivalis Uzerinde diger

antiseptiklere gore daha yuksek antimikrobial aktivite gosterdigini bulmuslardir.
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Kim ve arkadaglari [99] domuzlarda olusturulan akut kutandz yaranin
iyilesmesinde topikal uygulanan ozonlanmis yagin, kontrol grubuna gore belirgin
bir fark yarattigini tespit etmislerdir. Etkene bakilmaksizin, otitis externa teshisi
konulan hastalarda, ozonlanmis yag kullaniminin klasik uygulamalarla

kargilastirildiginda daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Sechi ve arkadaslar [108] yaptiklari ¢alisma ile ozonlanmig zeytinyaginin
Mikobakteri, Stafilakok, Enterekok, P. auregonisa ve E. coli bakterilerine karsi
antimikrobiyal etkilerini arastirmiglar ve ozonlanmis zeytinyaginin tim bu

bakterilere karsi etkili oldugunu bildirmiglerdir.

Geweely yaptigi bir calismada [109] ozonlanmis zeytinyaginin antifungal etkisini
arastirmig ve A. fumigatus, C. albicans, E. floccosum, M. canis, T. rubrum
patojenik mantarlara karsi ozonlanmis zeytinyaginin antifungal etki gésterdigini
bildirmistir.

Vigna ve Menendez, yaptiklari bir calismada [110], kornea Ulseri bulunan toplam
59 kediye ozonlanmis susam yadi karisimini lokal olarak uygulayarak basarili

sonuglar elde etmislerdir

Ozonlanmis zeytinyagi, sarimsak yagi ve mercankosk yaginin kedilerde O.
cynotis bakterilerinin olusturdugu enfeksiyon Uzerine etkilerinin kargilastirmali
olarak arastirildig1 calismada elde edilen sonuglar ozonlanmig zeytinyaginin, O.
cynotis bakteri enfeksiyonunun tedavisinde alternatif olarak kullanilabilecegini

gOstermistir [111].

GuUmaus igerikli hidrofiber yanik-yara bakim Grinu ile ozonlanmis saf zeytinyaginin
parsiyel kalinliktaki yaniklarin tedavisindeki etkinliginin incelendigi diger bir
calismada Ulser genisligi, fibroblast ve kollajen seviyesi, granllasyon gibi yara-
yanik iyilesmesinde kullanilabilecek kriterler Gzerindeki etkiler arastiriimigtir. Bu
calismada ozonlanmis yagin parsiyel kalinliktaki yaniklarin pansumaninda diger

urunler kadar etkili ve dusuk maliyet gerektirdigi tespit edilmigtir [112].

Tavsanlarda deneysel enfekte diz protezi modeli olusturulup, meydana gelen
enfeksiyonun ve kikirdak harabiyetinin énlenmesinde eklem igine uygulanan
ozonun etkilerinin arastinldigl calismada diz protez enfeksiyonunun ve kikirdak
harabiyetinin dnlenmesinde ozonun antibiyotikler kadar olmasa da etkili oldugu,

sonucu ¢ikariimistir [90].
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2.5.7.4. Ozonlanmis Yaglarin Etki Mekanizmasi ve Peroksit Degerinin Onemi
Ozonlanmis yaglarin potansiyel etki mekanizmasinin oksidatif stres sonrasi
transkripsiyon faktér NF-kB uyariligi ile reepitelizasyon ve kollajen indiksiyonu
saglayan VEGF ve Cyclin D1’in Uretilmesi olarak agiklanabilir (Sekil 2.11) [105].
Kim ve arkadaslarinin [99], domuz sirtinda olusturduklari tlser deneyi modelinde
topikal ozon yaginin etki mekanizmasi arastirilmistir. Calismada, ozon yagi
uygulanan grubta goérulen trombosit kaynakli buyame faktéri (PDGF), vaskuler
endotelyal buyame faktora (VEGF) ve transforme edici buyume faktoru-B (TGF-
B) seviyelerindekin artiglar ozon yaginin yara iyilesmesinde ve kollajen paternin

duzenlemesinde olumlu etkisini gostermektedir.

(I. Asama)
Ozonid olusumu

Ozonlanma O—mo (Il Asamada) R

Indlrgcnmc
— 2 o
R
Yag Asiti Ozonid Lipi£ Oksidasyon

(ara iiriin) Uriinleri

Sekil 2.11. Ozon yaginin topikal uygulamasindaki etki mekanizmasi [104]

Ozonlanmis yaglarda fiziko kimyasal Ozellikler ile kalitenin belirlenmesinde
iyodin, asit ve peroksit sayisi dlgimleri buyuk énem tasimaktadir [113]. Peroksit
degeri (PV), 1000 gr ozon yaginda olusabilecek reaktif oksijen miktarini (mEqg/kg)
gOstermektedir. Peroksit degeri ayrica ozonlanmis yaglarin anti-inflamatuar ve
antibakteriyel 6zelliklerinin Gnemli bir gostergesidir [97, 105, 114, 115]. Asit degeri
(AV), 1 gr 6rnek ozon yaginda bulunan serbest asitleri notralize etmek igin gerekli
olan olan potasyum hidroksit miktarinin mg olarak miktarini tanimlar. iyodin
degeri (1V), 1000 gr 6rnek ozon yaginda bulunan cift baglarla reaksiyona girecek
olan iyodin miktarini gram cinsinden belirtir. iyodun degerinin yaklasik sifir olmasi
doymamig yag asitlerinin ozon ile tamamen reaksiyona girdigini gostergesidir.
Ozonlama reaksiyonunda asit ve peroksit degerleri artarken, iyodin degerinin
azalmasi beklenir [7].

Peroksit sayisinin sivi ve kati yaglarda tayini standard iyodimetrik metod ile
belirlenmektedir [116]. Bu metotta belirli miktarda tartilan yag Uzerine asetik asit

— kloroform ¢ozeltisi eklenerek yagin ¢ézunmesi beklenir. Doymus potasyum
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iyodur ¢ozeltisinin de eklenmesiyle, ¢ozelti karanlkta ve oda sicakhiginda 2 ila 5
dakika arasinda reaksiyona birakilir. Metod, peroksit oksijenine esdeger miktarda
iyodun serbest hale gegmesi ve kalan iyodun da tiyostilfat ile titrasyonu ilkesine

dayanir.

Literatlrde farkl peroksit degerlerine sahip ozonlanmig bitkisel yaglar (susam,
kanola, aygicek, zeytin, hindistancevizi) ile yapilmis bircok caligma
bulunmaktadir [117-119].

Valacchi ve arkadaslari, [105] dustk (949+33 mEq/kg), orta (1631164 mEq/kg)
ve yuksek (3170+101 mEq/kg) peroksit degerlerine sahip ozonlanmig susam
yaginin akut deri yaralarina kargi terapotik etkilerini arastirmiglardir. SKH1
fareleri Gzerinde yapilan bu ¢alismada ortalama 1500 mEqg/kg peroksit degerinin
yara iyilesmesinde en uygun deger oldugu belirtiimistir. Pai ve arkadaslar [120]
500 mEqg/kg ve 700 mEqg/kg olmak Uzere iki ayri peroksit dederinde ozonlanmig
susam yaginin yara Uzerinde etkisini arastirdiklari galismada; 700 mEg/kg
peroksit degeri iceren yagin yuksek slperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
gosterdigi ve boylece hizli bir yara iyilesmesinin gergeklestigi belirtilmistir. Ocay
[121], meme implantlarinda gorilebilen kapsul kontraktUrinin onlenmesinde
ortalama bir peroksit degerine sahip (400-600 mEqg/kg) ozon yagdinin kullandigi
bir uzmanlk calismasi hazirlamistir. Calismada; ortalama peroksit degerine
sahip ozon yaginin olumlu etki gostermesinin submuskuler paket igerisinde
kullaniimasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Ozonlanmis zeytinyad: ile
ozonlanmis susam yaginin kimyasal ve mikrobiyolojik Ozelliklerinin
kargilastirildigi diger bir arastirmada, her iki yag P. aeruginosa bakterisi harig, S.
aureus, E. coli ve B. subtilis mikroorganizmalarina karsi esit derecede
antimikrobiyal etki godstermislerdir. P. aeruginosa mikroorganizmasina karsi
dusuk peroksit degerine sahip (700 mmol-equiv/kg) ozonlanmis aygicek yagi en
yuksek mikrobiyal etkiyi gosterirken, ayni etkiyi ozonlanmis zeytinyagdi yuksek

peroksit degerinde (2500 mmol-equiv/kg) gostermistir [115].

Cesitli mikroorganizmalara kargi ozonlanmis aygicek yaginin minimum inhibisyon
konsantrasyonunun arastirildigi ¢calismada, 630 mEqg/kg’'in Ustiindeki peroksit
degerlerinde ozonlanmis aygicek yagi tum organizmalara kargl tam inhibisyon
saglanmistir. Diaz ve arkdaglarinin yaptiklari aragtirmalarda da yuksek peroksit
degerine (1202 mmol-equiv/kg) sahip ozonlanmig aygicek yaginin yuksek
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antimikrobiyal etki gosterek, mikroorganizma buyumesini engelledigi belirtiimistir
[122].

2.5.8 Ozonun Biyouyumlulugu ve Toksititesi

Literatirde  ozonlanmig  yadlarin  hucreler  Uzerindeki  canliliklarinin
degerlendirildigi in vitro-sitotoksitite galismalari sinir sayidadir. Kogawa ve
arkadaslari [123] baru tohumu, keten tohumu yagdlarini ile aygicek yagini farkli
reaksiyon surelerinde ozonladiklari galismalarinda, bu ozonlanmig yaglarin
tumor ozelligine sahip 6 neoplastik hiucre ve tumor 6zelligi tagimayan NIH/3T3
fibroplast hucre hatlarinda in-vitro olarak sitotoksik etkilerinin tayini MTT testi
uygulanarak yapmislardir. Calismada farkli peroksit degerlerine sahip
ozonlanmis yaglarin hicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitor
konsantrasyonlarinin yani IG50 dozlarinin ortalama olarak <30 mg/ml olarak
tespit edilmigtir [123]. Ozonun lokal tedavilerde biyouyumlulugunun arastirildigi
diger bir calismada, ozonlanmis yagin 10-40 ug/mL konsantrasyon araliginda
“yaray! iyilestirdigi” ya da epitelizasyonu arttirdigi 80 ug/ml konsantrasyonun

ustinde sitotoksik etki gosterdigi belirtiimistir [120].

Nagayoshi ve arkadaslari [124], kOk kanallarinin yikanmasinda sonik sistemle
birlikte kullanilan 4 mg/L ozonlu su ile on dakika ve %2.5 sodyum hipoklorit ile iki
dakika yikama arasinda antimikrobiyal etkinligin yaklagik olarak ayni oldugunu,
sitotoksisite agisindan degerlendirildiginde ise ozonlu su uygulamasinin daha

avantajli olabilecegini belirtmiglerdir.

Huth ve arkadaslari [125], 1.25-20 ug/ml ozonlu suyun agiz epitel hicreleri ve
HGF-1 fibroplast hicreleri GUzerindeki sitotoksit etkilerini arastirdiklari bir calisma
gerceklestirmislerdir. Ozonlu suyun sitotoksik etkisinin  %0.2 klorheksidin
diglukonat, %5.25 sodyum hipoklorit, %2.25 hidrojen peroksit ve %3
metronidazol gibi antimikrobiyal ajanlar ile karsilastirildigi bu ¢alismada, ozonlu

suyun biyouyumlulugunun en Ust dizeyde oldugu gostermigslerilmistir [125].

2.6. Bitkisel Kaynakli Dogal Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, insan vicudundaki canl dokularin iglevlerini yerine getirmek ya
da desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemelerdir [126].
Biyomalzemeler uygulanma sirasinda vucut sistemine uygun cevap verebilme
Ozelligine sahiptirler. Dogada bozunabildikleri i¢in ¢cevreyi daha az kirletmekte

bdylelikle, atik sorununu azalttigi icin tercih edilmektedirler [127].
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Dogal polimerler; biyouyumlu, biyoparcalanabilir olmalarinin yansira, herhangi bir
toksik Ozellik gostermemeleri sebebiyle yara iyilestirme, ilag salinimi, doku
muhendisligi gibi birgok biyomedikal uygulamada siklikla kullaniimaktadir [128,
129]. Polisakkarit yapida; B-glukan, dekstran, sellloz, aljinik asit, hiyaluronik asit,
kitin, kitosan, heparin, keratan sulfat, aljinat, agaroz, karrejenan, pektin ve gamlar
(zamk); protein yapida ise; soya proteini, nisasta, kollajen, keratin fibrin, yumurta
kabugu membranlari, buyime faktorleri ve enzimler, literatlirde yara orttsa film

hazirlama 6zelligine sahip dogal polimerler olarak tercih edilmektedir [130].

Pereira ve arkadagslari [131] aloe vera bitki ekstrakti kullanarak hazirladiklar
sodyum aljinat bazli filmlerde aloe vera kullaniminin filmlerin fiziksel 6zelliklerini
arttirdiqini gérmuslerdir. Hazirlanan aljinat filmlerin 6zellikle biyomedikal ve
eczacllik alaninda potansiyel kullaminin olabileceg@i de ¢alismada vurgulanmigtir.
Ayni calisma grubunun 2013 yilinda yayinladiklari baska bir makalede, yara
iyilegtiriimesinde aljinat ve aloe vera ekstratindan yararlanarak kuru ve islak
formda hidrojel filmler hazirlanmis ve filmlerde aloe vera miktarinin arttiriimasiyla
filmlerin sisme ve in-vitro 6zelliklerinin olumlu yénde arttigini gosterilmistir [132].
Yine ayni galisma grubunun 2014 yilinda yaptiklar bir diger ¢alismada aloe
vera/aljinat ile hazirlanan filme, E vitamini de eklenerek yara iyilesmesinin

hizlandiriimasi hedeflenmistir [133].

Miraftab ve arkadaslari [134] aljinat, karniyarik otu (pysillium husk) ekstrakti ve
gumus karbonat kullanarak hazirladiklari yeni bir hibrid fiber yapida absorplama
kapasitesi ve gumus salinim hizini élgmuglerdir. Calismada piyasada bulunan
gumus igerikli ticari yara ortuleri ile kargilastirmali olarak sunulmus ve hazirlanan
yeni yapinin yara absorplama kapasitesinin ve antimikrobiyal etkinliginin ticari

yara oOrtllerinden daha fazla oldugu sonucuna variimigtir.

Latince adi Durio zibethinus L. olan bitkiden ekstrakte edilen polisakkarit jeller ile
hazirlanan yara ortisu filmler ve fiberlerde antimikrobiyal aktivite ve film
karakterizasyonun incelendigi ¢galismada S. aureus, S. epidermidis, M. luteus,
B. subtilis, E. coli ve L. pentosus bakterilerine kargi antimikrobiyal aktivasyon
goOsteren film ve fiberlerin yanik yaralarinda etkili bir sekilde kullanilabilecegi

gosterilmigtir [135].
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Ebriyenti ve arkadaslari [136], latince adi Channa striatus olan bitki ekstrakti ve
fusidik asitten olusturduklari aerosoll, spreyleme yontemi kullanarak, deri
yluzeyinde ince bir film tabakasi olusturacak sekilde yara ortisu materyali
formunda hazirlamiglardir. Calismada hazirlanan filmlerin subuhari gegirgenligi

ve mekanik ozellikleri aragtiriimistir.

Kitosan, aloe vera jel ve gapraz baglayici olarak genipin kullanilarak hazirlanan
yara ortusU g¢alismasinda ise filmlerin fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin genipin

eklenmesiyle arttigi belirtilmigstir [137].

Patil ve arkadaslarn [138], latince adi Pysillium husk olan bitkiden elde edilen
ekstrakt ve polividon-iyot kullanarak hazirladiklari yara orta filmlerde fiziko
kimyasal ve in-vivo yara iyilestirme 6zelliklerini incelenmis ve sonugtafilmlerin, E.
coli, S. dysentrae, P. aeruginosa ve B. subtilis bakterilerine karsi yuksek

antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve yara iyilestirmesini hizlandirdigr goralmuasgtar.

2.7. Geven Bitkisi ve Ozellikleri

Latince ismi Astragalus membranaceus olan geven bitkisi baklagiller
familyasindandir. Anavatani Bati Asya, Cin, Tayvan ve Kore olan geven bitkisinin
yetistigi bolgeye gore degisen 2000 turt mevcuttur. Cok yillik bir bitki olan geven
beyaz-sarigicekli 5-10 cm kadar buyuyebilen yapidadir. Kitre (geven otu zamki)
geven otunun goévde veya koklinden elde edilen 6zsuyun kurutulmasi ile
hazirlanan dogal bir zamkdir (Sekil 2.12). Astragalus microcephalus ve
Astragalus gummifer, Astragalus brachycalyx tiirlerinin zamklari Tirkiye, iran,
Kafkasya ve Afganistan’da eczacilikta, boya, dokuma ve kagit sanayisinde
kullaniimaktadir [139].

Kitrenin ana bilesenleri polisakkaritler, saponinler, flavonidler, ve aminoasitlerdir.
Molekuler agirhgr 80 kDa olan kitre zamki kalsiyum, potasyum ve magnezyum

tuzlarini iceren asidik heteropolisakkarittir [140].

Kitre bassorin ve tragakantin olmak Uzere iki kisimdan olusur. Suda ¢éziinmeyen
ve sisme Ozelligi ile jel olusturabilen bassorin, kitrenin % 70’lik bolumUin
olusturan ana kisimdir. Kitrenin %30 ‘luk kismini olusturan trakagantin ise suda

¢bzunerek jel olusturur [8].
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Sekil 2.12. Kitrenin kimyasal yapisi [141]
Kitre 9000-65-1 CAS numarasi ile Amerika Gida ve ilac Yénetimi tarafindan

GRAS (genel olarak gulvenilir-zararsiz) olarak kabul edilmistir. Toksik,
karsenojen, mutajenik ve teratojenik higbir 6zellige sahip olmamasi sebebiyle
insan sagligina hicbir zararli etki gostermeyen kitrenin, hicre buyumesi icin de
uygun bir ortam saglamaktadir [142]. Gida, ilag, kozmetik sektdrlerinde inceltici,
kivam verici, stabilizatér, emdulsifiye edici ve c¢apraz baglayici ajan olarak
potansiyel uygulamalari bulunmaktadir. [140, 143, 144]. Literatirde yapilan
bircok calismada kitre zamkinin yapisal, termal, asidite, emdulsifiye edici,
reholojik, antibakteriyal, antiviral, biyouyumluluk ve biyoparcalanma &zellikleri
arastinimistir [143-146].

Kitre; immunomodulasyon, antioksidan, antitimor, anti-diyabet, antiviral,
hepatoprotektif, antiinflamatuar ve hematopoez gibi birgok biyolojik aktiviteye
sahiptir [147]. Kitrenin sahip oldugu biyolojik kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
sayesinde ebru sanati, bebek yapimi, yara ve yanik iyilestirme musilaji; hiicre
immobilizayon ve ilag enkapsulasyonu gibi alanlarda kullanimi yaygindir [144,
148].

Kora ve arkadaslari [140], kitre kullanarak ¢alismalarinda gimus nanopartikuller
sentezlemislerdir. Gimus nanopartikullerin fiziksel karakterizasyonun incelendigi
bu ¢alismada; gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite
arastinlmistir. S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa bakterilerina karsi yluksek
antimikrobiyal etki gosteren partikullerin biyomedikal alanda potansiyel uygulama
alani bulabilecegi belirtiimigtir. Kiani ve arkadaslar [149] kitreden gliserin ve
etilen glikol kullanarak ¢capraz baglayarak hidrojel filmler hazirlamislardir. Farkli
konsantrasyonlarda capraz baglama ajani, reaksiyon sicakligi ve reaksiyon
suresinin hidrojel filmlerin sisme 6zelligine etkisinin incelendigi bu ¢alismada

Taguchi deney tasarim metodundan yararlaniimigtir. Kitre, akasya zamki ve
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hidroksipropilmetilseltloz kullanilarak olusturulan, suda ¢ozunebilen 3 tabakall
matriks tablet olarak hazirlanan baska bir calismada ise verapamil HCI salinimi
incelenmigtir [150]. Fattahi ve arkadaslari [151], kitreden ester giderme ydntemi
ile suda ¢odzunebilir zamk elde etmislerdir. Elde edilen zamk, cinko ve demir
iyonlari ile capraz baglanarak jel kureler olusturulmustur. Biyolojik
karakterizasyon sonucunda jel kurelerin Hela, HepG2 ve L929 hucre hatlarinda
hicbir toksik etki gostermedigi, demir iyonlari ile ¢gapraz baglanan kurelerin L929
hicrelerine daha iyi tutundugu ve hazirlanan kirelerin doku muahendisligi ve

kontrolll ilag salinim arastirmalari igin uygun malzemeler oldugu vurgulanmigtir.

Kitrenin yapisinda bulunan arabinoz ve glukoronik asidin proteinlerin yuzeyde
koagulasyonunu saglayarak yara enfeksiyonunu engelledigi ve bdylece yara
iyilesmesinin hizlandirdidi ileri strtlmastur [142]. Fareler Gzerinde yapilan in-vivo
arastirmada kitrenin musilaj olarak uygulamasi yapilmis ve galismada kitrenin
icerdigi arabinogalaktanin ve mineral bilesenlerin (kalsiyum ve magnezyum) ve T
hdcrelerinin induksiyonunu saglayarak, B tipi hucrelerin ¢ogalmasina, deri
fibroplast hicrelerinin canlihginin korunmasina ve keratinosit proliferasyonun
dizenlenmesine yardimci oldugu agiklanmistir. Sahip oldugu potansiyel yara
iyilestirme 6zelligi ile kitrenin Ozellikle iskemik, diyabetik ayak Ulseri ve basi
yaralarinda kullanilabilecegi vurgulanmistir [152] Bagheri ve arkadaslari [153] ise
ilk defa fareler Uzerinde kitrenin analjezik etkisini arastirmiglar ve bu etkinin
adrenerjik yol ile ilgili oldugunu agiklamiglardir. ilk defa mikroemdilsiyon yéntemi
kullanilarak kitre ve nane yagi ile antimikrobiyal nanokapsdullerin gelistirildigi
bagka bir calismada, A. membranaceus dogal polimerik duvar olarak iglev
gormustur. Aluminyum klorar ve kalsiyum klorur ile yapilan capraz baglama iglemi
sonucunda hazirlanan kapsullerin antimikrobiyal ve antiviral 6zellikleri incelenmis
ve nanokapstillerin C. albicans bakterisine karsi ylksek antimikrobiyal aktivasyon

gosterdigi sonucuna variimistir [144].

2.8. Polisakkaritlerin Gapraz Baglanmasi
Capraz baglama; iki veya daha fazla molekulin kovalent bag ile kimyasal yolla
birbirine baglanma prosesidir. Hidrojellerde ¢apraz baglama islemi, hidrofilik

polimer zincirlerin sulu ortamlarda ¢ozinmesini 6nlemek amaciyla yapiimaktadir.

Polisakkaritlerin capraz baglananmasinda kimyasal ve fiziksel olmak Uzere iki

yontem kullaniimaktadir. Fiziksel gapraz baglama isleminde polisakkaritler
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yuzeyde ters iyonlarla gapraz baglanmis bir ag olustururken, polimer zincirleri
arasindaki fiziksel etkilesim ile ¢ozinme engellenir. Isi ile muamele, kurutma,
ultraviole ve gamma isimalari fiziksel gapraz baglama yontemine érnek verilebilir.
Kimyasal ¢apraz baglama isleminde ise polimer zincirleri arasinda kovalent bag
olusumuna dayanir. Bu islem sirasinda ters iyonlar polimer igine difuzlenir ve
¢apraz baglayici ajan molekuller arasi baglar ile polisakkaritlerle reaksiyona girer.
Capraz baglayici ajanin konsantrasyonu ve islemin suresi kimyasal olarak ¢apraz
baglamayi etkileyen en dnemli faktorlerdir. Glutaraldehit, formaldehit, karbodimid,
akril azidler, poliepoksi gruplari, tanik asit kimyasal ¢apraz baglama isleminde
kullanilanen 6nemli baglayici ajanlardir. Kimyasal ¢apraz baglama isleminde
kullnilan jelin biyopargcalanmasi sonucu toksik kalinti ortamda birikebilmektedir
[154]. Polimerlerin capraz baglanmasi esnasinda ortaya ¢ikan bu dezavantajlari
Onlemek amaciyla yara iyilestirme, doki muhendisligi ve ila¢g salinimi gibi
biyomedikal alandaki arastirmalarda toksik 6zellik tagimayan c¢apraz baglayaci

ajanlar siklkla tercih edilmektedir.

2.9. Dogal Gapraz Baglayici Ajan-Genipin
Genipin, toksik olmayan, biyouyumlulugu yuksek dogal bir capraz baglayicidir.
Genipin latince ismi Gardenia jasmindides ellis olan gardenya bitkisi

meyvesinden dogdal veya sentetik ydntemlerle elde edilir [155].

Molekul formuli Ci11H140s olan genipin, dihidro furan halka yapisina sahiptir
(Sekil 2.13) [156]. Proteinik tekstil liflerine renk verme 6zelliginden 6tira dogal
bir boyadir. Geleneksel Cin tibbinda kolestaz ve hepapitit hastaliklarinin
tedavisinde siklikla kullaniimaktadir [157].

Genipinin kendisi renksizdir fakat amino asitler ve proteinler ile anlik reaksiyonlar
gerceklestirerek mavi pigmentler olusturur. Bu karakteristik 6zelliklerinden 6turu

gida ve tekstil endustrilerinde kullanimi yaygindir.[154]

33



Sekil 2.13.Genipinin kimyasal yapisi [156]

Toyama ve arkadaglari, genipin ile olan c¢apraz baglama reaksiyon
mekanizmasini genipinin metil amin ile olan reaksiyonu ile agiklamaya
calismislardir. Buna gére reaksiyon genipinin C3 karbonu Uzerindeki amin
grubuna birincil aminin, nukleofilik atak yapmasi ile gerceklesmekte ve bu da
halka agiimasina sebep olmaktadir. ikincil aminin aldehid grubuna baglanmasi
ile gerceklesen radikal reaksiyonlar sonucunda olusan dimerizasyon ile ¢apraz

baglanma islemi tamamlanmaktadir [157].

Genipinin toksisite, uygulanabilirlik ve biyouyumluluk ozelliklerinin arastinildigi
calismalarda glutaraldehitten 10000 kez daha az toksik oldugu kanitlanmistir
[158], [159].

Literatlrde genipinin karakteristik 6zelliklerinden faydalanilarak gergeklestirilen

bircok arastirma mevcuttur. [160-166].

Silva ve arkadaslari, kitosan ve aloe vera igeren hidrojeli genipin ile ¢apraz
baglayarak hazirladiklari filmlerde genipin konsantrasyonun artisiyla fiziksel ve

mekanik 6zelliklerin de arttigini géstermislerdir [137].

Liu ve arkadaslar [167] yaptiklari calismada, alt tabakasi genipin ile capraz bagh
kitosan film, Ust tabakasi ise soya protein olan dokusuz tekstil yizeyinden olusan
kolaylikla doku Uzerinden siyrilabilen, ¢ift kath kompozit yeni tasarim bir yara
bakim UrinU hazirlamiglardir. Elde edilen kompozit malzemenin su tutma 6zelligi
nedeniyle yaranin dehidrasyon riskini azalttigi goértulmustir. Calismada
gerceklestirilen hayvan deneyleri ile bu gift-kath yara pansuman malzemesinin
epitelize oldugu kisaca yani hasarli dokunun miukemmel bir bigimde yenilenme
gosterdigi ve boylece kompozitin yenilenmis dokuya zarar vermeden kolayca

siyrildigr gorulmustar.

34



2.10. Hidrojel Filmlerin Sigsme Davranisi

Hidrojellerin sisme davraniginin belirlenmesi hidrojellerin karakterizasyonunda
onemlidir. Hidrojellerin sisme davranigi, dinamik sisme testleri kullanilarak
belirlenmektedir. Dinamik sisme calismalari sonucu elde edilen veriler, sisme

kinetigine uygun modeller ile matematiksel olarak degerlendiriimektedir [168].

Dinamik sisme calismalari igin hidrojeller, belli bir miktardaki sulu ¢ozelti igerisine
daldiriimakta ve belirlenen araliklarda sulu ¢ézeltiden gikartilip, hafifce fazla olan
suyu alindiktan sonra sabit bir degere ulasana dek tartiimaktadir. Cézucundn jele
girme ve salim hizi birbirine egit oldugu anda maksimum gsisme degerine yani

denge durumuna ulasildigi kabul edilir.

W, -W,
(%S) =——-"2x100 (2.4)
WO
Esitlikte 2.4’ de Wo; baslangi¢ anindaki kuru polimer katlesini (g), Wt ise t sure
sonra sismis polimerin kitlesini (g) gostermektedir. Denge durumunda hidrojel

maksimum en buyuk sisme degerine ulasmaktadir.

Sisme davranisi gosteren polimerlerin karakterizasyonunda difizyon tara ve
mekanizmasinin aydinlatiimasi igin ilk olarak sisme egrilerinin olusturulmasi
gerekmektedir. Sisme egrileri, uygun ¢oziclye konulan polimerin kutlesindeki

degisikliklerin zamanla degisiminin izlenmesi ile olusturulur.

2.10.1. Hidrojel Filmlerde Difizyon Mekanizmasi
Dogal zamklarla hazirlanan film ve tabletlerin sisme ve ilag salinim
davraniglarinin belirlenmesinde sifir ve birinci derece kinetik ile Higuchi ve

Korsmeyer-Peppas kinetik modelleri kullaniimaktadir [169]

Korsmeyer-Peppas kinetik modelinde, mekanizmasina bakilmaksizin tabaka,
silindir ve kure gibi farkli geometrik sekillere sahip sistemlerden etkin madde
salimini tanimlamaktadir. Peppas (1985) tarafindan sisen ve kontrolli salim
yapan sistemlerde “n” degerlerinin ne oldugu saptanmis ve bu degerlere karsilik
gelen salim mekanizmalari belirlenmistir [170]. Modelde sivinin hidrojel ag
icerisindeki difizyonun zamana ve difuzyon katsayisinin da malzeme

Ozelliklerine bagl olarak degisimi incelenmektedir.

M,
—t —kt" 2.5
M (2:3)

0
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Esitlik 2.5’ de M; t aninda jelin igerdigi sivi agirhgi (g), M-; dengede absorplanan
sivinin katlesi (g), n; ¢dézucunun difuzyon turinu gosteren sisme Usteli, k; jele ait
karakteristik katsayidir. Bu esitlik logaritmik temelde yazilirsa Esitlik 2.6 elde

edilir.

Mt
M

0

In(—-) =Ink +nint (2.6)
Esitlik 2.6’ da, log t’ ye karsi log M/M- de@erleri grafige gegirildiginde elde edilen
dogrunun egiminden ve ordinati kesim noktasindan sirasiyla n ve k degerleri
hesaplanmaktadir. Modelde k degerinin n degerine bagli olmasindan dolayi ayni
n degerlerine sahip maddeler icin dogrudan k dedgerlerinin karsilastiriimasi

mumkuin olmaktadir.

Cizelge 2.2. Difuzyon mekanizmalarini gésteren n degerleri

Difliizyon usteli (n) Difuzyon Mekanizmasi
<05 Fick tipi diflzyon
0,5<n<1 Fick olmayan tipte diftizyon
1 Super durum diftizyonu

Gozucunun difuzyon hizi ile hidrojel-¢ézucu sisteminin durulma hizi hidrojellerde
sismeyi kontrol eden iki 6Gnemli parametredir. Difizyon turi ve mekanizmasi bu
iki parametreye bagh olmak tzere 3 sekilde siniflandirilabilir. Fick tipi difiizyonda,
polimer zincirleri yuksek hareketlilige sahip oldugundan, ¢o6zuclnin
penetrasyonuna daha kolay izin verilmektedir. Fick tipi difizyonda, ¢6zucu
difizyon hizi, durulma hizindan, daha kuguk olup sisme, diftizyon basamag ile
kontrol edilmektedir. Fick tipi olmayan ya da anormal tip diftizyon; ve durulma
hizlarinin ayni anda etkili oldugu difizyon turtdur. Stuper durum difuzyonunda
difuzyonda ise hizi durulma hizindan daha buyuk oldugundan sismeyi kontrol

eden basamak durulma hizidir [168].
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3. MATERYAL ve YONTEM
Bu bolimde, tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢alismalar ile ilgili bilgiler
sunulmaktadir. ilk bélimde caligmalarda kullanilan kimyasal ve dogal
malzemeler dzetlenmistir. ikinci bélimde, ozonize zeytinyadinin ve yara orti
filmlerin hazirlanma yéntemleri ayrintili olarak anlatilmistir. Uglincii boliimde,
ozonize zeytinyaginin ve yara ortu filmlerinin karakterizasyonu amaciyla
yurutulen galigmalara yer verilmistir. Son bolimde ise, ozonize zeytinyaginin ve
hazirlanan yara ortl filmlerinin mikrobiyal inaktivasyona ve hicre canliidina
etkisinin incelendigi antimikrobiyal aktivite ve in vitro sitotoksitite calismalari

Ozetlenmigtir.

3.1. Materyaller
Yara ortu filmlerinin hazirlanmasinda kullanilan malzemelerin 6zellikleri Cizelge
E1l-1 (EK-1) de goOsterilmigtir.

3.1.1. Kitre

Kitre piyasada sari renkte plaka veya tas pargalari formunda bulunmaktadir.
Calismada kullanima hazir hale getirmek i¢in kitre 6nce mekanik iglem ile ktguk
parcalara kirilmigtir. Canakli degirmende yapilan 6gutme islemiyle toz haline

getirilen kitre 210 mikron elekten gegirilerek elenmis kullaniimistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Kitrenin tas formu ve 6gutme sonrasi tozu gortntuleri

3.1.2. Sigir Jelatini
Gida sektorunde kivam arttirict olarak kullanilan sigir jelatini toz halinde

piyasadan temin edilmistir.

3.1.3. Genipin
Calismada c¢apraz baglayici ajan olarak kullanilan genipin CAS:6902-77-8

numarasi ile Challenge Bioproducts firmasindan temin edilmigtir.
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3.1.4. Ozonize Zeytinyagi
Calismada antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ozonize zeytinyagi Tanyolag ve
arkadaslar [6] tarafindan gelistiriimis olan ozon jeneratdri yardimiyla 6zel olarak

tasarimi yapiimis surekli karigtirmali bir reaktérde Uretilmistir.

3.1.5 Kimyasallar
Calismada kullanilan diger kimyasallar analitik saflikta kullaniimistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ozonize Zeytinyag: Uretimi

Calismada ozonize zeytinyagi, Tanyolag ve arkadagslar tarafindan igletim
parametreleri ile reaktdr konfigurasyonu arasinda gelistirilen istatistiksel model
yaklagimiyla analojik bir iligki kurularak tasarimi yapilmig ve patent basvurusu
icin calismalarin surdugu piyasadaki emsallerine gore ustun oOzellikli ozon

jeneratord ile Uretilmistir (Sekil 3.2).

Ozonize zeytinyagi Uretiminde hacmi 5 litre olan surekli karigtirmali bir reaktor
kullaniimistir. Reaktorde karistirma hizi 250-300 devir/dak. olacak sekilde
ayarlanmigtir. Oksijen konsantratoriinden %90 saflikta 5 It/dak. akis hizinda
alinip ozon jeneratorune beslenen oksijen akimi tzerine 1.5 kHz frekansa sahip
6-10 kV’ ik gerilim uygulanmigtir. Ozon jeneratérinde Uretilen ozon gazi, bir
diftizor aracihdi ile 18 gr ozon/saat akis hizinda iginde 2.5-3 It zeytinyadi bulunan
reaktore  gonderilmigtir.  Yuksek sicakliklarda ozonize zeytinyaginin
bozulabilecegi, yanma ya da patlama riski olabilecegi ve ilerleyen reaksiyon
suresince viskozitenin artmasiyla karigtirmanin guclesecegi goézonune alinarak
reaktorin sicakligi 35 °C’ de sabit tutulmustur. 24 saat sonunda reaksiyonun
tamamlandigi kabul edilmistir. Ayrica tahliye kisminda ozon derigiminin artmasi
ve reaktor sicakliginin dusmesi ile tamamlandigi kabul edilen reaksiyon
sonucunda baslangigta sari-yesil renge sahip olan saf zeytinyaginin tamamen

beyaz-gri bir renge donustugu ve vizkositesinin arttigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 3.2. Ozon gazi uretimi igin tasarlanan deney dizenegi

3.2.2. Yara Ortii Filmlerin Hazirlanmasi
Calismada hazirlanacak yara o6rtu filmleri igin kullanilacak en uygun kitre, ozonize
zeytinyagi ve gliserol konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla konsantrasyonlar

sirasiyla %2-4(w/v), %0.5-5 (v/v) ve %0.5-5 (v/v) araliklarinda degistirilmistir.

Cizelge E2-(1-5)’ de (EK-2) hazirlanan filmler igin belirlenen en uygun bilesen
konsantrasyonlari ve bu filmlere verilen kod adlari, Sekil 3.3’ de ise kitre, gliserol
ve ozonize zeytinyadi iceren G-Oz22 kodlu yara o6rtu film érneginin hazirlanmasina

yonelik drnek bir akis semasi verilmistir.

Yara ortu materyallerinden G-O22 kodlu film 6rnegi ¢b6zicu dokim ydntemi
kullanilarak 6n denemeler ile belirlenen en uygun bilesen konsantrasyonlarinda
30 ml distile su igerisinde % 2’lik (w/v) kitre olacak sekilde hazirlanmistir [171].
Cozelti 70 °C’ ye kadar isitilarak yarim saat boyunca tamamen homojen bir hal
alana dek agzi kapali bir reaktérde karistirilmistir. Sicakh@ 30 "C’ ye getirilen
¢cozeltiye ayni sicaklikta son konsantrasyonlari %2 (v/v) olacak sekilde sirasiyla
ozonize zeytinyagi ve gliserol eklenmis ve son olarak homojen hale gelen ¢ozelti
7.5 cm capindaki cam petri kabina dokulmustur. Olusacak yara ortu filminin
Uzerinde hava kabarcigi olusumunu engellemek igin dokme islemi ¢ok yavas
gerceklestiriimis ve petri kabina dokulen ¢dzelti oda sicakliginda yaklasik 3 saat
bekletilmistir. Son olarak ¢ozelti film olusumu igin etlivde 35 °C’ de yaklasik 3 giin

sureyle kurumaya birakiimigtir.
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Sekil 3.3 Yara ortu filmlerin hazirlanmasina yonelik akis semasi
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3.2.3. Gapraz Baglama Ajan Kullanilarak Yara Ortiisii Filmlerin Hazirlanmasi
Calismada hazirlanacak ¢apraz bagh yara orta filmleri icin kullanilacak en uygun
kitre, jelatin, ozonize zeytinyagi, gliserol ve genipin konsantrasyonlarini
belirlemek amaciyla konsantrasyonlar sirasiyla %2-4 (w/v),% 0.3-2 (w/v), %1-7
(v/v) ve %0.0185-0.15 (v/v) araliklarinda degistirilmistir.

Cizelge E2-(1-5) de (EK-2) calismada hazirlanan filmlerin bilesen oranlari ve bu
filmlere verilen kod adlari; Sekil 3.4’ de ise kitre, jelatin, gliserol, genipin ve
ozonize zeytinyagl iceren GJi1G-OCi kodlu yara ortd film 6rneginin

hazirlanmasina yonelik 6érnek akis diyagrami verilmigtir.

Capraz baglama ajani kullanilarak hazirlanan GJi1G-OC: kodlu yara o6rtu film
ornedi icin 6n denemeler ile belirlenen belirlenen en uygun bilesen
konsantrasyonlari; kitre (%2 (w/v)), jelatin (%0.6 (w/v), ozonize zeytinyagi (%3.5
(v/v), gliserol (%3.5 (v/v) ve genipin (% 0.018 (v/v), (%60 etanol icerisinde
agirlikca %2) olarak belirlenmistir. Hazirlanan jelatin ¢ozeltisine, Grln icerisinde
son konsantrasyon 9%0.018 (v/v) olacak sekilde genipin eklenmistir. Jelatin ve
genipin igeren ¢ozelti 50 ‘C’ de yarim saat siresince Ustl kapali bir beherde
karistinimis ve gapraz baglama reaksiyonu ilerledikge ¢dzeltinin koyu mavi renk
aldig1 gorilmustir. 70 °C’ de jel haline gelen kitre ¢gozeltisine, koyu mavi renk alan
jelatin ¢ozeltisi eklenerek 30 °C’ de karistirmaya devam edilmistir. Cozelti
icerisine sirasiyla %3.5 (v/v) oraninda ozonize zeytinyagi ve gliserol eklenerek
olusan jel cam petri kabina dokulmuastir. Oda sicakhdinda yaklasik 3 saat
bekletilen ¢ozelti film olusumu icin 35 °C’ de ki etlivde yaklasik 3 gun sureyle

kurumaya birakilmigtir.
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Sekil 3.4. Capraz baglama yapilan yara 6rti filmlerin hazirlanmasina yénelik
akis diyagrami
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3.3. Yara Ortii Filmlerin ve Ozonize Zeytinyaginin Karakterizasyonu
Hazirlanan yara ortu filmlerin ve sentezlenen ozonize zeytinyaginin karakterize

edilmesi i¢in gerceklestirilen analizler asagida ayrintili bir bicimde anlatiimigtir.

3.3.1. Fourier Transform infrared Spektroskopisi (FT-IR)
Calismada FT-IR analizleri, Thermo Scientific marka ve NICOLET 6700 model
FT-IR cihazi yapilmistir.

3.3.2. Termal Gravimetrik Analizler (TGA)

Yara ortisu filmlerin termal gravimetrik analizleri, EXTAR6000 marka ve
TG/DTA6300 model TGA cihazi kullanilarak azot ortaminda 10 °C/dak. 1sitma
hizi ile 25 - 400 °C sicaklik araliklarinda gercgeklestirilmigtir.

3.3.3. Nuikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (H-NMR)
Ozonize zeytinyadi icin yapi analizi ¢dézlclu olarak doéteryumlanmis kloroform

kullanilarak Bruker marka (250 MHz) cihazda gergeklestiriimigtir.

3.3.4. Gaz Kromotogrofisi- Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Ozonize zeytinyadi icin yapi analizinde Agilent 6890N Network GC System
(Agilent Technologies, USA) kullaniimistir. Kromatografik calisma Agilent
19091S-433 model kolonda split metot (1/50) kullanilarak gergeklestirilmigtir.
Taslyicl gaz olarak 1.0 ml/dak. akis hizinda helyum kullaniimistir. Analizler
sicaklik 35°C’ den 20 °C/ dak. artis hiziyla 270 °C’ ye yukseltilip bu sicaklikta 20
dakika beklenerek gerceklestiriimigstir.

3.3.5. Peroksit Sayisi Tayini
3.3.5.1. Ozonize Zeytinyaginda Peroksit Sayisi Tayini
Ozonize zeytinyaglarin peroksit sayisinin tayini bu tez kapsaminda standard
iyodimetrik metod reaksiyon suresi modifiye edilerek gergeklestiriimistir [114,
116]. Buna gore; oda sicakhginda sivi hale getirilen numuneler 0.5 gr olacak
sekilde erlenmayer icinde tartilmis ve Uzerine 10 ml kloroform ilave edildilerek
yagin hizh ¢ézinmesi saglanmigtir. Cozinmus ornek igine eklenen 15 ml asetik
asit ve 0.5 ml doymus KI ¢dzeltisi ile sari bir renk alan numune 24 saat karanlhkta
bekletilmistir. Bu stire sonunda numuneye 30 ml saf su, 1 ml %1’lik (w/v) nisasta
cOzeltisi eklenerek 0.01 N ayarh sodyum tiyosulfat ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Ayni
prosedur sahit deneme olan saf zeytinyadi igcin de tekrarlanmig ve ozonize
zeytinyadl ve saf zeytinyadi igin peroksit sayisi Esitlik (3.1) yardimiyla
hesaplanmigtir.
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V-V()*1000*c
oy (V-Vo)

V= Titrasyonda harcanan 0,01 N sodyum tiyosdulfat ¢ozeltisi, (ml)
Vo= Sahit denemede harcanan 0,01 N sodyum tiyosulfat ¢ozeltisi, (ml)
c= Sodyum tiyosulfat ¢ozeltisinin normalitesi, (mol/L)

m= Alinan numunenin agirligi, (g)

3.3.5.2. Yara Ortii Filmlerinde Peroksit Sayisi Tayini

Yara ortu filmlerinde peroksit sayisi tayininde standard iyodimetrik metod bu
calismaya 0zgu modifiye edilerek gergeklestiriimistir. Buna gore ilk olarak yara
orth film 6rnekleri 10 ml kloroform igerisinde 15 dakika boyunca bekletilerek
yapilarinda bulunan ozonize zeytinyaginin ¢ozlcl icerisine ekstraksiyonu
saglanmistir. Daha sonra Bolum (3.3.5.1)" de anlatilan metot kullanilarak yara

ortu filmlerin de peroksit sayisi belirlenmistir.

3.3.6. Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)

Calisma kapsaminda hazirlanan yara ortu film orneklerinin ylzey ve kesit alan
Ozellikleri taramali elektron mikroskobu (QUANTA 400F Field Emission)
kullanilarak incelenmistir. Filmler sivi azot ile kirilarak kesit alan élgimune hazir
hale getirilmistir. YUzey ve kesit alan film numuneleri analizden 6énce vakum

altinda altin ile kaplanmistir.

3.3.7. Jelatin Model ile Yara Taklit Caligmasi

Yara ortu filmlerin orta ve ylksek eksudali yara Uzerindeki genlesme
davraniglarinin belirlenebilmesi amaciyla jelatin ortam modeli kullanilmigtir [36,
172]. Bu amagla 100 ml hacminde %0.9 izotonik sodyum klorur ¢dzeltisi (serum
cOzeltisi) icinde %4’ Uk (w/v) jelatin ¢dzeltisi hazirlanmig ve 60 °C’ de 15 dakika
boyunca karistirilarak homojen hale getirilmigtir. Jelatin ¢dzeltisi icerisine yara
yuzeyini gorsel olarak taklit edebilmek amaciyla kirmizi gida boyasi eklenmisgtir.
Jelatin ¢ozeltisi iki ayri 8 cm ¢apli petri kaplarina esit hacimde dokulmus ve 24
saat boyunca oda sicakliginda agzi kapali olarak bekletiimigtir. Yara ortu
filmlerinden kesilen 3 cm ¢apindaki diskler jelatin ylzey Uzerine yerlestiriimigtir.
Diskler petri kaplarinin agzi kapatilarak oda sicakhginda jelatin ylizeyinde 24 saat

boyunca bekletilmigtir. Yara ortu filmlerinden kesilen disklerin g¢aplarindaki
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degisimler belirli zaman araliklarinda kaydedilmis ve Esitlik (3.2) ile genlesme

oranlari hesaplanmistir.

D
Genlesme Orani=— (3.2)
Do

Do= Film disk ¢apl, t=0 ,cm
Dt=Film disk ¢apl, t=t, cm

3.3.8. Yara Yuzeyi Taklit Caligmalari

Yara yuzeyi taklit calismalarinda yara ortu filmlerinden kesilen pargalarin serum
¢Ozeltisi icerisinde 30 dakika boyunca bekletilerek sismeleri saglanmis ve daha
sonra sisen parcalar et vyuzeylerine yerlestirilerek et-film ara ylzeyleri

fotograflanmistir.

3.3.9. Yara Ortiisii Filmlerin Sisme ve Pargalanma Testi

Yara ortusu filmlerin sisme testi analizleri icin filmlerden 1.5 cm ¢apinda kesilen
diskler 100 mikron naylon filtre bezi (tea bag) icine yerlestirilerek 5 ml serum
cOzeltisine icerisine daldirimis ve 37 °C’ de farkh zaman araliklarinda
agirhklarindaki degisiklik kaydedilmistir [173]. Kesilen disklerin agirliklar sabit bir
degere ulasana dek tartimlara devam edilmistir. Hazirlanan yara értti 6rneklerinin
belirlenen zaman periyotlari sonundaki % sisme degerleri Esitlik 3.4 kullanilarak
hesaplanmigtir.

Wi-Wj
Wo

%S= x100 (3.4)

% S: % sisme degeri
Wo: Baglangi¢ anindaki kuru disk kutlesi, gr
Wt t sUre sonra sismis diskin kitlesi, gr

3.3.10. Mekanik Test

Yara ortu filmlerin gerilme kuvvetleri ve % uzama degerleri INSTRON 5969MTS
model mikro mekanik test cihazinda (Sekil 3.5-b) yapilan ¢ekme deneyleri ile
belirlenmistir. Yara ortu filmleri ISO 37 Type 3 (Sekil 3.5-a) normuna uygun olarak
kalip makinasi ile kesilmistir. Cekme cihazi birbirine gore asagi ve yukari hareket
edebilen deney pargasinin baglandidi iki gene ve bunlara hareket veya kuvvet

veren bu iki buyuklugu oOlgcen Unitelerden olusmaktadir. Cenelerden birisi sabit
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hizda hareket ettirilerek gekme numunesine surekli olarak artan gekme kuvveti
uygulanmigtir. Kopma aninda 6rnege uygulanan maksimum kuvvet ve kopma
anindaki uzama miktari mekanik test cihazina bagh bilgisayar programi
yardimiyla hesaplanmistir. Kopma aninda ornege uygulanan kuvvetin ornegin
baslangigtaki kesit alanina bollinmesiyle gerilim (N/mm?2), érnegin boyundaki
degisimin  baslangigtaki boyuna oranlanmasiyla da uzama yuzdesi
hesaplanmigstir. 10 N’ luk hicre yUka kullanilarak gergeklestirilen gekme testinde
film numune boyu 25 mm ve geniglik ise 4.2 mm’dir. Hazirlanan filmlerin uzama
ve gerilme oOzellikleri 5 mm/ dak. ¢cekme hizi kullanilarak 3 tekrarli olarak test

edilmistir.

Sekil 3.5. a) ISO 37 Type 3 normuna uygun kesilen yara orti numunesi b) Yara
orta filmlerin gekme testi analiz gérintisu

3.4. Antibakteriyel Etkinlik Testi ve in-Vitro Sitotoksitite Analizleri

3.4.1. Antibakteriyel Etkinlik Testi

Calismada hazirlanan yara o6rtu film érneklerinin ve ozonize zeytinyadinin gram
(-) E. coli (ATCC 25922), P. auregonisa (klinik izolat) ve gram (+) S. aureus
(ATCC 29213), bakterilerine kargi antibakteriyel etkileri “Disk Diflzyon” testi
kullanarak belirlenmigtir. Ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal aktivite calismalari
icin Whatman kagidindan (No:1) 6 mm capinda kesilen disklere 20 ul érnek
emdirilmigtir. Yara ortu film érneklerinin antimikrobiyal testleri igin filmlerden 6 mm
c¢apinda diskler kesilmistir. Taze kiltirden 6ze ile alinan mikroorganizmalar sivi
besi ortaminda 108 CFU/mI mikroorganizma yogunluguna olusana kadar inkibe
edilerek agar kati besi yuzeyine ekimi yapilmistir. Ozonize zeytinyagi emdirilmig
steril diskler ile yara ortu filmlerinden kesilen diskler de ekim yapilan petrilere

yerlestirilmistir. Petriler kapaklari alta gelecek sekilde 35+2 °C’de 24 saat inkube
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edilmistir. inkiibasyon siresi sonunda disklerin etrafinda olusan zon caplari

Olculerek inhibisyon degerlendirilmistir.

3.4.2. In-Vitro Sitotoksitite Testi
Calismada hazirlanan ozonize zeytinyagr ile yara ortu filmlerinin
biyuuyumlulugunun belirlenebilmesi icin yag ve filmlere in vitro sitotoksisite testi

uygulanmigtir.

3.4.2.1. Ozonize Zeytinya@i Uriinlerin In-Vitro Sitotoksitite Testi

Calismada L929 hucreleri kullanilarak, ozonize zeytinyagi ve sirasiyla zeytinyagi
ve gliserol ile seyreltiimis érneklerin in vitro sitotoksitite analizleri yapiimigtir. L929
hicreleri, %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Biochrom, Germany) %1 Penisilin-
Streptomisin (Biochrom, Germany) ve %1 L-Glutamin (Biochrom, Germany)
iceren Dulbecco's Modified Eagle’s medium-F12 (DMEM-F12) (Biochrom,
Germany ) besi ortami igerisinde, 37 °C’ de %95 hava ve %5 CO:2 igeren nemli
inkibatorde, 96 kuyulu kiltir kabinda, 2x10* hiicre/ml yogunlugunda 24 saat
sureyle kulture edilmigtir. Analiz edilecek urtnler farkli hacimlerdeki %21 (v/v)
DMSO iginde ¢ozunmastur. %1 (v/v) DMSO ig¢inde ¢dzinen farkli dilisyonlardaki
ozonize zeytinyagi érneklerinden iceren herbir karisimdan 0.2-75 pl araliginda 11
adet numune alinarak 200 mikrolitre besi ortamina ekim yapilmis ve kulttr kabi
37 °C’ de 24 saat bekletilmistir. Bu sirenin sonunda dilusyonlara ve kontrole ait

hdcre yapilari mikroskop ile incelenerek fotograflanmigtir.

Calismada ozonize zeytinyagi ve sirasiyla zeytinyagi ve gliserol ile seyreltiimis
orneklerin kantitatif olarak hlcre canlih@i Gzerinde etkilerini belirlemek amaciyla
MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid) yontemi kullanilarak in
vitro-sitoksisite testi yapiimigtir. Yontemde L929 hucreleri kulture edildikten sonra
%1 (viv) DMSO iginde c¢ozunen farkli dilusyonlarda kontrol grubundan
(zeytinyagi, gliserol) ve ozonize zeytinyadi érneklerini iceren dillisyonlardan 5,
25, 75 pl numune alinarak 200 mikrolitre besi ortamina ekim yapilmig ve kultar
kabi 37 °C’ de 24 saat bekletilmistir. 96’lik plak kuyucuklarinda bulunan ortam ve
hicre karisimi Gzerine, hazirlanmig MTT soltisyonundan 200 pl ilave edililerek 3
saat 37 °C’'de ve % 5 CO:2 kosulunda karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda MTT-Besi ortami ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Her kuyucuga 100 pL

izopropil alkol eklendikten sonra inkubasyonu yapilan hucrelerin, mikroplak
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okuyucu spektrofotometre cihazi ile (BIOTEK, pQuant) 570 nm absorbans

degerinde 24 ve 48 saat inkibasyon suresi sonunda olgumleri yapildi.

3.4.2. Yara Ortiisii Filmlerin in-Vitro Sitotoksitite Testi

Yara ortu filmlerinin in-vitro sitotoksitite ¢alismalari L929 hucreleri ile “ekstrat
yontemi (elution)” kullanilarak gercgeklestiriimigtir. Calismada hicre canhliginin
degerlendiriimesi icin farkh yara ortu filmlerden 1.2 cm c¢apinda diskler kesilmis
ve farkli hacimlerdeki (10,15 20 ml) serum ¢dzeltilerinde farkli strelerde 37 °C
‘de bekletilmigtir. Belirlenen surelerin sonunda film ekstralari 0.22 um filtrelerden
gegirilerek sterillenmigtir. Strerillenen ¢ozeltilerden 5-75 pl olarak hacim
araliginda alinan 5 numune 200 mikrolitre besi ortamina eklenmis ve kultlr kabi
37 °C’ de 24 saat bekletilmistir. Bu slirenin sonunda filmlere ve kontrole ait hiicre

yapilari mikroskop ile incelenerek fotograflanmistir.

Calismada ozonize zeytinyagi iceren yara ortu filmlerin kantitatif olarak hucre
canhh@i Uzerinde etkisini belirlemek amaciyla MTT yontemi kullanilarak in vitro-
sitoksisite testi yapilmistir. L929 hucreleri kuture edildikten sonra kontrol grubu
(serum c¢ozeltisi) ve 5,10 ml serum c¢ozeltisinde 24 saat bekletilen film
ekstralarindan 5-75 pl olarak hacim araliginda numune alinarak 200 mikrolitre
besi ortamina ekim yapilmig ve kilttr kabi 37 °C’ de 24 saat bekletilmistir. Bolim
3.4.2.1" bahsedilen MTT proseduru izlenerek 24 ve 48 saat inklibasyon suresi

sonunda oOl¢gumler yapilimistir.
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4. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA
Bu bdlumde; sentezlenen ozonize zeytinyagi ve hazirlanan yara ortu filmlerinin
fiziksel-kimyasal karakterizasyonlari ve antimikrobiyal ozellikleri ile L929
hicrelerinin - canlihdr  Uzerine etkilerinin  belilenmesi amaciyla yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar sunulmus ve bu sonuglar literatlr 1s1ginda

tartisiimigtir.

4.1. On Caligmalar

4.1.1. Uygun Bilesen Konsantrasyonuna Sahip Yara Ortii Filmlerin
Hazirlamasi

Calismada farkli deney sistemi tasarimlariyla bilesen konsantrasyonlari (kitre,
ozonize zeytinyagl, gliserol, jelatin, genipin), ortam parametreleri ve kullanilacak
yontemler belirlenerek standartlara uygunlugu test edilmis ve literatirde 6zgln

degeri olan yeni yara o6rtu filmleri hazirlanmistir.
4.1.1.1. Uygun Kitre Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada kitre bazli yara ortu filmlerin hazirlanmasinda en uygun Kkitre
konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla, konsantrasyon %1-4 (w/v) araliginda
olacak sekilde degistiriimistir. Buna gore; %1-2 (w/v) konsantrasyon araliinda
hazirlanan kitre kullanilarak hazirlanan filmlerde ozonize zeytinyaginin yapi
icerisine alinmadigr goérulmustar. %2-4 (w/v) kitre kullanildiginda ise ¢ozeltilerde
ise, suda tam olarak ¢ézinmenin gergeklesemedigi ve bunun sonucunda olusan
jel icerisinde yer yer topaklanmalarin oldugu tespit edilmistir. Ayrica %2-4 (w/v)
konsantrasyon araliginda kitre kullanilarak hazirlanan yara ortu filmlerinin kurutma

isleminden sonra homojen bir yapida olmadiklari da gérulmuastur.

Buna gore; calismada kitre icin %2 (w/v) olarak belirlenen konsantrasyonun suda
tam olarak ¢ozunmenin gergeklestigi, petri kaplarina dokimun kolay oldugu ve
sonugta homojen goruntide filmlerin hazirlandigi en uygun ve en ylksek

konsantrasyon olduguna karar verilmigtir.

4.1.1.2. Uygun Gliserol Konsantrasyonun Belirlenmesi

Plastiklestici ajan olarak kullanilan gliserol i¢in en uygun konsantrasyonun
belirlenmesi amaciyla gliserol konsantrasyonu 9%0.5-%8 (v/v) araliginda
degistirilerek yara ortu filmleri hazirlanmistir. Calismada plastiklestirici ajan
kullanilmadan sadece kitre ile hazirlanan yara ortu filmlerinin elastikiyetlerinin az,

sert ve kirllgan yapida olduklari goértlmastur (Sekil 4.1). Ayrica filmlerin kuruma
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esnasinda yuzeylerinin ¢atladigi ve dokim sirasinda petri kaplarina yapistiklari da
tespit edilmistir. Ylksek gliserol konsantrasyon araliginda ( %4-8 (v/v)) hazirlanan
filmler petri kaplarina dokuldigtnde Uzerlerinde yag damlaciklarinin olustugu ve
kap icinden Kkolay siyrilmalarina ragmen elastik olan yapilari ve mekanik
dayanimlarinin az olmasi nedeniyle yer yer yirtilmalarin meydana geldigi
gorulmastir (Sekil 4.2). Calismada sadece kitre kullanilarak hazirlanan yara o6rtl
filmleri igin belirlenen en uygun gliserol konsantrasyon aralidinin %2-4 (v/v) oldugu

tespit edilmigtir.

Sekil 4.2. Yiksek gliserol konsantrasyonu araliginda (% 4-8 v/v) hazirlanan yara
ortd filmi gérantusu
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4.1.1.3. Uygun Ozonize Zeytinyagi Konsantrasyonu

Calismada plastiklestirici ajan icermeyen sadece kitre ve ozonize zeytinyagi
kullanilarak hazirlanan yara ortu filmlerinin Ust ylzeylerinin yag tabakasi ile
kaplanmig ve elastik olmayan bir yapida olduklari goérulmastir. Bu nedenle
calismalarda en uygun ozonize zeytinyadi konsantrasyonun belirlenmesinde
ozonize zeytinyagi/gliserol (v/v) orani goz énunde bulundurularak yara értu filmleri
hazirlanmistir. Ozonize zeytinyagi/gliserol (v/v) orani 1’den yuksek oldugunda
ozonize zeytinyaginin yara ortu film icerisinde homojen dagilamadigi ve film
Uzerinde yag birikiminin oldugu tespit edilmigtir (Sekil 4.3). Maizura ve
arkadaslarinin [173] lemongrass yagi igerikli aljinat ve nisasta bazl yenilenebilir
filmlerin antibakteriyel ve mekanik o6zelliklerini inceledikleri c¢alismada, film
icerisinde gliserol oraninin artmasiyla lemongrass yaginin matriks yapi igerisinde
homojen bir sekilde dagildigi antimikrobiyal test sonuglarinda artan zon c¢api ile
tespit edilmistir. Kitrenin ayni zamanda sahip oldudu yuksek ylzey aktif 6zelligi
sayesinde yad/su arasinda olusan ara yuzeyi absorbe ederek ylzey gerilimini
dusurdigu ve bdylece hazirlanan karisimlarda iyi bir emdulsifiye edici 6zellik
gosterdigi bilinmektedir. Kitrenin emulsifiye edici 6zelligi, yapisinda disuk oranda
bulunan protein igerigi (<%4 (w/w)) ile iliskilendiriimektedir [174]. Sonug olarak
calismalarda ozonize zeytinyaginin kitre ¢ozeltisi icerisinde homojen dagilimini
saglayabilmek igin herhangi bir surfaktant kullanimina ihtiya¢g duyulmamigtir.
Ozonize zeytinyagi/gliserol (v/v) oraninin < 1 oldugu durumlarda ozonize
zeytinyaginin  hazirlanan film vyapisi igerisinde iyi bir sekilde dagildigi

dusunulmektedir.
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Sekil 4.3. Ozonize zeytinyagi/gliserol (v/v) >1 oldugu yara 6rtu filmine ait gérunti
4.1.1.4. Fiziksel Yolla Gapraz Baglanmis Filmlerin Sentez Yontemi

Calsmada %2 (w/v) kitre ve degisen konsantrasyonlarda ozonize
zeytinyagi/gliserol iceren filmlerin; mekanik, sisme, parcalanma ve jelatin yara
modeli Uzerinde genigleme gibi fiziksel 6zelliklerinin arttirilabilmesi icin fiziksel yolla
¢capraz baglanma iglemleri gerceklestiriimistir. Bu amagla hazirlanan yara orti
filmlerinden kesilen diskler kesilerek serum c¢oézeltisi icine atilmis ve orneklerin
parcalanma sureleri dikkate alinarak fiziksel yolla yapilan ¢apraz baglanmanin

filmler Uzerindeki etkisi incelenmigtir.

Fiziksel yolla capraz baglanma, polimerlerin bazi molekuller arasi kuvvetler
(dispersiyon) , kalici dipoller, hidrojen baglari ve iyonik etkilesimler sonucu biraraya

gelmesi ile meydana gelmektedir [175].

Calismada hazirlanan filmlerde kullanilacak baglanma ajanlarinin dogal igerikli
olmalarina dikkat edilmistir. Dogal biyopolimerler olarak secilen sodyum aljinat,
karboksimetilselliloz ve jelatin ¢ozeltileri ile kitre ¢dzeltisi ile bir araya getirilerek
olusan hidrojen baglari ile fiziksel yolla gapraz bagl filmler hazirlanmistir. Hidrojen
bagdlari ile gergeklesen fiziksel baglanma ile iki veya daha fazla dogal polimerin bir
araya getirilebilmektedir. Jelatin/agar, nisasta/karboksimetilseliloz, hiyaluronik
asit/metil selliloze gibi polimer karigimlari hidrojen bagdlar ile fiziksel yolla
baglanmis jel tipi yapilara 6rnek verilebilir [176, 177]. Hidrojen bagli ag yapilarinin
en oOnemli dezavantajl su ve sulu c¢oOzeltiler icerisinde Kkisa slrede

parcalanmalaridir [178]. Calismada degisen oranlarda karboksimetil sellloz/kitre
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zamki, aljinat/kitre ve jelatin/kitre (w/w) biyopolimer karigimlarinin kullaniimasinin
hazirlanan filmlerin fiziksel 6zelliklerini degistirmedigi tespit edilmigstir. Biyopolimer
karigsimlari ile hazirlanan filmlerin serum sivisi igerinde pargalanma surelerinin

sadece kitre ile hazirlanan filmler ile ayni oldugu tespit edilmistir.

Calismada degisen oranlarda sodyum aljinat/kitre (w/w) iceren filmler hazirlanarak,
%5 (w/v) CaClz2 ¢ozeltisi igerine daldirma veya %5 (w/v) CaCl. ekleme
yontemleriyle iyonik etkilesim sonucu fiziksel ¢apraz baglh filmler hazirlanmigtir.

Fakat bu yontemle homojen yapida filmler hazirlanamamistir.

Kiani ve arkadaslan [149] kitreyi sirasiyla gliserol ve etilen glikol ile gapraz
baglayarak hidrojel filmler hazirlamiglardir. Farkli konsantrasyonlarda c¢apraz
baglama ajani, reaksiyon sicakli§i ve reaksiyon suresinin hidrojel filmlerin sisme
ozelligine etkisi incelenmigtir. Yapilan bu caligmadaki metot izlenerek; yuksek
sicaklikta (85-95 °C) ve 2-3 saat araliginda reaksiyon suresinde kitre zamki
¢cOzeltisi ile c¢apraz bagh filmler sentezlenmeye c¢alisiimistir. Bu metotla
sentezlenen filmlerin de serum sivisi igerisindeki pargalanma surelerinin sadece

kitre zamki ile hazirlanan filmler ile ayni oldugu tespit edilmistir.

4.1.1.5. Kimyasal Yolla Gapraz Baglanmis Filmlerin Hazirlanmasi

Kitre bazl yara ortUsu filmlerin kimyasal yolla ¢capraz baglanmasi dogal ve bitkisel
kaynakli bir ajan olan genipin kullanilarak yapilmistir. Genipin polimer yapilarindaki
amino gruplar ile reaksiyona girerek capraz baglanma reaksiyonunu
gerceklestirmektedir. Calismada ilk olarak kitre zamki ile genipin biraraya
getirilerek filmler hazirlanmigtir. Fakat kitre igerisinde %4 (w/w)’ Un altinda eser
miktarda amino grubu icermesi nedeniyle genipin ile capraz baglanmis filmler
hazirlanamamistir [144]. Bu nedenle filmler hazirlanirken kitre ile birlikte yapisinda
amioasit gruplari bulunan dogal bir biyopolimer olan sigir jelatini kullanilarak
genipinin bu gruplar Gzerinden inter ve intra molekuler yolla kimyasal olarak ¢apraz
bag yapmasi saglanmistir (Sekil E.3.1). Capraz bagh filmlerin hazirlanmasinda
jelatinin ve genipinin uygun konsantrasyonun belirlenmesinde sirasiyla %0.3-3
(w/v) ve %0.0185-0.15 (v/v) araliginda kullanilan konsantrasyonlarda kitre zamki
esasli filmler hazirlanarak deneysel ¢alismalar yapiimistir. Saarai ve arkadaslari
[175] gcaligmalarinda aljinat ve jelatin polimeler karigimi matriks yapilarin mekanik
ve termal ozelliklerini arttirmak amaciyla genipin ile kimyasal ¢capraz baglama

yontemini kullanmiglardir. Calismamizda Saarai ve arkadaslarinin kullandiklari
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yara ortu film hazirlama metodundan yararlanilarak genipin ile kimyasal bagl kitre

zamki esasli filmler hazirlanmigtir.

4.1.1.6. Film Kurutma Sicakhgi ve Homojen Film Dokumu Optimizasyonu

Calismada hazirlanan yara ortu film ¢ozeltilerinin karigtirma esnasinda veya petri
kaplarina dokulurken hava kabarciklarinin olustugu tespit edilmigtir. Jel ¢ozelti
icinde olusan hava kabarciklarinin giderilmesi homojen yapida filmler hazirlanmasi
acisindan o©Onemlidir. Calismada hava kabarciklarinin giderilmesi igin, jel
¢Ozeltilerin petri kaplarina dokulmesinden sonra 3 saat boyunca petrilerin oda

sicakliginda bekletiimesiyle saglanmistir.

Tanyolag ve arkadaslari ozonize zeytinyaginin Uretimi esnasinda 45°C sicakhgin
ustiindeki degerlerde Urinde bozulma ve patlama ya da yanma riski
olusabilecegini tespit etmiglerdir [6]. Liu ve arkadaslari [179] kurutma sicakhgdinin
genipin ile gapraz baglanmis jelatin filmlerin kimyasal ve fiziksel yapilari Uzerine
etkilerini arastirdiklari bir galisma yayinlamiglardir. Calismada yapilan SEM, sisme
ve mekanik test sonuglari, 25 °C’ de kurutulan filmlerin kimyasal ve fiziksel
yapilarinin, 80 °C ve -20 °C’de kurutulan filmlere gore daha iyi oldugunu
gOstermigtir. Aguirre-Alvarez ve arkadaslari [180] genipin ile ¢apraz baglanmis
jelatin filmlerin farkli sicakliklarda kurutulmasinin filmlerin mekanik 6zelliklerindeki
degisime etkisini incelemiglerdir. Bu calismada kurutma sicakhiginin artigiyla jelatin

filmlerin kirllgan yapilarinin arttigi belirlenmistir.

Calismamizda ozonize zeytinyaginin film icinde yapisal olarak bozunmasini
onlemek ve filmlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini arttirmak icin kurutma sicakhgi

35 °C olarak belirlenmisgtir.

4.2. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi Analizi

Hazirlanan yara ortu filmlerin yUzeylerinde bulunan fonksiyonel gruplarin
aydinlatiimasi ve sentez parametrelerinin yapiya olan etkisinin belirlenebilmesi
amaciyla Fourier Dénusimlli Infrared Spektrofotometresi (FTIR) kullanilarak
yapisal karakterizasyon gercgeklestiriimistir. Sekil 4.4’ de sirasi ile kitre, jelatin ve
GJ (kitre/jelatin/gliserol) kodlu filme ait FT-IR spektrumlari gésterilmistir. Kitre igin
alinan spektrumda 3341 cm™ deki genis band O-H gruplarinin esneme
titresimlerini gostermektedir. Ayni spektrumda 2925 cm™ deki pik kitrenin
yapisinda bulunan —CHs, 1731 ve 1630 cm** deki pikler ise —COO" gruplara ait

54



karakteristik pikleri gostermektedir. Yapida bulunan karboksilik asit (—COO")
gruplari d-galakturonik asitin varligini isaret etmektedir [140, 141, 149, 181].

Sekil 4.4’ de jelatin tozu igin alinan FT-IR spektrumda gozlenen, 3290 cmY'deki
absorpsiyon bandi O-H, N-H ve molekll i¢i hidrojen baglarinin (O-H) gerilme
titresimlerini gostermektedir. 1627 ve 1515 cm™ deki absorpsiyon bantlari
sirasiyla amid | (C=0O ve C-N) ve amid Il (N-H) gerilim titresimlerine aittir. Ayni
spektrumda 2934 cm'’ deki pik C-H baglarindaki geriimeyi gostermektedir. 1339
ile 1443 cm arasindaki absorpsiyon bandlari ise jelatinin sahip oldugu heliks

yapinin varligina bagli olarak ortaya ¢ikan bantlari gostermektedir. [182, 183].

Sekil 4.4 de %2 (w/v) kitre, % 0.6 (w/v) jelatin ve gliserol ile hazirlanan JG kodlu
filmi icin alinan FT-IR spektrumda goézlenen 3275 cm deki band O-H gruplarinin
esneme titresimlerine aittir. Spektrumda kitre ve jelatin tozuna ait 3334 ve 3290
cm™’ de goézlenen piklerin JG kodlu filmde 3275 cm™ * ye kaydigi gorilmektedir.
Jelatin tozuna ait amid | ve amid |l bandlarina ait piklerin JG filminde sirasiyla 1627’
den 1648 cm™? ye ve 1517’ den 1550 cm™ ye kaydi§i ve siddetlerinin azaldid:
gorilmektedir. Kitrenin 1731 cm‘de karboksilik asit gruplarina ait karakteristik
bandinin ise JG kodlu yara ortu film spektrumunda bulunmadigi goralmektedir. JG
film spektrumunda belirlenen bu degisimlerin kitrede bulunan negatif yUklG
karboksilik gruplari (-COOH) ile jelatinde bulunan serbest pozitif yukllu gruplar (-
NH2) arasindaki etkilesimden kaynaklandigi distunulmektedir (Sekil E3-1). Manna
ve arkadaslari [184], karboksimetillenmis guar zamki ve jelatin ile hazirladiklari
filmler icin alinan FTIR spektrumunda gorulen pikler ile pik siddetlerindeki
degisikliklerin, film yapisinda bulunan -NH2 ve —COOH gruplar arasindaki
kovalent etkilesimler sonucu olusan amid badglarindan kaynaklandigini ileri
surmuslerdir. Benzer etkilesim karboksimetilsellloz/jelatin ile hazirlanan
mikropartikuller, bakteriyel selluloz/jelatin iceren filmler ve kitosan/jelatin ile
hazirlanan yapi iskeleleri igin de tespit edilmistir [191, 192]. Buna gore; JG kodlu
yara ortu film spektrumunda goézlenen pik dalgaboylarindaki kaymalarin, kitre ile
jelatinin karakteristik gruplari arasindaki fiziksel etkilesimden kaynaklandigi ve bu
durumun her iki biyopolimer arasindaki molekuler uyumun bir géstergesi oldugu ile

aciklanabilir.
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Sekil 4.4. Kitre, jelatin tozu ve JG kodlu yara 6rtl film drnedine ait FT-IR
spektrumliari

Sekil 4.5’ de sentezlenen ozonize zeytinyadi ve ticari ozonize yagi i¢in alinan FT-
IR spektrumlari gorllmektedir. Literatirde ozonlanmis vyaglarin FT-IR
spektrumlarinda karakteristik absorpsiyon bantlarinin 1654 ve 1740 cmYdeki
ester grubuna ait karbon cift bag (C=C) gerilme bandlari ile , 3009 cm*'deki (=C-
H) ve 1105 cmY'deki ozonid gruplarina ait C-O gerilme bantlari oldugu rapor
edilmistir [185]. Calismada sentezlenen ozonize zeytinyagi igin bu pikler 1628,
1740 ve 1104 cm™ de; ticari ozonize yag igin 3007, 1743, 1117 cm™ deki
absorpsiyon bandlari olarak gorulmektedir. Sekil 4.5’ de sentezlenen ozonize
zeytinyadi icin alinan FT-IR spektremundaise 1742 cm™’ de genis bir absorpsiyon
bandi gorilirken, ticari ozonize yag da bu band 1743 cm'’de daha keskin bir pik
olarak gorulmektedir. Literatirde yaglarin ozonlanma surelerinin artmasi ile 1740
cm - deki metil ester yapida yer alan karbonil gruplarina ait bandlarin genisledigi
ve 1700 cm "V'de ise yeni bir pikin olustugu bildirilmistir [186]. Sentezlenen ozonize
zeytinyaginda 1742 cmY'deki genis bandin yaninda 1702 cm'de yeni bir bandin
olustugu da gorulmektedir. Sekil 4.5’ de sadece Urunumuizde goérulen 1100 cm-
deki keskin bandin artan ozonlanma siiresi ile iligkilendirilebilecegi
dusunudlmustar [187]. Yaglarda ozonlanma suresinin artmasi ile doymamis ¢ift bag
iceren yag asitleri doymus hale gegmekte bdylece olusan ozonid/aldehid orani
artarken viskozitesi yuksek, jel kivaminda bir Grtn elde edilmektedir [186].

56



Sentezlenen ozonize zeytinyagi

Ticari ozonize zeytinyagi

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga =ayiz1 (cm-1)

Sekil 4.5. Sentezlenen ozonize zeytinyadi ve ticari ozonize yagina ait FT-IR
spektrumliari

Sekil 4.6’ da sirasiyla farkli konsantrasyonlarda gliserol ile hazirlanan G-Oi2, G-
022 ve G-O24 kodlu yara ortu filmleri igin alinan FT-IR spektrumlari gorilmektedir.
Spektrumda, gliserol konsantrasyonun arttiriimasi ile  3000-3500 cm™ araliginda
bulunan O-H gruplarina ait piklerin yogunlugunun arttigi gértilmektedir. Bu durum
gliserol ile kitrede bulunan -OH gruplari arasinda olusan hidrojen baglarinin
sayisindaki artis ile aciklanabilir. Benzer durum Cerqueira ve arkadaslarinin [188]
misir yagi ve gliserol kullanarak hazirladiklari kitosan bazli filmlerine ait FT-IR

spektrumlarinda da gorulmektedir.
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Sekil 4.6. Farkh konsantrasyonlarda gliserol ile hazirlanan A) G-O12, B)G-O22
C)G-024 kodlu yara orta filmlerine ait FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.7° de gapraz baglama ajani icermeyen GJ-O22 kodlu yara ortu ornegi ile
genipin ile hazirlanan GJ1G-OCs kodlu yara ortu film 6rnegi i¢cin alinan FT-IR
spektrumlari, Sekil 4.8’ de jelatin kullanilarak hazirlanmis GJ1G-OC2, GJ2G-OC2
ve GJ3G-OC: kodlu yara ortu film ornekleri icin alinan FT-IR spektrumlari
gorulmektedir. Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’ de yer alan spektrumlarda sadece 1630-1640
cm™ band araliginda olusan amid | (C=0, C-N) ve 1540-1550 cm™ araliginda yer
alan amid Il (N-H) absorpsiyon bantlarina ait pik yogunluklarinin arttigi
gorulmektedir. Sekil 4.8 de genipinin jelatine baglanmasiyla ortaya c¢ikan
heterosiklik yapidaki amid gruplari nedeniyle gapraz baglayici ajan igeren yara ortu
filmlerinde jelatin konsantrasyonun artmasiyla amid | ve amid Il band
yogunluklarinin arttigi gorulmektedir. Ayni zamanda amid | bandinda gorulen artan
pik siddeti jelatinde bulunan amino gruplari ile genipinde yer alan ester gruplari
arasinda gergeklesen reaksiyon sonucu olusan ikincil amid grubun olusumu ile de
aciklanabilir. Literaturde aljinat/jelatin, kitosan/BSA/jelatin ve kitosan/jelatin
polimer karigimlarinin genipin ile gapraz baglanmasi ile olusan yapilarin FT-IR

analizlerinde de benzer sonuglar rapor edilmigstir [175, 189, 190]

3500 3000 2500 2000 1500
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Sekil 4.7. Capraz baglama ajanini icermeyen GJi-O22 kodlu yara orta film érnegi
(B) ve capraz baglama ajani iceren (0.074 (v/v)) GJ1G-OCs3 kodlu yara ortu film
ornegine (A) ait FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda jelatin (%0.6-1.2-2) (w/v)) kullanilarak
hazirlanan ¢apraz baglanmis A) GJ1G-OC2B) GJ2G-OC:2 C) GJ3G-OC: kodlu yara
ortd filmlerine ait FT-IR spektrumlari

4.3. Termal Gravimetrik Analizler

Sekil 4.9 ‘da kitreye ait TGA ve DTG (diferansiyel termal gravimetrik analiz)
termogramlari gosterilmigtir. Kitre zamkinin TGA egrisi diger bircok biyopolimer
gibi iki basamakli kitle kaybini gostermektedir [191]. Biyopolimerlerin ilk bozunma
basamaginda suyun buharlasmasi ile gorulen kitle kaybi yaklasik %3.68 ila
%314.23 arasinda gerceklesmekte ve bu asamada bir faz gecisi olmaktadir. ikinci
kutle kaybi biyopolimerlerin sahip olduklari polisakkaritlerin bozunmasi ile %45.64
ile %66.07 arasinda gerceklesmekte ve genis bir sicaklik araliginda gerceklesen
bu basamakta hem fiziksel gecis hem de termal degredasyon gerceklesmektedir
[191]. Calismada kitrede suyun buharlasmasi ile gerceklesen kitle kaybi1 %7 iken
ikinci kitle kaybinin yaklasik %63 oraninda oldugu goérulmektedir. DTG
termogrami ise 90 ve 260 °C’ de iki endotermik pik icermektedir. Literatlrde ise
kitre icin endotermik pik sicakliklari 59 ve 274 °C sicakliklar oldugu rapor edilmigtir.
Kitre sahip oldugu ylksek endotermik pik sicakhigi nedeniyle biyopolimerler
arasinda en ylUksek termal kararliiga sahip bitkisel kaynakli recine o6zelligi
tasimaktadir [192].
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Sekil 4.9. Kitreye ait TGA ve DTG termogramlari

Sekil 4.10° de verilen G kodlu yara ortu film 6rnedine ait TGA egrisinde 3 adet
bozunma basamagi goriilmektedir. ilk basamakta suyun buharlasmasi ile kitle
kaybinin %6.7, ikinci basamakta gliseroliin etkisiyle olusan kitle kaybinin %53,
Uclncu basamakta ise polisakkaritlerin bozunmasi ile olusan kutle kaybinin %15
oldugu gorulmektedir. DTG termograminda endotermik pik sicakliklarinin sirasi ile
85, 230 ve 355 °C oldugu goérulmektedir. Benzer durum Martins ve arkadaslarinin
[193] k—karragenan ve kegiboynuzu zamki kullanarak hazirladiklari yenilebilir film

orneklerine ait TGA ve DTG termogramlarin da gorulmektedir.
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Sekil 4.10. G kodlu yara ortu film érnegine ait TGA ve DTG termogramlari

Ozonize zeytinyagi kullanilarak hazirlanan G-O22 kodlu yara oértu filmi érneginde 4
ayrl bozunma basamag gozlemlenmistir (Sekil 4.11). ilk basamakta suyun
buharlagsmasi ile kutle kaybinin % 13, ikinci basamakta gliserolin etkisiyle olusan
kutle kaybinin %49, Gglncl basamakta polisakkaritlerin bozunmasi ile olusan kutle
kaybinin %11 ve dérdincu basamakta ozonize zeytinyagdinin etkisiyle olusan kutle
kaybinin %5 oldugu gorulmektedir. Benzer durum Tongnuanchan ve
arkadaslarinin [2] limon, bergamot yagi ve limon yagi kullanarak hazirladiklari balik
jelatini bazl filmlerin TGA sonugclarinda da tespit edilmistir. G-O22 kodlu yara ortu
filminin termal sicakliklardaki degisimler dikkate deger duzeyde olmadigi igin

ozonize zeytinyadi eklenmesiyle filmlerin termal kararliiginin degismedigi
dusunulmektedir.
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Sekil 4.11. G-Oz22 kodlu yara 6rtu film érnedine ait TGA ve DTG termogramlari

Genipin kullanarak hazirlanan GJ1G-OC1 kodlu yara ortu film érnegine ait TGA
termograminda 4 basamakli bozunma goérilmektedir. Capraz baglayici ajan
icermeyen G-O22 kodlu yara ortu film 6rnegi ile karsilastirildiginda son endotermik
pik sicakliginin genipin eklenmesiyle 341 °C’ den 401 °C’ ye yukseldigi, TGA
egrisinin ise genisledigi gorulmektedir. Bu sonuglar ¢apraz baglayici ajan kullanimi
ile yara ortu filmlerinin termal stabilitesinin 6nemli élgtide arttiginin bir kanitidir.

Benzer durumda Saravanan ve arkadaslari

kararhliginin capraz badglayici ajan icermeyen filmlere gbére c¢cok daha fazla
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oldugunu rapor etmiglerdir.
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Sekil 4.12. GJ1G-0OC: kodlu filmine ait TGA ve DTG termogramlari

4.4. Nukleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi Analizi

Calismada sentezlenen ozonize zeytinyadinin karakterizasyonu igin alinan ait *H-
NMR spektrumlarinda (Sekil 4.13-14) 9.71 ve 2.5 ppm’deki sinyallerin 1,2,4-
trioksolan, aldehit ve a-metilen grubuna ait sinyaller oldugu ve literatirde bu
sinyalerin ozonlanmis yadlar igin alinan sinyaller (Cizelge 4.1) ile benzer oldugu
gorulmustar [186, 195, 196]. Ozon gazinin doymamis yag asitleri ile tepkimesinde
cift baglar kirilarak kararsiz ozonid urlnleri olusmaktadir. Criegee reaksiyonu
olarak tanimlanan bu tepkimede ozonid, trioksolan benzeri karbonil fragmentleri,
ile aldehit ve peroksitlere donismektedir [187].

Cizelge 4.1. Literatlirde yer alan ozonize zeytinyaglarina ait karakteristik *H-NMR
spektrum sinyalleri

Sinyal (ppm) Fonksiyonel grup
5.15 1,2,4-trioxolane
9.71 Aldehit
2.5 a-Metilen grup
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Sekil 4.13. Sentezlenen ozonize zeytinyagina ait 'H-NMR spektrumu (0-7 ppm
araligi)
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Sekil 4.14. Sentezlenen ozonize zeytinyadina ait *H-NMR spektrumu (7-10 ppm
aralhgi)

Diaz ve arkadaslarinin 2003 ve 2006 yillarinda ozonlanmis aygigcek yaginin
ozeliklerini 'H-NMR kullanarak arastirdiklari ¢alismalarda alinan 'H-NMR
spektrumda 5.35 ve 2.76 ppm’ de gbézlenen sinyallerin yagda bulunan (C=C) cift
baglarin ozon gazi ile tamamen reaksiyona girmesi ile kaybolmalari gerektigi rapor
edilmistir [2]. Sega ve arkadaslari yaptiklari galismada ozonlanmig susam yaginin
yapisal ozelliklerini *H-NMR ve *C-NMR analiz sonuglari ile karsilastirmali olarak
incelemiglerdir. Calismada alinan 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlarinda
yaglardaki karbon cift baglarinin kaybolmasi ile 5.29, 2.72 ve 2.03—-1.96 ppm’ de
g6zlenen sinyallerin disuk, 5.11-5.08, 1.63 ve 1.35 ppm’ de gbzlenen sinyallerin
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ise yuksek yogunluga sahip olduklari rapor edilmigtir [197]. Bu g¢alismada
sentezlenen ozonize zeytinyadi igin alinan *H-NMR spektrumu incelendiginde;
spektrumda 5.11-5.08, 1.63 ve 1.35 ppm’ lerde yuksek, 5.29, 2.72 ve 2.03-1.96
ppm’ lerde duslk sinyaller alinirken 5.35 ve 2.76 ppm’ de hig¢ sinyal alinmadigi
gorulmektedir (Sekil 4.13). Bu sonuglar sentezlenen ozonize zeytinyaginda gift
baglarin ozon gazi ile tamamen reaksiyona girmis oldugunu ve bdylece istenilen

kalitede Urln elde edildigini gdstermektedir.

4.5. Gaz Kromatogrofisi- Kutle Spektrometresi Analizi
Calismada zeytinyagindan ozonlama islemi ile sonunda elde edilen okside yag
artnlerinin neler oldugu GC-MS analizi ile belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Sentezlenen ozonize zeytinyagi ile ticari ozonize zeytinyaginin GC-
MS analiz sonuglari

Pik
alanlan
Nonanal Nonanoik Oleik asit
Numune .
asit
Ozonize 2146227 1497205 0
zeytinyagi
Ticari ozon yagi 250452 0 169037

Saf zeytinyagi bilesiminde %70-85 oraninda oleik asit igcermektedir [115].
Ozonlama iglemi esnasinda ozon, yagin yapisinda bulunan oleik asit icinde
bulunan karbon-karbon gift baglari ile kolayca reaksiyona girerek okside yag tranu
olarak nanonal (aldehid) ve nananoik asite (karboksilik asit) donismektedir [198].
Rosado ve arkadaslar [199] GC-MS analizleri sonucunda ozonlanmis aygicek
yaginin doymus ve doymamis aldehit gruplari (heksanol, nonanal, 3-nonenal and
malonaldehit) ile karboksilik asit gruplari igeren okside yag urtinlerine donustigunu
gormaglerdir. Cirlini ve arkadaslari ise GC-MS analizi ile ozonlanmis susam
yaginin karakterizasyonu Uzerine yaptiklari galismada nonanal ve nonanoik asitin

ozonlama sonucu olugan baglica bilesenler oldugunu tespit etmiglerdir [198].

Nonanal sahip oldugu anti-kanser 0zelliginin yaninda timoér buyumesini

engellemekte, embriyotoksisite ve teratojenite riskini azaltmakta ve diyabetik
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aktivitelerde de pozitif etki gostermektedir. Nonanoik asit ise Olu hucrelerin
uzaklastirlmasinda etkili olurken yaslandiricilara kargi da diren¢ gosterebilme
Ozelligine sahiptir. Pelarjonik asit olarak adlandirilan nonanoik asit

mikroorganizmalarin ézellikle funguslarin bliylimesini engellemektedir [200].

Cizelge 4.2 'de calismada sentezlenen ozonize zeytinyaginin ticari iriine nazaran
cok yuksek degerde nonanal ve nonanoik asit igerdigi buna ragmen ticari trinde
hi¢ nonanoik asit icermedigi gorilmektedir. Sentezlenen Urlinde hig oleik asite ait
pik gértlmemesi ¢ift baglarin tamamen kayboldugunun ve ozon gazinin ¢ift baglar
arasinda tamamen stabil hale getirildiginin kanitidir. GC-MS sonuglari daha 6nce
verilen FTIR ve H-NMR analiz sonuglarini destekler niteliktedir. Ticari Granin
yapisinda bulunan oleik asitin ozonlama isleminin tamamlanmadiginin bir
goOstergesi olup bu sonug¢ ayni Urine ait FTIR analiz sonuglari da bu durumu

destekler niteliktedir.

4.6. Ozonize Zeytinyagi ve Yara Ortii Filmlerin Peroksit Degerleri

Peroksit degeri Olgcimleri ozonlanmis yaglarin kalitesini belirlemek agisindan
oldukca buyuk onem tasimaktadir. Peroksit degeri (PV), 1000 gr ozon yaginda
olusabilecek reaktif oksijen miktarini (mEq/kg) belirtmektedir.

Peroksit sayisinin sivi ve kati yaglarda tayini standard iyodimetrik metod ile
belirlenmektedir [116]. iyodimetrik standart metodunun en énemli dezavantaiji
toplam peroksit degerini tam olarak belirleyememesidir. Cunkli metottaki iki
dakikalik reaksiyon suresi yuksek molekul agirhdina sahip hidroperoksit, hidrojen
peroksit, polimerik peroksit ve diger organik peroksitlerin iyodur ile reaksiyona girip
ortamdaki toplam iyotun serbest hale gegmesi icin yeterli olmamaktadir. Tellez ve
arkadaslari [114] ozonlanmis ay¢icek yagi kullanarak yaptiklari galismalarinda tim
peroksit bilesenlerinin reaksiyona girmesi i¢in gerekli surenin minimum 24 saat
oldugunu belirtmiglerdir. Bu ¢alismada 24 saatlik strenin Ustiunde devam eden
reaksiyonlarda ise peroksidik gruplardan karboksilik asit gruplarinin olusmasi

nedeniyle ozonlanmis yagin peroksit degerinde azalma oldugu tespit edilmistir.

Calismada sentezlenen ozonize zeytinyagi ve G-O22 kodlu yara 6rti film érneginin
peroksit dedgerlerinin belirlenmesi amaciyla ¢dzlcu olarak serum ve asetik

asit/kloroform kullanilarak 6n denemeler gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.15’ de G-O22 kodlu yara ortu filmi 6rneginden asetik asit/kloroform iginde
ortama salinan yag miktarina bagli olarak harcanan titrant hacminin (0.01 N
sodyum tiyosulfat) zamanla degisimi veriimektedir. Buna gore; yara ortu filminin
asetik asit/kloroform ile temas ettigi stre arttikgca salinan yag miktari artmis ve
buna bagli olarak peroksit degeri ile dogru orantili olarak harcanan titrant hacmi

de zamanla artig gostermistir.
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Sekil 4.15. G-O22 kodlu yara ortu filmi 6rneginde asetik asit/kloroform icinde
zamanla salinan yag miktarina bagli olarak harcanan titrant hacimleri

Sekil 4.16’ da G-O22 kodlu yara ortu film 6rnegi igin serum iginde zamanla salinan
ozonize zeytinyaginin miktarina bagh olarak harcanan titrant hacimlerinin zamanla
degisimi verilmektedir. Buna gore serum iginde bekletilen G-O22 kodlu yara ortl
film 6rneginden salinan yag miktarindaki artisa bagh olarak peroksit degeri ile

dogru orantili olarak harcanan titrant hacmi de zamanla artis gostermistir.
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Sekil 4.16. G-O22 kodlu yara o6rtu film 6rnegi igin serum iginde zamanla salinan
ozonize zeytinyagi miktarina bagli olarak harcanan titrant hacimleri

Cizelge 4.3’ de ozonize zeytinyadi ve G-Oz22 kodlu yara o6rtu film 6rnedi igin serum
ve asetik asit/kloroformun kullanildigi farkli ortamlarda yapilan 24 saatlik peroksit
degerleri tayin deneylerinde harcanan titrant hacmi (0.01 N sodyum tiyosulfat)
hacimleri yer almaktadir. Cizelgede ozonize zeytinyagi ve G-O22 kodlu yara ortu
film o6rnegdi icin harcanan titrant hacimleri karsilastiriidiginda serum icinde
harcanan titrant hacimlerin daha dusuk oldugu gértlmektedir. Bunun nedeni sulu
ortamda lipid oksidasyonun birincil GrinU olan hidroperoksitler kolaylikla aldehid

ve alkol iceren ikincil oksidasyon urunlerine daha hizl pargalanmis olabilirler.
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Cizelge 4.3.Sentezlenen ozonize zeytinyagi ve G-O22 kodlu yara 6rtu film 6rnegi
igin farkh ¢6zlicu ortamlarinda yapilan peroksit degeri tayininde harcanan titrant
(0.01 N sodyum tiyosulfat) hacimleri

Harcanan titrant (0.01 N sodyum tiyosiilfat)
hacimleri (ml)

Ornek Serum Gozeltisi Asetik
i Asit/Kloroform
I¢inde iginde
Ozonize zeytinyag! 20 85
G-022 10 50

Cizelge 4.4’ de saf zeytinyagi, zeytinyagi ile seyreltiimis ozonize zeytinyagi, GJ1G-
OC1, G-O22 kodlu yara 6rtu filmlerine ait hesaplanmig peroksit dederleri ile 6 hafta
boyunca isik altinda ve karanlikta bekletilen GJ1G-OC: yara ortu film érnegine ait

peroksit degerleri yer almaktadir.
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Cizelge 4.4. Zeytinyadi, ozonize zeytinyagl ve yara ortusu film &rneklerinin
kloroform/asetik asit igcinde peroksit degerleri

Numune Peroksit degeri
(mEq O2/kg yag)

Saf Zeytinyagi 19

. L 2700-2800
Ozonize zeytinyagdi

%50 (v/v) zeytinyadi 2600-2700
ile seyreltiimis
G-O22 793
379
GJ1G-0OCa
GJ1G-0OCa
(6 hafta 1sik altinda 379
birakildi)
GJ1G-0OCa
(6 hafta karanlikta 379
birakildi)

Calismada 6zel olarak tasarimi yapilmig reaktdrde uretilen ozonize zeytinyaginin
yaklagik 2700-2800 mEq O2/kg yag aralidinda bir ylksek bir peroksit degerine
sahip oldugu gorilmektedir. Saf zeytinyaginin peroksit degeri 19 mEqg O2/kg yag
olarak bulunmustur. Sentezlenen ozonize zeytinyaginin %50 (v/v) oraninda
zeytinyag! ile seyreltiimesi ile hazirlanan numunede peroksit sayisinda herhangi
bir degisim gorulmemigtir. Bu durum peroksit sayinin yaglarin sadece ozonlanma
reaksiyonu sirasinda reaksiyonu etkileyen parametrelerin degistiriimesiyle
degisebilecegini gostermektedir. Literatirde Valacchi ve arkadaslari Urettikleri
ozonlanmis susam yaginin peroksit degerlerini sirasiyla 949 mEq Oz2/kg yag igin
disik,1631 mEq Oz2/kg yag i¢in orta ve 3170 mEq O2/kg yagd igin ise ylksek
peroksit degerleri olarak siniflandirmiglardir [105].
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Sekil 4.17 'de saf zeytinyag, ticari ozonlanmig zeytinyagi ve sentezlenen ozonize
zeytinyagina orneklerine ait goruntulere yer verilmistir. Calismada Uretilen ozonize
zeytinyagl saf zeytinyagindan ve ticari ozonize zeytinyagindan daha yuksek
viskositeye sahip, jel kivaminda ve beyaz renktedir. Literatirde yadlarin
ozonlanmasi ile yapilarinda bulunan karbon gift baglarin azalacagi, tamamen
kayboldugunda ise yuksek viskosite ve yuksek peroksit degerlerinde seffaf ve
kalitesi yUksek urlin elde edilecegi belirtimektedir [120, 201]. Tam olarak
ozonlanmis yagin yuksek viskozitede ve jel kivaminda olmasinin drdn igindeki
ozon molekulinin ozonoid olarak uzun sure stabil kalmasini saglayarak, raf

omrunu de arttiracagi bilinmektedir [198].

Sekil 4.17. a) Saf zeytinyagi b) Ticari ozonize zeytinyagi c) Sentezlenen ozonize
zeytinyag!

Yapilan literatur ve mevcut piyasa arastirmalarinda ozonize zeytin yaginin
herhangi bir yara 6rtist materyalinde antibakteriyal, antiviral veya antifungal ajan
olarak kullanimi ile ilgili higbir bilgiye rastlanmamigtir. Ozyildiz ve arkadaslari [202]
hazirladiklari ozonlanmig kirmizibiber ¢ekirdegdi yagi iceren kapsdulleri bir tekstil
uranu icerisine emdirerek elde ettikleri yeni Urdn igin testler yapmislar ancak
calismalarinda uretilen ozonlanmis kirmizibiber ¢ekirdegi yagin peroksit sayisi ile
ilgili herhangi bir bilgiye yer vermemislerdir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismada
GJi1G-OC1, G-O22 kodlu yara orta film orneklerinin  peroksit degerlerinin
belirlemesinde takip edilen (Bolum (3.3.5.2)) prosedur bu galismaya 6zgun olarak
hazirlanmigtir. Buna gére G-O22 ve GJ1G-OC: kodlu yara ortu film drnekleri igin
peroksit degerleri sirasiyla 793 ve 379 mEq O2/kg yag olarak tespit edilmigtir. 6
hafta boyunca hem igik altinda hem karanlkta bekletilen GJ1G-OC: kodlu yara
orta film 6rnekleriyle yapilan peroksit sayisi degerlerinin degismemesi ¢alismada
hazirlanan filmlerin hem 1sik hemde karanlikta bekletiimesiyle sahip olduklari
yapisal 6zelliklerinin degismedigi soncunu vermigtir. Calismamizda hazirlanan

filmlerin 793-379 mEq Oz2/kg yag araliginda sahip olduklari peroksit degerlerinin
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yara iyilestirmesi igin vyeterli oldugu dustnilmektedir. Ocay [121] meme
implantlarinda gorulebilen kapsul kontraktirinin onlenmesinde ortalama bir
peroksit degerine sahip (400-600 mEq O2/kg yad) ozon yaginin kullandigi bir
uzmanhk c¢alismasi hazirlamistir. Calismada; ozon yaginin antibakteryel,
antifungal ve anti-fibrotik etkilerinden yararlanilarak, 6zellikle meme implantasyonu
sonrasi gelisen subklinik enfeksiyon kaynakli kapsul kontrakturinin

azaltilabilecegi agiklanmaktadir.

4.5. Taramali Elektron Mikroskopisi Analizi

Sekil 4.18 'de sirasi ile G, G-O12, G-O22, GJ1G-0OCi1, GJ1G-OC:2 kodlu filmlerin
SEM goérantileri verilmigtir. Calismada hazirlanan filmler deki ozonize zeytinyagi
ve genipin konstantrasyonlarinin filmlerin ylizey ve kesit alan morfolojilerine etkileri
SEM goruntulerinden yararlanarak agiklanmistir. SEM analizi igin kullanilan yara
ortu filmlerin kalinhklari 150-380 ym arasinda degismektedir. Sadece kitre ve
gliserol kullanilarak hazirlanan G kodlu filmin homojen ve gbzeneksiz bir ylzeye
sahip oldugu gorulmektedir (Sekil 4.18-a). Ozonize zeytinyadinin film igerisinde
konsantrasyonun %1’den, %2’ ye (v/v) ¢ikariimasi ile yuzeyde ve kesit alanlarinda
mikro gozenekli yapilarin olustugu ve yapilarin hem yuzeyde hem de kesit
alaninda iyi olarak dagildi§i gériimektedir [203, 204] (Sekil 4.18-b,c). Hazirlanan
yara orta filmlerinde ozonize zeytinyagi konsantrasyonu arttikga filmlerin
kalinliklari da buna bagh olarak artmistir. Ugucu yaglarin filmlere eklendiginde
yapica zayif film matriks yapisinin olusumu ile film kalinh@inin arttirdigi da
bilinmektedir [205-207].

GJ1G-0OC1 ve GJ1G-OC: kodlu yara 6rti filmlerin SEM goéruntileri incelendiginde,
genipinin jelatin ile yaptigi baglar nedeniyle kesit alanda yeni baglarin olustugu,
mikro gozeneklerin ise yeni baglar icinde kismen kayboldugu gérulmektedir (Sekil
4.18-d,e). Hazirlanan yara ortu filmlerde kullanilan genipinin konsantrasyonunun
arttirlmasi ile olusan yeni baglarin birbirlerine yaklasarak kesit alan morfolojisini
daha siki bir yapiya donusturdugu tespit edilmistir. Bu durumun, hazirlanan yara
ortu filmlerin mekanik olarak dayanikliigini arttirarak filmlerin parcalanma

surelerinin uzamasina yardimci olacag! dusunulmektedir [208-210].
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Sekil 4.18. Hazirlanan yara 6rtu filmlerin yluzey ve kesit yuzeylerine ait SEM
goruntuleri a) G b) G-O12 ¢) G-O22d) GJ1G-OCie) GJ1G-OC2  kodlu yara o6rtl
film Ornekleri
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4.6. Jelatin Model ile Yara Taklit Caligmasi

Hazirlanan yara ortu filmlerinin orta ve yiksek eksudali yara tzerindeki genlesme
davraniglarinin belirlenebilmesi amaciyla jelatin ortam modeli kullaniimistir.
Hayvan modeli kullaniimadan yara modelini simule eden bu yontem guvenilir
olmasi ve hizli sonu¢ alinabilmesi sebebiyle litaratlrde siklikla kullaniimaktadir
[172].

Cizelge 4.5’ de G-022 (400 um kalinlikta ) ve GJ1G-OC1 (500 um kalinhkta) kodlu
yara film orneklerinin zamanla degisen genlesme oranlari (Dv/Do) goriimektedir.
Sekil 4.19 (a, b, ¢) G-O22yara o6rtl film 6rneginin, Sekil 4.20 (a, b, ¢)’ de ise. GJ1G-
OC; yara 6rtu film érneg@inin 0, 24, 72 saat sonunda alinan genlesme goéruntuleri

yer almaktadir.

G-O22 kodlu yara ortu filminin 24 saat iginde en fazla suyu absorplayarak 1.18
oraninda genlestigi 72 saat sonunda viskozitesi yuksek jel kivaminda urune
dondstigu gorulmektedir. GJ1G-OC1 kodlu yara orta filmin 24, 30, 48 saat ve
sonraki genlesme oranlari zamanla 1.33, 1.38 ve 1.44 olarak saptanmistir. 48 saat
sonunda GJi1G-OCi kodlu film maksimum su miktarini absorplayarak nemli bir film
yapisina gectigi gorulmustur (Sekil 4.20). G-O22 kodlu yara ortu filminin aksine
GJ1G-0OC1 kodlu yara 6rtu filminin 72 saat sonunda jelatin ylzeyine yapismadigi
ve kolay bir sekilde yuzeyden uzaklagtirilabildigi gorulmustur. Literatirde yapilan
calismalarda kisa surede film halinden jel haline gegen yara o6rtusu filmlerin yara
cevresinde birikim yapabilecegi ve filmlerin degisimi sirasinda hastada agri ve
rahatsizlik hissi olusturabilecedi rapor edilmistir [36, 211]. Bu sonugclar 1s1ginda, G-
O22 kodlu yara orta filminin dusik ve orta eksudall yaralarda 24 saatten 6nce
degisiminin yapilmasi, GJ1G-OC: kodlu yara o6rtu filminin ise 24-72 saate kadar

yara Uzerinde kalabilecek sekilde kullanilabilecedi dusunulmektedir.
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Cizelge 4.5. G-O22 ve GJi1G-OC: kodlu yara ortu film drneklerinin jelatin yara
modeli Uzerindeki genlesme oranlari

Zaman Genlesme orani
(saat) (Dv/Do)
G-O22 GJ1G-OC1
0 1 1
24 1.18 1.33
30 1.18 1.38
48 1.18 1.4
72 1.18 1.4
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Sekil 4.19. Hazirlanan G-Oz22 kodlu yara 6rtu film 6rnegin yara modeli Uzerindeki
a) t=0 b) t= 24 c) t=72 saat sonundaki gorintuleri
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Sekil 4.20. Hazirlanan GJ1G-OCi kodlu yara 6rtu film 6rneginin jelatin yara modeli
Uzerindeki a) t=0 b) t=24 c) t= 72 saat sonundaki goruntuleri
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4.6. Yara Yuzeyi Taklit Analizi

Sekil 4.21-22' de G-O22 ve GJiG-OC:1 kodlu yara ortu film 6rneklerinin farkli
zamanlarda et yuzeyi Uzerindeki fotograflari gdsterilmistir. 30 dakika boyunca
serum ¢ozeltisi igerisinde bekletilerek sismeleri saglanan filmlerin et yuzeyine
yerlestiriimesi ile yara yuzeyi taklit calismasi gerceklestirilmistir. Goruntulerde her
iki filminde et ylzeyi ile tamamen temas ederek yuzeyin seklini aldiklari
gorulmektedir. G-O22 kodlu yara 6rtu filminin et ylzeyindeki ylzey ve kesit alan
goruntusu seffaf ve ince bir malzeme yapisi sergilemektedir (Sekil 4.21-(a-1,2)).
G-022 kodlu yara ortu filminin et ylzeyi ile temasindan 6 saat sonra sahip oldugu
nem tutma 6zelligi nedeniyle beyaz bir renk aldigi géralmustar (Sekil 4.21-b). G-
O22 kodlu yara ortu filminin et ylzeyi ile temas suresi arttikga (6, 24 ve 72 saat)
yuzey uzerinde filmin parcalandigi gorulmektedir (Sekil 4.21-(b-1,2,3)). GJ1G-OC1
kodlu mavi renkli yara ortu film 6rneginde bir renk degisikligi olmadigi ve et yuzeyi
ile temasi sonunda filmin matriks yapisinin korundugu ve yuzeyden kolaylikla
uzaklastirilabildigi gorilmektedir (Sekil 4.21-(b-1,2,3). Bu sonuglar isidinda, ¢ok
hizli sisen G-O22 kodlu yara ortu filminin 24 saatten dnce yara yuzeyinden degisim
yapllarak ya da pargalanmasi halinde yara yuzeyinden serum c¢ozeltisi ile
yikanarak uzaklastirilabilecegi, GJ1G-OC1 kodlu yara ortu filminin ise 72 saate

kadar yara Uzerinde kalabilecek sekilde kullanilabilecegi dusuntlmektedir.

Hazirlanan yara ortu filmleri ile et ylzeyi arasinda hig¢bir boglugun bulunmamasi
filmlerin sahip olduklari elastikiyet ile ylzeye dlizgun bir sekilde yapisabilmesinden
kaynaklanmaktadir. Filmlerin yara ylzeyini uygun sekilde kapatmasi ile ozonize
zeytinyaginin homojen bir sekilde yara ylzeyinde dagilmasi saglanarak hizli bir

yara iyilesmesi gerceklestirilecegi dustinulmektedir.
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Sekil 4.21. G-O22 kodlu yara ortu film 6rneginin farkli zamanlarda alinan et ara
yuzey goruntuleri a-1,2) t=0, b-1) t=4, b-2)t=8, b-3) t=24 saat
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Sekil 4.22. GJ1G-OCi kodlu yara ortu film 6rneginin farkli zamanlarda alinan et
ara yuzey goruntuleri a-1,2) t=0, a-3) t=8,12, 24,72 saat

4.7. Yara Ortiisii Filmlerin Sisme ve Parcalanma Ozelliklerinin incelenmesi
Filmlerin sisme Ozelliklerini belirlenmesi, yara ortisu filmlerin yara sivisini veya

eksudayi absorplama kapasitelerini anlamak agisindan énemlidir [183, 212].

Hazirlanan G, G-O12 ve G-Oz22, kodlu yara orta filmlerin sisme deneyleri, serum
cOzeltisi icerisinde fakh zaman araliklarinda &rneklerin agirliklan tartilarak
yapilmistir. Fizyolojik serum ¢ozeltisi sahip oldugu Ph=7.2 dederi ile yara sivisini
tamamen simule edebilecek 6zelliktedir [213]. Sekil 4.24’ de G, G-O12 ve G-O22
kodlu yara ortu filmlerine ait sisme egrisi grafikleri karsilastirmali olarak verilmistir.
Sekil 4.23’ de ise G kodlu yara 6rtu filmin belli araliklarda alinan sisme goéruntuleri
yer almaktadir. Sekil 4.23" de sadece kitre ile hazirlanan filmin 6 saat iginde
tamamen sistigi ve jel haline geldigi gorulmektedir. Kitre yapisinda karboksilik asit
gruplari bulunmaktadir [149] Dogal biyopolimerlerde bulunan ve kolaylikla
iyonlasabilen karboksilik asit gruplarinin, filmlerin polimer zincirleri arasindaki
hacmi arttirarak filmlerin % sisme degerlerinde artisa neden oldugu
dusunulmektedir [183]. G kodlu yara ortu filminde 6 saat sonunda maksimum %
sisme degerine (%360) ulasiimis (Sekil 4.24) ve bu saatten sonra erozyon

nedeniyle agirlik 6lgimu yapilamamigstir. Yapisinda ozonize zeytinyagi bulunan G-
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O12 ve G-O22 kodlu yara ortu filmlerinde maksimum % sisme degerleri sirasiyla
%350 ve %336 olarak bulunmustur. Bu durum yara értd filminin yapisinda bulunan
ozonize zeytinyaginin filmlerin hidrofobisini arttirmasi dolayisiyla buna bagli olarak
absorplanan serum miktarinin azalmasi olarak agiklanabilir [203]. G-O12 ve G-O22
kodlu yara ortu filmlerinin serum igerisinde erozyona ugrayarak parcalanma
suresinin ozonize zeytinyadi icermeyen G kodlu yara orta filmi ile ayni oldugu
goralmustar.

Sekil 4.23. G kodlu filmin sisme testi goruntileri a) t=0 b) t=2 c¢) t=4. d) t= 7 saat
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Sekil 4.24. G, G-O12,ve G-O22 kodlu yara ortu filmlerine ait sisme egrisi
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Sekil 4.25’ de farkli genipin konsantrasyonlarinda hazirlanan GJ1G-OCi, GJ1G-
OC2 ve GJ1G-OCs kodlu yara ortu filmlerine ait sisme grafikleri kargilastirmali
olarak verilmigtir. Kitrede bulunan karboksilik (-COQO") gruplari ile jelatinde bulunan
amin gruplar (-NHs*) arasindaki elektrostatik etkilesim sonucunda meydana gelen
polimerik yapiya genipinin de eklenmesiyle intermolekuler ve intramolekuler arasi
etkilesimler gergeklesmis (Sekil E3-1) ve bunun sonucunda, TGA ve SEM analiz
sonuglarinda da goéruldagu gibi, termal agidan kararl, fiziksel agidan ise daha
dayanikli ve siki bir ag yapisina sahip filmler elde edilmistir [175, 183]. Genipin
konsantrasyonun arttirlmasi ile hazirlanan yara ortu filmlerinde sivi absorplama
kapasitelerinde azalma buna bagli olarak da denge sisme degerlerinde dususler
gozlenmistir. Artan genipin konsantrasyonu ile azalan sisme denge degerleri
sirasiyla % 233, % 221 ve % 138 olarak belirlenmistir. Filmlerin serum igerinde
kalma ve erozyona ugrayarak pargalanma sureleri ise sahip olduklari siki ag yapisi
dolayisiyla artmistir. Yuksek genipin konsantrasyonu ile hazirlanan GJ1G-OCs
kodlu yara értu filmlerinin 5 gline kadar erozyona ugramadan kaldigi goéralmustir
[214].
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Sekil 4.25. Farkh genipin konsantrasyonlarinda hazirlanan GJG-OCi, GJ1G-OCz,
GJ1G-OCskodlu yara 6rtu filmlerine ait sisme egrileri

Sekil 4.26° da farkli jelatin konsantrasyonlari kullanilarak gergeklestirilen yapilan
capraz baglama islemi ile hazirlanan GJ2G-OC: ve GJ3G-OC: yara ortu filmlerine

ait sisme grafikleri karsilastirmali olarak verilmistir. Jelatin konsantrasyonun
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arttinimasi ile hazirlanan yara o6rtu filmlerinde kati madde miktarindaki artiga bagli
olarak filmlerin sivi absorplama kapasiteleri de artmistir. Artan jelatin
konsantrasyonu ile sisme denge degerleri de sirasiyla % 128 ve % 183 olarak artis

gOstermigtir.
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Sekil 4.26. Farkli jelatin konsantrasyonlarinda c¢apraz baglama iglemi ile
hazirlanan GJ2G-OC:2 ve GJ3G-OC:2yara ortu filmlerine ait sisme egrileri

Yaralarda eksuda seviyesi yara c¢esidine gore az, orta ve yuksek olarak
tanimlanmaktadir. Literatirde yapilan galismalarda tipik bir ayak tlserinde eksuda
seviyesi 0-1.2/cm?/giin olarak belirlenmistir [213, 215]. Vinklarkova ve arkadaglari
yaptiklari calismada karboksimetil seliloz ve ibuprofen kullanarak hazirladiklari
yara Ortisi filmlerinin 1 cm? sinin 8 saat icinde 0,8 g fizyolojik serum
absorpladigini ve bu filmlerin orta derecede eksudali yaralar i¢in kullanilabilecegini

One surmuslerdir [213].

G, G-O12 ve G-O22 kodlu yara orti filmlerin 1 cm? sinin 7 saatin sonunda
absorpladiklari serum miktar 1.12 -1.04 aralhigindadir. Buna gore G,G-O12 ve G-
O22 kodlu yara ortu filmlerin orta eksudali yaralar igin kullaniminin uygun
olabileceg@i dusuinilmektedir. GJ1G-OC1 kodlu yara 6rtl filminin 48 saat sonunda
absorpladigi serum miktari 0,88 gr/ cm? iken, GJ1G-OC2, GJ1G-OCs kodlu yara
ortd filmler igin 72 saat sonunda absorplanan serum miktarlari 0.80 ve 0.78 gr/ cm?
olarak belirlenmigtir. Buna gore ¢apraz baglayici ajan kullanilarak hazirlanan yara
orti filmlerinin de orta ve duslik eksudal yaralar igin kullanilabilecegi

dusunulmektedir.
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4.8. Mekanik Test

Yara ortulerinin sahip oldugu mekanik 6zellikler, ortulerin deri ylzeyinde veya deri
icinde kullanim sekline gore degisiklikler gostermektedir. Yara ortulerinin deri
uzerinde etkin bir islev gorebilmeleri igin dig ortamdan uygulanacak olasi
kuvvetlere ve darbelere kargi dayanikliik gdstermesi, yirtiimamalar ve
patlamamalari gerekir. Bununla birlikte deri ve yarali bolgenin formuna kolayca
uyum saglamalari gerek vucut hareketi sirasinda gerekse disaridan gelebilecek bir
kuvvet karsisinda esneklik gostermeleri de beklenir. Degisimleri sirasinda yara
Ortulerinin hastaya herhangi bir rahatsizlik vermemesi, deri Uzerinde stres
yaratmamasi da gerekmektedir [21, 216]. Literatirde uzama-g¢ekme testi analizleri
sonucunda insan derisi igin belirlenen kopma mukavemeti dederi 4.6 - 20 MPa
kopma uzamasi ise %35-115 olarak belirlenmistir [217, 218]. Bu degerler yasa,
deri rengine, genetik Ozelliklere gore farklihk gostermektedir. Yara ortulerinin
kalinlik, porosite, gibi fiziksel 6zelliklerinin yani sira uretim tekniklerinin de farkl
olmasi nedeniyle literatirde degisen mekanik oOzellikte yara ortlleri ile

karsilagiimaktadir [21].

Calismada farkli konsantrasyonlarda ozonize zeytin yagi, gliserol ve genipin
kullanilarak hazirlanan yara ortu filmlerinin kalinliklar ile kopma anindaki

mukavemet ve uzama degerleri Cizelge 4.6-7-8’ de verilmigstir

Ozonize zeytinyagi konsantrasyonunun sabit tutularak gliserol konsantrasyonun
arttirildig1 capraz baglayici ajan icermeyen G-021, G-O22, ve G-O24 kodlu yara ortu
filmlerinde kopma aninda uzama degerleri artarken mukavemet degerlerinin
azaldigi goérulmektedir (Cizelge 4.6). Gliserol dustik molekuler agirhgina (92
mol/g™) sahip bir plastiklestiricidir. Gliserol polimerler arasinda olusan i¢ baglari
azaltip, yeni hidrojen baglarinin kurulmasina yardimci olmaktadir [219]. Gliserol
sahip oldugu bu 6zellikler nedeniyle, sorbitol ve Peg 400 gibi plastiklestiricilerin
arasinda en sik kullanilan plastiklestiricidir [220-222]. Calismada gliserol
konsantrasyonun arttiriimasi ile kitre molekdilleri arasindaki baglar zayiflatiimis ve
yeni hidrojen baglarinin olusumu ile daha esnek yapiya sahip yara ortu filmleri elde
edilmistir. Kopma anindaki uzama degerinin, mukavemet degeri ile ters iligki
gOstermesi birgok arastirmaci tarafindan da literatirde rapor edilmistir [219, 223,
224].
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Cizelge 4.6. G-O21, G-O22, ve G-O24 kodlu yara o6rtu filmlerin kalinhk, kopma
aninda mukavemet ve uzama degerleri

Kopma aninda Kopma aninda Kalinhik
Film kodlarn mukavemet uzama (um)
(MPa) (%)
G-0O21 2.12 %14 400
G-0O22 0.40 %75 410
G-0O24 0.30 %198 420

Gliserol konsantrasyonu sabit tutularak ozonize zeytinyagl konsantrasyonunun
arttirildig1 capraz baglayici ajan icermeyen G, G-O12,G-O22, GJ1 ve GJ1-O22 kodlu
yara ortu film orneklerinde kopma anindaki uzama degerlerinin belli bir ozonize
zeytinyag! konsantrasyonuna kadar arttigi daha sonra ise azaldigi (Cizelge 4.7)
mukavemet degerlerinin ise artan ozonize zeytinyagi konsantrasyonu ile azaldigi
gorulmektedir. Benzer sonu¢ GJi kodlu yara 6rtl filmine ozonize zeytinyaginin
eklenmesiyle hazirlanan GJi-O22 kodlu yara o6rtl filmin mukavemet ve kopma
anindaki uzama degerlerinde de gorllmektedir. Ozonize zeytinyaginin
eklenmesiyle GJi-O22 kodlu yara ortu filmin kopma aninda uzama degerleri ile

mukavemet degerlerinin azaldigi gortlmektedir.
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Cizelge 4.7. G, G-O12, G-O22, GJ1 ve GJ1-O22 kodlu yara ortu filmlerin kalinlik,
kopma aninda mukavemet ve uzama degerleri

Kopma Aninda Kopma Aninda Film Kalinhgi

Film Kodlan Mukavemet Uzama (um)
(MPa) (%)

G 2.96 %81 400
G-O12 1.65 %95 405
G-O22 0.40 %75 410
GJ1 2.60 %99 400
GJ1-O22 1.02 %74 530

Cagri ve arkadaslar 2001 yilinda yaptiklari galismada, hazirlanan filmlere eklenen
herhangi bir bilesenin filmlerin kopma anindaki uzama ve mukavemet degerlerini
azalttigini tespit etmislerdir [68, 225]. Esansiyel yaglar ile hazirlanan filmlerin
heterojen yapiya sahip olduklari bilinmektedir. Zira polimer zincirleri arasinda
olusan asiri etkilesim filmlerin esnekligini azaltarak, dayanimlarinin diismesine
neden olmaktadir [226]. Ahmad ve arkadaslari, bergamot ve limonyagi kullanarak
hazirladiklari filmlerde, bergamot yagi oraninin %5 ‘den % 20’ye arttirildiginda
filmlerin kopma anindaki uzama ve mukavemet dederlerinin dustiguna
belirtiimiglerdir [227]. Ugucu yaglar oda sicakliginda sivi halde olduklarindan film
icerisinde damlaciklar halinde dagiimakta ve filmlerin esnekligini ve

mukavemetinin azalmasina neden olmaktadir [227, 228].

Calismada vyara orta filmlerin yapisinda bulunan ozonize zeytinyagi
konsantrasyonu gliserol konsantrasyonuna yaklastikga film ylzeyinde yag
damlaciklar tespit edilmigtir. Ozonize zeytinyaginin agiri kullanimi gliserolun
plastiklestici 6zelligini engellemis ve kitre molekullleri arasindaki baglari
kuvvetlendirmistir. Threepopnatkul ve arkadaslarinin agirlikga %10, 20 ve 30 kekik
ve citronella yagdi kullanarak hazirladiklari filmlerde ylksek konsantrasyonda kekik
yagi iceren filmlerin diguk konsantrasyonda kekik yagi iceren filmlere gore daha

dayanikli oldugu buna bagdli olarak da uzama degerlerinin azaldigi géraimustar.
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Agirlikca %10, 20 ve 30 citronella yag! kullanilarak hazirlanan filmlerde artan
citronella yagi konsantrasyonu ile mukavemet artarken, uzama degerlerinin
azaldigi goérulmastir. Bu durum citronella yadi igerisindeki B-citronella bileseninin
proteinler ile etkilesime girerek capraz baglayici ajan etkisi gostermesi ile
aciklanmaktadir [229]. Ucucu yagdlar sahip olduklari farkli fenolik bilesenler
sebebiyle hazirlanan filmlerde hem plastiklestici hem de ¢apraz baglayici ajan
etkisi gosterebilmektedir [203].

Calismada hazirlanan yara ortl filmlerinde gapraz baglama islemi kitreye jelatin
eklenerek genipin ile jelatin arasinda kimyasal bagin olusmasi ile gergeklestirmistir
(Sekil E-3). Buna gore sadece kitre ile hazirlanan G kodlu yara 6rtu filmi ile kitre
ve jelatin ile hazirlanan GJi kodlu yara ortl filminin mekanik test sonuglari
karsilastirildiginda sirasiyla mukavemet dedgerlerinin azaldigi ancak kopma
anindaki uzama degerlerinin arttigr gortulmektedir. Yara ortu filmlerin yapisinda

bulunan jelatinin filmlere esneklik kazandirdigi sdylenebilir.

Capraz baglayici ajan olarak genipinin kullanildigi GJ1G-OC1, GJ1G-OC:2 ve GJ1G-
OCs kodlu yara 6rtu filmlerinde ozonize zeytinyagi ve gliserol orani sabit tutularak
genipin konsantrasyonu arttinimistir (Cizelge 4.8). Buna gore artan genipin
konsantrasyonu ile filmlerin belli bir genipin konsantrasyonuna kadar kopma
anindaki mukavamet degerlerinin arttigi, yuzdece uzama degerlerinin ise azaldigi
tespit edilmistir. Ancak jelatin konsantrasyonu ayni iken genipin konsantrasyonu
arttinldiginda mukavemet ve uzama degerlerinde pek fazla degisim olmadigi
gorulmustidr. Bu durumu acgiklayabilmek icin yapi igerisindeki jelatin
konsantrasyonu arttirilarak GJ1G-OC2, GJ2G-OC:2 ve GJ3G-OC:2 kodlu yara ortu
filmleri hazirlanmistir (Cizelge 4.9). Yapida genipin konsantrasyonun sabit
tutularak jelatin konsantrasyonun arttirilmasiyla filmlerin kopma anindaki uzama
degerlerinin azalmasi, genipin ile jelatin arasindaki etkilesim artmasi ve buna bagli

olarak da film elastikiyetinin azalmasi ile aciklanabilir.
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Cizelge 4.8. GJ1G-OC1, GJ1G-OC2 ve GJ1G-OCs kodlu yara o6rta filmlerin kalinlik,
kopma aninda mukavemet ve uzama degerleri

Kopma Aninda Kopma Aninda Film Kalinhgi
Film Kodlan Mukavemet Uzama (um)
(MPa) (%)
GJ1G-0OC1 1 %105 500
GJ1G-0OC2 1.20 %94 510
GJ1G-0OCs 1.25 %92 470

Cizelge 4.9. GJ1G-OC2, GJ2G-0OC2 ve GJ3G-OC:2 kodlu yara ortu filmlerin kalinlik,
kopma aninda mukavemet ve uzama degerleri

Kopma Aninda Kopma Aninda  Film Kalinhgi
Film Kodlari Mukavemet Uzama (um)
(MPa) (%)
GJ1G-0OC2 1.20 %94 510
GJ2G-0C2 1.87 %86 480
GJ3G-0C2 1.75 %74 650

4.9. Hazirlanan Ozonize Zeytinyadi ve Yara Ortii Filmlerinin Antimikrobiyal
Duyarlilik Test Sonuglari

Calismada hazirlanan ozonize zeytinyagi ile G-O22 ve GJ1G-OC: kodlu ozonize
zeytinyagl iceren yara Orti drneklerinin  antimikrobiyal aktivitelerinin
arastiriimasinda Gram (+) bakteri olarak S. aures ve Gram (-) bakteri olarak da E.
coli, P. auregonisa kullaniimistir. Analizlerde saf zeytinyadi emdirilen disk ile
ozonize zeytinyagi icermeyen G ve GJiG-Ci kodlu yara o6rta film érneklerine ait

diskler de kontrol grubu olarak kullanilimistir.

Yara yeri enfeksiyonlari, derinin herhangi bir nedenle fiziksel butinlugunin
bozulmasi ve patojenlerin alttaki dokulara yerleserek c¢ogalmasi sonucu
olusmaktadir. Yara yerindeki bakteri kolonizasyonunun literatirde polimikrobiyal

etkisi nedeniyle her yaranin infekte olma riski bulunmaktadir. Yarada gram dokuda
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10° CFU (koloni sayisi) /ml’ den daha fazla sayida mikroorganizma varsa yara
enfekte kabul edilmektedir. Bakteriyel kaynakli deri enfeksiyonlarinin nedeni
cogunlukla gram-pozitif mikroorganizmalar olup, bu konuda ilk sirayi streptokoklar
ve stafilokoklar almaktadir [179]. Gergeklestirilen klinik c¢alismalarda, deride
enfeksiyonlu yara érneklerinden en sik izole edilen bakterilerin sirasiyla S. aureus,
E. coli ve P. aeruginosa oldugu bilinmektedir [230]. Sesli ve arkadaslarinin [231],
Suleyman Demirel Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi’'ndeki izlenen hastalardan
izole edilen patojen mikroorganizmalarin dagilimlarini ve antimikrobiyal ajanlara
duyarliklilarini inceledikleri galismada en sik izole edilen bakterilerin sirasiyla S.
aureus, koagulaz negatif stafilokoklar, E. coli, P. aeruginosa ve A. baumannii
oldugu gorulmektedir. Ayni c¢alismada, mikroorganizmalarin kliniklere gore
dagilimlari incelendiginde S.aureus’ un tim Klinikler igin cerrahi alan infeksiyonuna
neden olan ajanlar arasinda ilk veya ikinci sirada yer aldigi tespit edilmigtir. Demir
ve arkadaslari [232] yaptiklari klinik calismada bakteriyel deri enfeksiyonlarinda en
sik izole edilen patojen mikroorganizmalarin S. aureus ve S. pyogenes oldugunu
bulmuslardir. Utlu ve arkadaslari [233] implanta bagli bakteriyel enfeksiyonlardan
en sik sorumlu iki bakterinin S. aureus ve E. coli olarak izole edildigini tespit

etmiglerdir.

Sentezlenen ozonize zeytinyaginin ve hazirlanan yara orti filmlerinin
antimikrobiyal duyarhlik testi disk diftizyon yéntemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
inkiibasyon stiiresi sonunda ozonize zeytinyadi emdirilmis disk ile yara 6rtii film
orneklerine ait disklerin etrafinda olusan berrak zonlar, inhibisyonu yani
mikroorganizmalarin Uremedigi alani gostermektedir (Sekil 4.27-28). Zon capi
inhibisyonun go6zlendigi alanin capi (disk capi dahil) Olcllerek tanimlanmistir.
Hazirlanan yara o6rtl filmlerinden kesilen 6 mm c¢apindaki diskler i¢in ortalama zon

caplari Cizelge 4.10’ da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Ozonize zeytinyagi

ve vyara oOrt0 film &rneklerin farkl

mikroorganizmalar tzerine etkileri sonucu 6Olg¢llen inhibisyon zon c¢aplari

inhibisyon zon gaplari (mm)

Numune S.aureus P. aeruginosa E. coli
(ATCC 29213) | (klinik izolat) | (ATCC 25922)
Ozonize Zeytinyag 18 11 11
Kontrol (zeytinyagt) - 9 *
G-O22 kodlu film 11 -* *
Kontrol (G kodlu film) -* * *
GJ1G-OC;q film 12.5 -* *
Kontrol (GJG-C1 -* -k X
kodlu film)

* - inhibisyon zonu bulunmamaktadir

Sekil 4.27. Ozonize zeytinyadi ve saf zeytinyagi (kontol) emdirilmis disklerin a,b)

E.
gb6zlenen inhibisyon zonlari

coli c,d) P. aureginosa e,f ) S. aures mikroorganizmalarina etkisi sonucu
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Sekil 4.28. Hazirlanan yara ortu film érneklerin S. aures mikroorganizmasi Uzerine
etkileri sonucu goézlenen inhibisyon zonlari a,b) G-O22 ve kontrol filmi c¢,d) GJ1G-
OCa ve kontrol filmi

Alinan inhibisyon zon c¢aplari dlgimlerine gore, sentezlen ozonize zeytinyaginin
tim test mikroorganizmalari Gzerinde antimikrobiyal etki gésterdigi ancak en gugli
etkiyi (Cizelge 4.10) S.aureus mikroorganizmasina karsi gosterdigi goralmustur.
Calismalarda kontrol grubu olarak kullanilan saf zeytinyaginin S.aureus ve E. coli
mikroorganizmalarina  kargi inhibisyon zonu olusturmadigi  dolayisiyla
antimikrobiyal  bir  etki  gbstermedigi buna ragmen  P.aeruginosa
mikroorganizmasina uzerinde antimikrobiyal bir etki gostererek, ortalama 9 mm
¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu gorulmustar. Montevecchi ve arkadaslari,
[107] disk difuzyon yontemi kullanarak farkl seyrelme oranlarinda hazirlanan (1:2-
1:128) ozonlanmig yag, % 0.2 klorheksidin diglukonat ve povidon iyodun S. aureus
ve P. gingivalis mikroorganizmalari Gzerinde antimikrobiyal etkilerini karsilastirmali
olarak incelemisler ve sonug olarak ozonlamig yagin yuksek seyrelme oranlarinda
bile S. aureus ve P. Gingivalis mikroorganizmalarina kargi kargi antimikrobiyal etki
gosterdigini bulmuslardir. Yine ayni g¢alismada O&lgllen inhibisyon zon c¢aplari
kargilagtinildiginda ozonlanmis yagin, S. aureus Uzerinde daha ylksek
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu goérilmustir. Sechi ve arkadaslari [234]
broth dilisyon yontemi kullanarak yaptiklari galismada ozonlamig aygicek yaginin

S. aureus gram (+) ve S. epidermidis gram (-) mikroorganizmalarina karsi ayni
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duyarllikta antimikrobiyal etki gosterdigini bulmuslardir. Sechi, diger bir
calismasinda agar dilisyon yontemi kullanarak ozonlanmis aycigcekyagdinin
mycobacteria,  staphylococci, streptococci, enterococci, pseudomonas
mikroorganizmalari Uzerindeki antimikrobiyal etkisini arastirmis ve ozonlanmis
yagin tum mikroorganizmalara kargi onemli derecede antimikrobiyal etki
gosterdigini ancak Mycobacteria mikroorganizmasina karsi hassasiyetinin daha
fazla oldugunu gdstermistir [108]. Rodrigues (2000) ve Siqueira (2004) [107]
yapilan ¢alismalarinda ozonlanmis aygigek yaginin S. aureus mikroorganizmasina
kargi Olgulen inhibisyon zonlarinin sirasi ile 424 mm ve 14 mm oldugu
gorulmektedir. Bu calismalarda Olculen inhibisyon  zonlarinin  ayni
mikroorganizmalar Uzerinde farkli degerlere sahip olmasinin bir nedeni de
calismalarda kullanilan ozonlanmis yaglarin farkli dederlerde peroksit sayisina
sahip olmalari seklinde agiklanabilir. Literatirde yuksek peroksit degerine sahip
ozonlanmis yaglarin mikroorganizmalar Uzerinde yuksek antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri aciklanmistir [115, 117]. Diaz ve arkadaslari 360 ve 675 mmol-equiv
/kg peroksit araliginda uretilen ozonlanmis aygicek yaginin S. aureus, E. coli ve P.
aeruginosa bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivitelerini mikro dilisyon yontemi
ile incelemigler ve peroksit degeri arttikga, her iki bakteri iginde buylimenin
olmadigi minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerlerinin azaldigi
goérmaglerdir. Ayni ¢alismada S. aureus mikroorganizmasi igin her iki peroksit
degerine sahip ozonlanmig yaglarla yapilan testlerde MiK degerlerinin en disik
seviyede kalmasi, calismada kullanilan ozonlanmig zeytinyaginin S. aureus
mikroorganizmasina karsi1 daha gugli bir antimikrobiyal aktivite gdsterdiginin kaniti
olarak dusunulebilir. Moureu ve arkadaslarn [187] 560-2680 mmol-equiv /kg
araliginda peroksit degerlerine sahip ozonlanmis yaglar kullanarak S. aureus, E.
coli ve S. uberis mikroorganizmalari igin en uygun MK degerlerini bulmaya
calismislardir. Calismada yuksek peroksit degerine sahip ozonlanmis yagin S.
aureus, E. colive S. uberis mikroorganizmalarina karsi guglt antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu belirtilmigtir. Ayrica ¢aligmada kullanilan mikroorganizma turinin
ozonlanmis yaglara kargi hassasiyetlerinin farkl olabilecegi agiklanmigtir. Skalska
ve arkadaslar [235] yaptiklari ¢calismada gram-pozitif bakterilerin ozonlanmis
yaglara karsi olan direnglerinin gram-negatif bakterilere gore daha dugsuk oldugunu
gostermiglerdir. Gram-negatif bakterilerin ozonlanmis yaglara karsi daha fazla

diren¢ gostermesi bu bakterilerin hiicre membrani etrafinda hiicre duvarina sahip
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olmalari ile agiklanabilir. G-O22 ve GJ1G-OCi1 kodlu yara ortu filmleri ortalama 11
mm ve 12.5 mm inhibisyon zon c¢aplari ile sadece S. aureus mikroorganizmasi
Uzerinde antimikrobiyal aktivite gostermiglerdir. GJ1G-OC1 kodlu yara ortt film
ornedi daha fazla ozonize zeytinyagi i¢erdigi igin S. aureus mikroorganizmasina
kargi daha buyuk inhibisyon zon ¢api olustururken ozonize zeytinyagi iceremeyen
G ve GJi1G-Ci kodlu kontrol filmleri test edilen tim mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivite gdéstermemistir (Sekil 4.28).

4.10. Ozonize Zeytinyaginin Hiicre Canlihginin Degerlendirilmesi (in-vitro
sitotoksitite)

Ozonize zeytinyaginin hicre canhliginin degerlendiriimesinde, %1 (v/iv) DMSO
icerisinde sirasiyla hacimce son konsantrasyon %1, %0.4 ve %0.1 olacak sekilde
ozonize zeytinyadi ornekleri hazirlanmigtir. Calismalarda hicre Uzerinde sitotoksik
etki gostermeyen DMSO c¢ozeltisi kontrol grubu olarak kullaniimigtir.  Besi
ortamina alinan ozonize zeytinyagi 6érneklerinin canli ve olu hicreler igin belirlenen
konsantrasyon araliklari Cizelge 4.11’ de gOsterilmigtir.

Cizelge 4.11.Saf ozonize zeytinyaginin L929 hucreleri canliigi Gzerine etkisini
gOsteren konsantrasyon araliklari

Besi ortamindaki ozonize zeytinyag
konsantrasyon araliklar (v/v)
Konsantrasyon Canl Hiicre igin Olii Hiicre igin
(%1(v/v) DMSO
icinde )
%1 <%0.01 >%0.025
%0.4 <%0.03 2%0.04
%0.1 <%0.025 >%0.038

Cizelge 4.11’ de ozonize zeytinyaginin DMSO icerindeki konsantrasyonu %1‘ den
%0.4 (v/v) e dustugunde canli hicre igin belirlenen maksimum ve 6lU hicre igin
belirlenen minimum ozonize zeytinyaglr konsantrasyon degerlerinin azaldigi
gorulmektedir. Ancak ozonize zeytinyaginin DMSO igerindeki konsantrasyonu
%0.1 (v/v) ye duslruldigunde canli ve 6lu hlcre igin belirlenen konstrasyon

degerlerinde % 0.4 (v/v) e gore 6nemli derecede bir degisim gdzlenmemistir.
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Mikroskop altinda alinan goruntulerde hucre canlihginin oldugu konsantrasyon
araliklarinda ozonize zeytinyaginin disperse olmayan ve damlaciklar halinde
toplandigi bolgelerde 6lU hicrelerin varli§i da tespit edilmigstir (Sekil 4.29). Bunun
nedeni hazirlanan ozonize zeytinyaginin oldukga viskoz ve jel kivaminda bir
yaplya sahip olmasidir. Besi ortaminda daha iyi dagilabilmesi igin ozonize
zeytinyagi saf zeytinyagr (ZO) ve gliserol (GO) ile %50 (v/v) oraninda
seyreltilmistir. Hazirlanan bu dilisyonlarin hicre canhligi Uzerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi icin %1 (v/v)’' lik DMSO igerisinde sirasiyla %4, %2, %1, %0.4
ve %0.2 (v/v) olacak sekilde drnekler hazirlanmigtir. Besi ortamina alinan dilisyon
orneklerinin canli ve 6lU hicreler i¢in belirlenen konsantrasyon araliklar Cizelge

4.12’ de verilmigtir.

Sekil 4.29. Saf ozonize zeytinyadinin L929 hacreleri canliligi tGzerine etkisini
gOsteren optik goruntileri a)%1 (v/iv) b) %0.4 (v/iv) ¢)%0.1(v/v) d) kontrol
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Cizelge 4.12. Gliserol ve zeytinyagi ile seyretilmis ozonize zeytinyaginin L929
hlcrelerinin canliligi Gzerine etkisini gosteren konsantrasyon araliklari

Besi ortamindaki ozonize
zeytinyagi konsantrasyon
arahliklan (% v/v)

Ozonize zeytinyagi Canli Hiicre igcin  Olii Hiicre igin
oiteyon | KonEarirasyontn
icinde)
%4 <%0.5 2001
%2 <%0.5 2%0.04
70 %1 <%0.5 2%0.75
%0.4 <%0.15 -*
%0.2 <%0.075 -*
%4 <%0.5 =%1
%2 <%0.5 =2%0.04
GO %1 <%0.75 -*
%0.4 <%0.15 -*
%0.2 <%0.075 -*

*(-) 61U hicre olmadigini géstermektedir

Cizelge 4.12' de ZO ve GO dilusyonlarinin % 1 ve % 0.4 seyrelme oranlarinda
canli hucre igin belirlenen konsantrasyonlari sirasiyla £%0.5 ve £%0.15 (v/v) iken
saf ozonize zeytinyagi icin belirlenen canli hlicre konsantrasyon degerleri sirasiyla
<%0.01 (v/v) ve <%0.03 (v/v) olarak daha ylksek bulunmustur. Bunun nedeni
ozonize zeytinyaginin seyreltiimesiyle vizkozitesinin azaltilarak besi ortaminda
daha iyi disperse olmasi ya da seyrelmesi ile toksik etkinin azaltiimasi olarak

aciklanabilir.

Cizelge 4.12' de ZO ve GO dilisyonlarinin besi ortamindaki canh ve 6lU hicre igin
belirlenen konsantrasyon araliklari yaklasik olarak birbirlerine yakindir. Ancak
gliserol ile seyreltiimis B dilisyonu igin, seyrelme orani %1’ lik konsantrasyonda A

dilusyonundan farkh olarak canli hucre igin belirlenen konsantrasyon araligi
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artmistir. Bu durum gliseroliin ozonize zeytinyagini DMSO icinde daha iyi disperse
ettigi seklinde agiklanabilir.

Sumer ve arkadaslarinin [236] kirectasi kaymagi ile zeytinyagi karisiminin L929
hlcreleri Gzerindeki in-vitro sitotoksititesi ile antimikrobiyal aktivitelerini
inceledikleri galigmada, kiregtasi kaymaginin birgok mikroorganizma Uzerinde
antimikrobiyal aktivite goOsterirken fibroplast hicreler Uzerinde toksik 6zellik
gosterdigini zeytinyaginin ise kisith antimikrobiyal aktivite gosterirken sitotoksik
ozelliginin bulunmadigi goralmustur. Ayni galismada kiregtasi ve zeytinyagi belirli
oranlarda karistirildiginda ise karisimin sitotoksik 6zelligi azalirken antimikrobiyal

etkisinin devam ettigi tespit edilmigtir.

Canli  hdcrelerin  mitokondrisi, tetrazolyum bilesenini indirgeyerek formazan
kristallerine donusturmektedir. MTT analizinde, olugsan bu kristaller ¢oziUndugunde
ortaya ¢ikan mor renkli ¢gozeltinin optik yogunluk degeri belirlenir. Elde edilen bu

degder, Uremesini devam ettiren canli hicre miktari ile dogru orantilidir.

Yapilan in-vitro sitotoksitite 6n ¢alismalari (Bélim 4.10) i1siginda saf zeytinyagi,
gliserol, ZO ve GO dilisyonlarinin % 0.1 (v/v) lik DMSO iginde hazirlanan %1 ve
%0.4 (v/v) lik seyrelme oranlarindaki ¢ozeltilerden son konsantrasyonlari %0.08-
0.1-0.125-0.375-0.5-1.5 (v/v) olacak sekilde besi yerine ekimler yapilmistir. Besi
yerine ekimi yapilan érneklerin L929 hicre profilasyonuna olan etkilerini kantitatif
olarak belirleyebilmek amaciyla 24 ve 48 saatlik inklibasyon sureleri sonunda
orneklere MTT testi uygulanmigtir. Besi yerinde farkli konstrasyonlardaki saf
zeytinyadi ve gliserol (Sekil 4.30’ da) ile ZO ve GO dilusyonlarinin (Sekil 4.31-4.32)
24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda L929 huicrelerinin canhli§i Gzerine etkilerini
gOsteren MTT test sonugclari gore; saf zeytinyadi ve gliserolin, 24 saat sonunda
kontrole gbére hucre canhhigini %70 oraninda azalttigi ancak 48 saat sonunda
kontrol grubuna yakin optik yogunluk degerleri ile hiicreler Gzerinde sitotoksik etki
gostermedikleri tespit edilmigtir. Bu durum ilk 24 saat icinde hlcrelerin zeytinyagi
ve gliserol iceren yeni besi yeri ortamina adapte olmaya calismalari ile

aclklanabilir.

96



G-%0,1 (v/v)

[

G-%0,5 (VIV)

, mG-%1,5 (VIV)
Z-% 0.1 (vIv)
| Z-%0,5( vIV)
' B Z-%1,5 (VIV)
, m kontrol
0 I Il
24 48

saat
Sekil 4.30. Belirlenen konsantrasyonlarda saf zeytinyadi ve gliserol dilisyonlarinin
L929 hucrelerinin canhiligina iligkin alti biyolojik tekrarll MTT analiz sonuglarinin
kolon grafik ile gésterimi.

Optik Yogunluk
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Benzer sonuglar ZO ve GO dilisyonlarina ait MTT analiz sonuglarinda da
gorulmektedir Biu bilesenlerin de 24 saatlik inklibasyon suresi sonunda kontrole
gore hacre canlihgini minimum ve maksimum olarak %35 - %72 oraninda azalttigi
ve ancak 48 saat sonunda kontrol grubuna yakin hatta daha yuksek optik yogunluk
degerleri ile hlucreler Uzerinde sitotoksik etki gostermedikleri tespit edilmistir. Bu
durum, ilk 24 saat icinde hlcrelerin ZO ve GO igeren yeni besi yeri ortamina adapte
olmaya calismalari, 48 saatlik inkiibasyon suresi sonrasinda gozlenen kontrole
gore daha yuksek optik yogunluk degerleri ile de hlcrelerin gogdalmalarina neden

olduklari icin hicre yenileyici 6zellik tasidiklari ile aciklanabilir (Sekil 4.31-32).
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Sekil 4.31. Belirlenen konsantrasyonlarda ZO dilGisyonlarinin L929 hicrelerinin
canlihdina iliskin alti biyolojik tekrarli MTT analiz sonugclarinin kolon grafik ile
gOsterimi.
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Sekil 4.32. Belirlenen konsantrasyonlarda GO diliisyonlarinin L929 hcrelerinin
canhligina iliskin alti biyolojik tekrarli MTT analiz sonuglarinin kolon grafik ile
gosterimi.

Literatirde ozonlanmis yaglarin hicrelerin canliigi Gzerindeki etkilerinin
degerlendirildigi in vitro-sitotoksitite ¢alismalari sinirli sayidadir. Kogawa ve
arkadaslan baru ve keten tohumu yaglari ile aygicek yagini farkl reaksiyon

surelerinde ozonladiklari galismada, ozonlanmig yaglarin tumor 6zelligine sahip 6
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neoplastik hiucreleri ve tumor 6zelligi tagimayan NIH/3T3 fibroplast hicre hatlar
Uzerinde in-vitro olarak sitotoksik etkilerini incelemiglerdir. Calismada farkli
peroksit degerlerine sahip ozonlanmis yaglarin hticre proliferasyonunda %50
azalmaya neden olan inhibitér konsantrasyonlari (IG50) <30 mg/ml olarak tespit
edilmistir.

4.11. Yara Ortii Filmlerin Hiicre Canhliginin Degerlendirilmesi (In Vitro
Sitotoksitite)

In vitro sitotoksitite testleri, test malzemesinin, hicre kultirlerindeki htcre buylime
orani ve hucrelerin morfolojik 6zellikleri Gzerine etkisinin kontrol gruplari
kullanilarak degerlendirildigi bir test yontemidir. Calismada yara ortasu filmlerin
hdcre canliiginin degerlendiriimesinde “ekstrakt test” metodu kullaniimistir.
Ekstrakt metodunda sivi ¢ozucu igerisinde materyalden ¢dzunen bilesenlerin
hlcreler ile temas ettirilerek sitotoksisitesi incelenmektedir. Ekstraksiyon sivisi
olarak adlandirilan bu sivi ¢dztcller serum, fizyolojik tuz sollsyonu veya diger

uygun ¢ozuculerden biri olabilir.

Calismada yara ortusu filmlerin hdcre canliiginin degerlendiriimesinde L929
hacreleri kullaniimistir. Sekil 4.33’ de sirasiyla 10, 15, 20 ml serum iginde 24 saat
boyunca sigirilen G, GJ1G-OC2 ve G-O22 kodlu yara 6rtu filmlerin farkli seyrelme
oranlarinda kontrole karsi L929 hucre canlihdi Uzerine etkisini gosteren optik
goruntaler yer almaktadir. Alinan optik goruntilerde, serum iginde sisirilen ve farkli
seyrelme oranlarda besi ortamina ekimi yapilan GO22 ve GJ1G-OC:2 kodlu yara ortu
film ekstraktlarinin, L929 hdcrelerinin canhliginin Uzerine sitotoksik bir etki

gostermedigi kisaca hucre canliiginin korundugu gértlmektedir.

Bajpai ve arkadaslari [211] yeni bir teknik ile mikro kristal seltloz yapilarin kitosan
icinde homojen dagiimini sagladiklari yara o6rtu filmleri hazirlamiglardir. Bu
calismada yara ortu filmlerinin in vitro sitotoksitite testleri filmlerden %12.5, %25
ve %50 ekstraksiyon oranlarinda drnekler hazirlanarak gergeklestirilmistir. Optik
mikroskop altinda alinan goruntuler sonucunda %12.5, %25 ve %50 ekstraksiyon
oranlarinda hucrelerin canliliklarinin  korundugu tespit edilmis ve hazirlanan

filmlerin sitotoksik 6zellik tagimadiklari sonucuna variimistir.

Bu calismada hazirlanan yara o6rtu filmlerine ait farkli ekstraksiyon oranlarindaki
orneklerin yer aldigi besi ortaminda L929 huicrelerin morfolojik yapilarinin kontrol

grubuna yakin oldugu ve hucrelerin canhliklarini koruduklari tespit edilmistir.
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Belirtilen ekstraksiyon oranlari igin hucre olumlerinin olmamasi c¢alismada

hazirlanan yara ortusu filmlerin sitotoksik etki gostermediklerinin bir kanitidir.

o

Sekil 4.33. 10, 15, 20 ml serum iginde 24 saat boyunca sisirilen yara ortu filmlerin
kontrole (k) kargi farkli seyrelme oranlarinda (s) L929 hucre canliigi Uzerine
etkisini gosteren optik goruntuler

Yapilan in-vitro sitotoksitite 6n ¢alismalar (Bélim 4.11) i1siginda sirasiyla 10 ve 5
serum iginde 24 saat boyunca sisirilen ve farkli seyrelme oranlarda besi ortamina
ekimi yapilan G-O22 ve GJ1G-OC:2 kodlu yara ortu film ekstraktlarinin L929 hicre
profilasyonuna olan etkisini kantitatif olarak belirleyebilmek amaciyla 24 ve 48 saat
inkilbasyon silresi sonunda MTT analizi uygulanmigtir. Sekil 4.33’ de G-O22 ve
GJ1G-OC:2 kodlu farkh seyrelme oranindaki yara ortu film ekstraktlarinin, 24 ve 48
saatlik inkibasyon suresi sonrasinda L929 hucrelerinin canlihdi Uzerine etkisini
gosteren MTT analiz sonuglari verilmigtir. Alinan MTT analiz sonuglarindan
hazirlanan yara ortt fimlerinin 24 saatlik inkiibasyon slresi sonunda kontrole goére
hdacre canliligini minimum ve maksimum olarak %47- %91 oraninda azalttigi
ancak 48 saat sonunda kontrol grubuna yakin hatta daha yuksek optik yogunluk
degerleri ile hlucreler Uzerinde sitotoksik etki gostermedikleri tespit edilmistir. Bu
durum ilk 24 saat icinde hicrelerin bu ekstraktlari iceren yeni besi yeri ortamina
adapte olmaya calismalari, 48 saatlik inkibasyon suresi sonrasinda goézlenen
kontrole gore daha yuksek optik yogunluk degerleri ile de hazirlanan yara 6rtu film
ekstraktlarinin htcrelerin gogalmalarina neden olduklari igin hucre yenileyici 6zellik
tasidiklari ile agiklanabilir (Sekil 4-34 ).

Buna gore hazirlanan yara o6rtu filmlerinin igerdigi etken maddeler nedeniyle hicre
canlihd1 Uzerinde higbir toksik etki gostermedigi hatta hucrelerin yenilenip

¢ogalmasi yonunde bir davranis sergiledikleri tespit edilmigstir.
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Sekil 4.34. G-O22 ve GJ1G-OC: kodlu farkli seyrelme oranlarindaki yara ortu film
ekstraktlarinin 24 ve 48 saatlik inkUbasyon suresi sonunda L929 hucre
profilasyonuna iligskin alti biyolojik tekrarli MTT analiz sonuglarinin kolon grafik ile
gOsterimi.

4.11. Hazirlanan Filmlerin Sigme Davraniglarinin incelenmesi

Literatirde dogal zamklar ile hazirlanmigs tablet matrikslerin sisme ve kontrolll ilag
salinim kinetigini inceleyen degisik modeller ortaya atiimis ve bu modellere uygun
sisme kinetigi kuramlari gelistiriimistir. Calismada hazirlanan yara ortu filmlerin
sisme davranisinin modellenmesi icin, serum sivisinin filmlere difGzyon tGrindn ve
etkin olan kuvvetlerin anlagiimasi gerekmektedir. Bu amagcla ¢alismada G, G-Oz2,
GJi1G-0OC1, GJ1G-0OC2, GJ1G-OCs, GJ2G-OC2 ve GJsG-OC:2 kodlu yara ortu
filmlerin sisme davranislarinin hangi kinetige uydugunu belirlemeye yonelik olarak
bulgular, sifir derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas esitliklerine uygulanmis ve
filmlere ait kinetik parametreler, korelasyon katsayilari (R?), ylizdece sisme ve

kalinlik degerleri sonuglar Cizelge 4.13’ de verilmigtir.

Cizelge 4.13 de hazirlanan yara ortl film 6rnekleri icin kinetik modellere ait
korelasyon katsayilari kargilastirildiginda tum ornekler igin Korsmeyer-Peppas

modelinin en yuksek korelasyon katsayisi ile en iyi uyumu verdigi gorulmektedir.
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Cizelge 4.13. G, G-O22, GJ1G-0OC1, GJ1G-0OC2, GJ1G-0OC3, GJ2G-0OC:2 ve GJ3G-
OC:2kodlu yara ortu filmleri igin sifir derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas kinetik
modellerine ait kinetik parametreler, yizdece sisme ve kalinlik degerleri

Korsmeyer-Peppas O.derece | Higuchi
Film Sisme Kalinhk | Difiizyon k R? R? R?
Kodlari % um usteli (n)
G 361 400 0.19 0.35 0.9989 | 0.7678 0.9455
G-O22 336 410 0.18 0.40 0.9870 | 0.7373 0.8383
GJ1G-0Cy 233 500 0.21 0.25 0.9889 | 0.8576 0.9620
GJ1G-0C» 221 510 0.19 0.25 0.9885 | 0.8225 0.9340
GJ1G-0C3 138 470 0.13 0.42 0.9967 | 0.8700 0.9623
GJ.G-0C» 128 480 0,15 0.40 0.9884 | 0.7881 0.9605
GJ3G-0C» 183 650 0,16 0.34 0.9867 | 0.7881 0.9189

Sekil 4.35, 36 ve 37° de G, G-O22, GJ1G-OC1, GJ1G-0OCz2, GJ1G-OCs, GJ2G-OC:2
ve GJ3G-OC:2 kodlu yara ortu film ornekleri icin Korsmeyer-Peppas esitligi

kullanilarak gizilen log (M/M=)" ye karsi log (t) grafikleri gérilmektedir.
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Sekil 4.35. G ve G-022 kodlu yara 6rtu filmleri igin log (Mt/M-) - log (t) grafigi
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Sekil 4.36. GJ1G-OC1, GJ1G-OC2 ve GJ1G-OCs3 yara ortu filmleri igin log (M/M«) -
log (t) grafidi
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Sekil 4.37. GJ2G-OC2 ve GJ3G-OC: yara ortu filmleri igin log (M/M-) - log (t) grafigi

Cizelge 4.14 incelendiginde hazirlanan yara ortu filmleri icin Korsmeyer-Peppas
kinetik modeline gbre bulunan difizyonel Usteli (n) degerleri 0.13 ile 0.20
arasindadir. Bu durum (n<0,5), serum sivisinin filmlere olan diflizyon hizinin
polimer zincirlerinin gevseme hizindan daha yavas oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla burada Fick tipi difizyonun etkili olup sisme davranisinin difGzyon
kontrolli oldugu gorulmektedir. Literatirde farmasotik teknoloji alaninda
Korsmeyer-Peppas kinetik modeli kullanilarak etkin madde saliniminin incelendigi
kitre, ksantan, karaya gibi biyouyumlu ve biyobozunur zamklar ile hazirlanan

matriks tabletlerde de benzer sonuglar gézlenmistir. Matriks tabletlerden etkin
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madde salinimi dozaj formu igerisinde kullanilan polimerin 6zellikleri ile dogru
orantilidir. Buradaki temel mekanizma sirasiyla polimerin sivi yuzeyi ile temas
etmesi, sismesi, tablet yuzeyinde jel tabakasinin olugsmasi, polimerin gevseyerek
yuzeyden erezyon ile ortama salinmasi seklinde agiklanabilir. Hazirlanan yara ortu
filmlerinde de buna benzer mekanizma ile yara iyilesmesinin gergeklesmesi

beklenmektedir.

Ullan ve arkadaslarinin [170], hidroksipropilmetilselliloz ve karaya zamki
kullanarak hazirladiklar tabletlerden losartan potasyumun kontrolli salinim
kinetigini Korsmeyer-Peppas kinetik modeli kullanarak inceledikleri ¢alismada,
difizyon usteli degerleri 0.22-0.59 araliginda bulunmus ve tabletlerden difizyon

mekanizmasi Fick ve Fick olmayan difuzyon modeli ile agiklanmistir.

Nep ve arkadaslarinin [237] grewia zamki kullanarak hazirladiklari matriks
tabletlerin farkh pH ortamlarinda sisme davranisini inceledikleri ¢alismada,
hidrofilik matrislerin difizyon Usteli degerleri 0.2- 0.4 araliginda bulunmus ve
hazirlanan matrikslerden diflizyon mekanizmasi Fick tipi difizyon modeli ile
aciklanmistir. Bajbai ve arkadaslari [211] mikro kristal sellloz yapilarin kitosan
icinde homojen dagilimi ile hazirladiklari yara ortu filmlerinde sisme davranigini
Korsmeyer-Peppas kinetik modeli kullanarak incelemigler ve difuzyon Usteli
degerlerini 0.483-0.369 bularak difizyon mekanizmasini Fick tipi olarak
belirlemislerdir. Capraz baglama ajaninin konsantrasyonun artiriimasiyla
hazirlanan GJiG-OCi, GJiG-OC2 ve GJiG-OCs filmlerin difuzyon Ustelinin
siraslyla azaldigi gorulmektedir. Muhammad ve arkadaslarinin [238] c¢apraz
baglama ajani konsantrasyonun UglUu ko-polimer sistemlerin sisme kinetigi Uzerine
etkilerini arastirdiklari ¢calismada ise etilen glikol-dimetakrilat capraz baglayicinin
konsantrasyonun arttiriimasiyla sistemin difizyon Ustelinin 0.65 degerinde 0.47

degerine dustigu saptanmistir.

Bajpai ve arkadaslarinin [239] poli(akrilamid-ko-sitiren) ve polivinilalkol kullanarak
hazirladiklari yapida c¢apraz baglayici ajan konsantrasyon 0.19-0.38 mM
araliginda degisirken diflizyon Usteli de 0.36-0.18 araliginda hesaplanmistir.
Polimer yapisinda ¢apraz baglama ajaninin derecesi arttirildikga suyun polimer
icerisine diflzyon hizi azalmis bdylece sinirlayici basamak olarak etkinligi

artmistir.
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5. SONUGLAR

Sentezlenen ozonize zeytinyadinin karakterizasyonunda FT-IR, *H-NMR, GC-MS
kullanilarak yapisal analizler gergeklestiriimis ve peroksit sayisi, antimikrobiyal
aktivite ve in-vitro sitotoksitite testleri yapilmisgtir. Calismada alinan sonuglar

asagida sirasiyla 6zetlenmisgtir.

1. Sentezlenen ozonize zeytinyadi igin alinan FT-IR spektremunda 1742 cm™’ de
genig bir absorpsiyon bandi gorulurken, ticari ozonize yag da bu band 1743 cm-
Yde daha keskin bir pik olarak goériilmektedir. Literatiirde yaglarin ozonlanma
surelerinin artmasi ile 1740 cm™ deki metil ester yapida yer alan karbonil
gruplarina ait bandlarin genigledigi ve 1700 cm™ ’de ise yeni bir pikin olustugu
bildirilmistir. Sentezlenen ozonize zeytinyaginda 1742 cmdeki genis bandin
yaninda 1702 cm™de yeni bir bandin olustugu da gorilmektedir. Sadece
sentezlenen Urlninde gorilen 1100 cmYdeki keskin bandin artan ozonlanma

suresi ile iligkilendirilebilecegi dusunulmustur.

2. Calismada sentezlenen ozonize zeytinyadinin karakterizasyonu icin alinan ait
'H-NMR spektrumlarinda 9.71 ve 2.5 ppm’deki sinyallerin 1,2,4-trioksolan, aldehit
ve a-metilen grubuna ait sinyaller oldugu ve literatirde bu sinyalerin ozonlanmis
yaglar icin alinan sinyaller ile benzer oldugu goériimustir. Sentezlenen ozonize
zeytinyadi icin alinan *H-NMR spektrumda 5.11-5.08, 1.63 ve 1.35 ppm’ lerde
yuksek, 5.29, 2.72 ve 2.03—1.96 ppm’ lerde dusuk sinyaller alinirken 5.35 ve 2.76
ppm’ de hi¢ sinyal alinmadigi gorulmektedir. Bu sonuglar sentezlenen ozonize
zeytinyaginda cift baglarin ozon gazi ile tamamen reaksiyona girmis oldugunu ve

boylece istenilen kalitede urtin elde edildigini gostermektedir.

3. GC-MS analizi sonucunda sentezlenen Urinde hi¢ oleik asite ait pik
gorulmemesi ¢ift baglarin tamamen kayboldugunun ve ozon gazinin ¢ift baglar
arasinda tamamen stabil hale getirildiginin kanitidir. Sentezlenen ozonize
zeytinyaginin ticari Urine nazaran ¢ok yuksek degerde nonanal ve nonanoik asit

icerdigi buna ragmen ticari Urinun hig nonanoik asit icermedigi gértlmektedir.

4. Calismada Uretilen ozonize zeytinyadi saf zeytinyagindan ve ticari ozonize
zeytinyagindan daha yuksek viskositeye sahip, jel kivaminda ve beyaz renktedir.
Calismada 6zel olarak tasarimi yapilmis reaktdrde uretilen ozonize zeytinyaginin

105



24 saatlik reaksiyon suresi kullanilarak yapilan iyodimetrik analiz sonucunda
yaklasik 2700-2800 mEq O2/kg yag araliginda bir yuksek bir peroksit degerine
sahip oldugu goérUlmektedir. Sentezlenen ozonize zeytinyaginin %50 (v/v)
oraninda zeytinyagi ile seyreltiimesi ile hazirlanan numunede peroksit sayisinda
herhangi bir degisim gortilmemistir. Bu durum peroksit sayinin yaglarin sadece
ozonlanma reaksiyonu sirasinda reaksiyonu etkileyen parametrelerin

degistiriimesiyle degisebilecegini gostermektedir.

5. Calismada sentezlenen ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesinde Gram (+) bakteri olarak S. aures ve Gram (-) bakteri olarak da E.
coli, P. auregonisa kullaniimistir. Sentezlen ozonize zeytinyaginin tim test
mikroorganizmalari Gzerinde antimikrobiyal etki gdsterdigi ancak en gugclu etkiyi
sahip oldugu 18 mm zon capi ile yaralardan en sik izole edilen S.aureus

mikroorganizmasina kargi gosterdigi goralmustar.

6. Ozonize zeytinyadinin hucre canhliginin degerlendiriimesinde, %1 (v/v) DMSO
icinde c¢ozliinen ozonize zeytinyadinin mikroskop altinda alinan goérintilerinde
hucre canhliginin oldugu konsantrasyon araliklarinda ozonize zeytinyaginin
disperse olmayan ve damlaciklar halinde toplandidi bdlgelerde 6lu hucrelerin
varligi tespit edilmigtir. Bu nedenle besi ortaminda daha iyi dagilabilmesi igin
ozonize zeytinyagi saf zeytinyagi (ZO) ve gliserol (GO) ile %50 (v/v) oraninda

seyreltilmistir.

7. Besi yerinde farkli konstrasyonlardaki saf zeytinyagdi ve gliserol dilisyonlarinin
24 ve 48 saatlik inkibasyon sonrasinda L929 hucrelerinin canlihgi Uzerine etkilerini
gosteren MTT test sonuclari gore; saf zeytinyadi ve gliserollin, 24 saat sonunda
kontrole gbére hucre canhligini %70 oraninda azalttigi ancak 48 saat sonunda
kontrol grubuna yakin optik yogunluk degerleri ile hucreler Uzerinde sitotoksik etki
gostermedikleri tespit edilmigtir. Bu durum ilk 24 saat iginde hlcrelerin zeytinyagi
ve (liserol iceren yeni besi yeri ortamina adapte olmaya c¢alismalari ile

aclklanabilir.

8. Besi yerinde farkh konstrasyonlardaki ZO ve GO dilisyonlarinin 24 ve 48 saatlik
inkibasyon sonrasinda L929 hucrelerinin canhligi Uzerine etkilerini gosteren MTT
test sonugclari gore; ilk 24 saat icinde hicrelerin ZO ve GO igeren yeni besi yeri

ortamina adapte olmaya calismalari, 48 saatlik inkibasyon suresi sonrasinda
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gozlenen kontrole gore daha yuksek optik yogunluk degerleri ile de hucrelerin
¢ogalmalarina neden olduklari igin hucre vyenileyici 6zellik tasidiklari ile

aciklanabilir.

Calismada hazirlanan yara ortu filmleri icin ilk olarak en uygun bilesen
konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik 6n galigmalara yer verilmistir. Uygun
bilesen konsantrasyonlarinda hazirlanan yara ortu filmlerinin yizeylerinde bulunan
fonksiyonel gruplarin aydinlatimasi ve sentez parametrelerinin yapiya olan
etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla, FT-IR, TGA, GC-MS, 'H-NMR ve SEM
kullanilarak yapisal karakterizasyon, mekanik test, jelatin model taklit, yara modeli
taklit, peroksit sayisi tayini, sisme ve kinetik model, antimikrobiyal ve in-vitro

sitotoksitite calismalariyla da diger karakterizasyon iglemleri gerceklestirilmistir.

1. Hazirlanan yara 6érti filmlerde yapilan 6n denemeler sonucunda kitre icin %2
(w/v) olarak belirlenen konsantrasyonun homojen goruntude filmlerin hazirlandigi

en uygun ve en yuksek konsantrasyon olduguna karar verilmigtir.

2. Hazirlanan yara ortu filmlerde yapilan 6n denemeler sonucunda ozonize
zeytinyagi/gliserol (v/v) oraninin < 1 oldugu durumlarda ozonize zeytinyaginin

hazirlanan film yapisi igerisinde iyi bir gsekilde dagildigi dusunulmektedir.

3. Hazirlanan yara orta filmlerde yapilan 6n denemeler sonucunda degisen
oranlarda karboksimetil selliloz/kitre zamki, aljinat/kitre ve jelatin/kitre (w/w)
biyopolimer karisimlarinin kullaniimasinin hazirlanan filmlerin fiziksel 6zelliklerini
degistirmedigi tespit edilmigtir. Biyopolimer karigimlari ile hazirlanan filmlerin
serum sivisi igerinde pargcalanma surelerinin sadece kitre ile hazirlanan filmler ile
ayni oldugu tespit edilmistir. Calismamizda filmler hazirlanirken kitre ile birlikte
yapisinda amioasit gruplari bulunan dogal bir biyopolimer olan sigir jelatini
kullanilarak genipinin bu gruplar Gzerinden inter ve intra molekduler yolla kimyasal

olarak ¢apraz bag yapmasi saglanmistir.

4. Caligmamizda ozonize zeytinyaginin film icinde yapisal olarak bozunmasini
onlemek ve filmlerin fiziksel ve kimyasal dzelliklerini arttirmak igin kurutma sicakhgi

35 °C olarak belirlenmistir.

5. FT-IR spektrumunda kitrenin yapisinda bulunan —CHs, 1731 ve 1630 cm* de
bulunan pikler —COO- gruplara ait karakteristik pikleri gostermektedir. Yapida
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bulunan karboksilik asit (-COO") gruplar d-galakturonik asitin varligini igaret

etmektedir

5. % 2 (w/v) kitre, % 0.6 (w/v) jelatin ve gliserol ile hazirlanan JG kodlu film
spektrumunda belirlenen degisimlerin kitrede bulunan negatif yukli karboksilik
gruplart (-COOH) ile jelatinde bulunan serbest pozitif yukli gruplar (-NH2)

arasindaki etkilesimden kaynaklandigr dugunulmektedir.

6. G-O12, G-O22 ve G-O24 kodlu yara ortu filmleri icin alinan FT-IR spektrumlarinda
gliserol konsantrasyonun arttiriimasi ile 3000-3500 cmt araliginda bulunan O-H
gruplarina ait piklerin yogunlugunun arttigr gérilmektedir. Bu durum gliserol ile
kitrede bulunan -OH gruplari arasinda olusan hidrojen baglarinin sayisindaki artis

ile agiklanabilir.

7. Capraz baglama iglemi ile hazirlanan yara o6rti filmlerde 1630-1640 cm~ band
araliginda olusan amid | (C=0, C-N) ve 1540-1550 cm~ araliginda yer alan amid

Il (N-H) absorpsiyon bantlarina ait pik yogunluklarinin arttigi géralmektedir.

8. Genipinin jelatine baglanmasiyla ortaya ¢ikan heterosiklik yapidaki amid
gruplari nedeniyle capraz badlayici ajan igeren yara orti filmlerinde jelatin
konsantrasyonun artmasiyla amid | ve amid |l band yogunluklarinin arttig

gorulmektedir.

9. G kodlu yara ortu film 6rnegine ait TGA egdrisinde 3 adet bozunma basamagi
gorulmektedir. DTG termograminda endotermik pik sicakliklarinin sirasi ile 85, 230

ve 355 °C oldugu gorulmektedir.

10. Ozonize zeytinyadi kullanilarak hazirlanan G-O22 kodlu yara orta filmi
orneginde 4 ayri bozunma basamagi goézlemlenmistir. G-O22 kodlu yara ortl
filminin termal sicakliklardaki degisimler dikkate deger dlizeyde olmadi§i icin
ozonize zeytinyadi eklenmesiyle filmlerin termal kararliiginin degismedigi

dusunulmektedir.

11. Genipin kullanarak hazirlanan GJ1G-OCi1 kodlu yara 6rti film érnegine ait TGA
termograminda 4 basamakli bozunma goérilmektedir. Capraz baglayici ajan
icermeyen G-O22 kodlu yara ortu film érnegi ile karsilastirildiginda son endotermik
pik sicakliginin genipin eklenmesiyle 341 °C’ den 401 °C’ ye yukseldigi, TGA
egrisinin ise genisledigi gorulmektedir. Bu sonuglar gapraz baglayici ajan kullanimi

ile yara ortu filmlerinin termal stabilitesinin 6nemli dlgude arttiginin bir kanitidir.
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12. Calismada sentezlenen G-O22 kodlu yara ortu film o6rneginin peroksit
degerlerinin belirlenmesi amaciyla ¢dzucu olarak serum ve asetik asit/kloroform
kullanilarak iyodimetrik metot ile 24 saatlik reaksiyon suresince on denemeler
gerceklestiriimistir. G-O22 kodlu yara ortu film érnegi icin harcanan titrant hacimleri
karsilastirildiginda serum iginde harcanan titrant hacimlerin daha dusuk oldugu
gorulmektedir. Bunun nedeni sulu ortamda lipid oksidasyonun birincil Grinu olan
hidroperoksitler kolaylikla aldehid ve alkol igeren ikincil oksidasyon uruinlerine daha

hizli pargalanmis olabilirler.

13. Yara ortu filminin asetik asit/kloroform ile temas ettigi sure arttikga salinan yag
miktari artmig ve buna baglh olarak peroksit degeri ile dogru orantili olarak

harcanan titrant hacmi de zamanla artis gostermistir.

14. G-O22 ve GJi1G-OC1 kodlu yara ortu film ornekleri igin peroksit degerleri
sirasiyla 793 ve 379 mEq O2/kg yag olarak tespit edilmistir. 6 hafta boyunca hem
IStk altinda hem karanlikta bekletilen GJ1G-OC1 kodlu yara o6rtu film 6rneklerinin
peroksit sayisi degerlerinin dedismedigi sonu¢ olarak calismada hazirlanan
filmlerin farkli saklama kosullarinda peroksit degerlerini koruyabildikleri tespit
edilmistir. Calismamizda hazirlanan filmlerin 793-379 mEq O2/kg yag araliginda
sahip olduklari peroksit degerlerinin yara iyilestirmesi icin yeterli oldugu

dusunulmektedir.

15. Ozonize zeytinyaginin film icerisinde konsantrasyonun %1’den, %2’ ye (v/v)
cikarilmasi ile yuzeyde ve kesit alanlarinda mikro gézenekli yapilarin olustugu ve

yapilarin hem yuzeyde hem de kesit alaninda iyi olarak dagildigi gorulmektedir.

16. SEM analiz sonuglarindan hazirlanan yara ortu filmlerde kullanilan genipinin
konsantrasyonunun arttirilmasi ile olusan yeni baglarin birbirlerine yaklasarak kesit
alan morfolojisini daha siki bir yapiya donustirdugu tespit edilmistir. Bu durumun,
hazirlanan yara ortu filmlerin mekanik olarak dayaniklihgini arttirarak filmlerin

parcalanma surelerinin uzamasina yardimci olacagi dustunulmektedir.

17. Jelatin model taklit analizleri sonucunda G-O22 kodlu yara 6rti filminin 24 saat
icinde en fazla suyu absorplayarak 1.18 oraninda genlestigi 72 saat sonunda
viskozitesi yuksek jel kivaminda Urlne donustugu gorulmektedir. GJ1G-OCa kodlu
yara ortu filminin 72 saat sonunda jelatin yuzeyine yapismadigi ve kolay bir sekilde

yuzeyden uzaklastirilabildigi goralmustar.
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18. Et Uzerinde gergeklestirtilen yara ylzeyi yaklit analizi sonucunda ¢ok hizli sigsen
G-022 kodlu yara ortu filminin 24 saatten dnce yara yuzeyinden degisim yapilarak
ya da pargalanmasi halinde yara yuzeyinden serum c¢oOzeltisi ile yikanarak
uzaklastirilabilecedi, GJ1G-OC1 kodlu yara ortu filminin ise 72 saate kadar yara
Uzerinde kalabilecek sekilde kullanilabilecegi dusunulmektedir. Filmlerin yara
yuzeyini uygun sekilde kapatmasi ile ozonize zeytinyaginin homojen bir sekilde
yara yuzeyinde dagilmasi saglanarak hizli bir yara iyilesmesi gergeklestirileceqi

dusunulmektedir.

19. Hazirlanan G, G-O12 ve G-Oz22, kodlu yara o6rtu filmlerin yapilan sisme deneyleri
sonucunda, G kodlu yara ortu filminde 6 saat sonunda maksimum % sisme
degerine (%360) ulasiimis ve bu saatten sonra erozyon nedeniyle agirlik dlgimu
yapilamamistir. Yapisinda ozonize zeytinyadi bulunan G-O12 ve G-O22 kodlu yara
orta filmlerinde maksimum % sisme degerleri sirasiyla %350 ve %336 olarak
bulunmusgtur. Bu durum yara ortu filminin yapisinda bulunan ozonize zeytinyaginin
filmlerin hidrofobisini arttirmasi dolayisiyla buna bagh olarak absorplanan serum

miktarinin azalmasi olarak acgiklanabilir.

20. Farkh genipin konsantrasyonlarinda hazirlanan GJi1G-OCi, GJi1G-OC: ve
GJ1G-0OCs kodlu yara ortu filmlerinde, artan genipin konsantrasyonu ile azalan
sisme denge degerleri sirasiyla % 233, % 221 ve % 138 olarak belirlenmistir.
Filmlerin serum igerinde kalma ve erozyona ugrayarak pargalanma sureleri ise
sahip olduklari siki ag yapisi dolayisiyla artmistir. Yiksek genipin konsantrasyonu
ile hazirlanan GJ1G-OCs kodlu yara ortu filmlerinin 5 gune kadar erozyona
ugramadan kaldigi gértlmustur. Capraz baglayici ajan kullanilarak hazirlanan yara
orti filmlerinin  orta ve dusik eksudali vyaralar igin kullanilabilecegi

dusunulmektedir.

21. Jelatin konsantrasyonun arttirimasi ile hazirlanan yara o6rtu filmlerinde kati
madde miktarindaki artisa bagl olarak filmlerin sivi absorplama kapasiteleri
artmistir. Artan jelatin konsantrasyonu ile sisme denge degerleri de sirasiyla %

128 ve % 183 olarak artig gostermistir.

22. Hazirlanan yara ortu film 6rnekleri icin Korsmeyer-Peppas modelinin en yuksek
korelasyon katsayisi ile en iyi uyumu verdigi gorilmektedir. Korsmeyer-Peppas

kinetik modeline gére bulunan difiizyonel Usteli (n) degerleri 0.13 ile 0.20
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arasindadir. Bu durum (n<0,5), serum sivisinin filmlere olan difizyon hizinin
polimer zincirlerinin gevseme hizindan daha yavas oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla burada Fick tipi diftizyonun etkili olup sisme davranisinin difizyon

kontrollt oldugu gorulmektedir.

23.0zonize  zeytinyagi  konsantrasyonunun  sabit  tutularak  gliserol
konsantrasyonun arttirildigi ¢apraz baglayici ajan icermeyen G-O21, G-O22, ve G-
O24 kodlu yara 6rtl filmlerinde kopma aninda uzama degerleri artarken mukavemet

degerlerinin azaldig1 gorulmektedir

24. Gliserol konsantrasyonu sabit tutularak ozonize zeytinyagi konsantrasyonunun
arttirlldig1 gcapraz baglayici ajan icermeyen G, G-O12,G-O22, GJ1 ve GJ1-O22 kodlu
yara ortu film orneklerinde kopma anindaki uzama degerlerinin belli bir ozonize
zeytinyagl konsantrasyonuna kadar arttiyi daha sonra ise azaldi§gi mukavemet
degerlerinin ise artan ozonize zeytinyagi konsantrasyonu ile azaldigi

gorulmektedir.

25.0zonize  zeytinyagi konsantrasyonunun  sabit  tutularak  gliserol
konsantrasyonun arttirildigi ¢gapraz baglayici ajan icermeyen G-O21, G-O22, ve G-
O24 kodlu yara ortu filmlerinde kopma aninda uzama degerleri artarken mukavemet

degderlerinin azaldigi gorulmektedir.

26. Kitre ile hazirlanan G kodlu yara ortu filmi ile kitre ve jelatin ile hazirlanan GJ:
kodlu yara orti filminin mekanik test sonuclari karsilastirildiginda sirasiyla
mukavemet degerlerinin azaldigi ancak kopma anindaki uzama degerlerinin arttigi

gorulmektedir.

27. Capraz baglayici ajan olarak genipinin kullanildi§i GJ1G-OC1, GJ1G-OC:2 ve
GJ1G-0OCs3 kodlu yara ortu filmlerinde artan genipin konsantrasyonu ile filmlerin
belli bir genipin konsantrasyonuna kadar kopma anindaki mukavamet degerlerinin
arttigi, yuzdece uzama degerlerinin ise azaldigi tespit edilmistir. Ancak jelatin
konsantrasyonu ayni iken genipin konsantrasyonu arttinldiginda mukavemet ve

uzama degerlerinde pek fazla degisim olmadigi gérulmustar.

28. Hazirlanan yara 6rtu filmlerinde genipin konsantrasyonun sabit tutularak jelatin
konsantrasyonun arttirimasiyla filmlerin kopma anindaki uzama dedgerlerinin
azalmasi, genipin ile jelatin arasindaki etkilesim artmasi ve buna bagli olarak da

film elastikiyetinin azalmasi ile agiklanabilir.
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29. Hazirlanan G-O22 ve GJ1G-OCi1 kodlu yara ortu filmleri ortalama 11 mm ve 12.5
mm inhibisyon zon c¢aplari ile sadece S. aureus mikroorganizmasi uzerinde
antimikrobiyal aktivite gostermiglerdir. GJ1G-OCa1 kodlu yara o6rtl film 6rnegi daha
fazla ozonize zeytinyagi icerdigi icin S. aureus mikroorganizmasina karsi daha
blyuk inhibisyon zon ¢api olustururken ozonize zeytinyagi iceremeyen G ve GJ1G-
Ci1 kodlu kontrol filmleri test edilen tUm mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal

aktivite gostermemisgtir.

30. Calismada yara ortUsu filmlerin hicre canliiginin degerlendiriimesinde L929
hdcreleri kullanilmigtir. 10, 15, 20 ml serum iginde 24 saat boyunca sisirilen G,
GJ1G-OC:2 ve G-0O22 kodlu yara ortu filmlerin farkli seyrelme oranlarinda kontrole
kargi L929 hlicre canhli§i Uzerine etkisini gdsteren optik goéruntilerde farkl
seyrelme oranlarinda besi ortamina ekimi yapilan GO22 ve GJ1G-OC: kodlu yara
ortu film ekstraktlarinin, L929 hucrelerinin canlihdinin Uzerine sitotoksik bir etki

gostermedigi kisaca hucre canliiginin korundugu gértlmektedir.

31. Alinan MTT analiz sonuglarindan hazirlanan yara o6rti fimlerinin 24 saatlik
inkUbasyon suresi sonunda kontrole gore hucre canliligini minimum ve maksimum
olarak %47- %91 oraninda azalttigi ancak 48 saat sonunda kontrol grubuna yakin
hatta daha yUksek optik yogunluk degerleri ile hucreler Uzerinde sitotoksik etki
gostermedikleri tespit edilmistir. Bu durum ilk 24 saat icinde hucrelerin bu
ekstraktlari iceren yeni besi yeri ortamina adapte olmaya c¢aligsmalari, 48 saatlik
inkibasyon slresi sonrasinda goézlenen kontrole gore daha yuksek optik yogunluk
degerleri ile de hazirlanan yara 6rtu film ekstraktlarinin hicrelerin gogalmalarina

neden olduklari igin hucre yenileyici 6zellik tagidiklari ile acgiklanabilir.
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6. ONERILER
Tez kapsaminda sentezlenen ve hazirlanan yara o6rtl filmlerinde ilk kez etken
madde olarak kullanilan ozonize zeytinyaginin fiziksel ve kimyasal
karakterizasyonunda ideal ozonlanma degerleri arasinda oldugu bulunmus ve
ideal ozonlama suresi icinde elde edilen Urunlerin lokal olarak anaerobik
enfeksiyonlara, yaniklara, dekubit Ulserlere fistul ve fungal enfeksiyonlarina,
ekzemalara, zona gibi dermatolojik lokal deri enfeksiyonlari gibi birgcok hastaliga

iyi geldigi ve hucrelerin yenilenmesinde de rol aldigi bildiriimektedir.

Ulkemizde birgok yerden cok kolay temin edilen ve gesitli hastaliklarda kullanilan
¢ok sayida ticari triin bulunmaktadir. Yaptigimiz incelemelerde bu Grunlerin basta
peroksit degerleri olmak Uzere fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine dair bilgilere
rastlaniimamaktadir. Bu tur trunlerin kargilastirmali biyoyararlanimlari invitro ve
in vivo yontemlerle degerlendiriimekte ancak in vivo g¢alismalardan once mutlaka

in vitro galismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Tez kapsaminda ilk kez hazirlanan yara ortu filmlerinin in vitro calismasi

tamamlanmis olup bundan sonraki asamada in vivo ¢alismalara gegilecektir.

113



[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]

[8]

9]
[10]

[11]

[12]

KAYNAKLAR

Harper, D., Young, A., McNaught, C., The Physiology Of Wound Healing,
Surgery (Oxford), 32(9), 445 -450, 2014.

Diaz, M. F., Hernandez, F., Ledea, O., Sazatornil, J. A. G.,Moleiro, J., H-
NMR Study of Methyl Linoleate Ozonation, in Ozone: Science &
Engineering, 121-126, 2003.

Fleck, C. A., Why "Wet to Dry"?, Journal of the American College of Clinical
Wound Specialists, 1(4), 109 -13, 2009.

Kurtoglu, A. H., Karatas, A., Current Approaches to Wound Therapy:
Modern Wound Dressings, Journal of Faculty of Pharmacy, 38(3), 211 -
232, 2009.

Vanessa, J., Joseph, G., Keith, H., Abc of Wound Healing-Wound
Dressings, British Medical Journal, 332, 2006.

Yiksel, O., Atmosferik Basingta Calisan Endistrivel Ac Corona/Dbd
Plazma Reaktdrilerinin Tasarimi Ve Uretimi, Yiksek Lisans, Hacettepe

Universitesi Kimya Miihendisligi, Ankara, 2010.

Bocci, V., Ozone a New Medical Drug, Science & Engineering, 22(4),
2011.

Fayazzadeh, E., Rahimpour, S., Ahmadi, S.Y., Farzampour, S.,
Acceleration of Skin Wound Healing with Tragacanth (Astragalus)
Preparation an Experimental Pilot Study in Rats., Acfa Medica Iranica,
52(1),3 -8, 2013.

Falabella, A., Kirsner, R., Wound Healing Surgery, 12(9), 2005.

Ching, Y., Sutton, L., Yvonne, N., The Use of Growth Factors and Other
Humoral Agents to Accelerate and Enhance Burn Wound Healing, Journal

of Plastic Surgery, 2011.

Beldon, P., Basic Science of Wound Healing, Surgery, 28(9), 409 -412,
2010.

Anonim, http.//www.megep.meb.gov.tr/pdf, (Ocak, 2016).

114



[13]

[14]

[19]

[16]

[17]

[18]
[19]
[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Grey, J. E., Harding, K. G. Abc of Wound Healing, Journal of Plastic
Surgery, 12(2), 2011.

Eming, S. A., Krieg, T., Davidson, J. M., Inflammation in Wound Repair:
Molecular and Cellular Mechanisms, Journal of Dermatology, 127(3),
514-25, 2007

Anonim, http.//www.megep.meb.gov.trmoduller_pdf/ , (Ocak, 2016).

Arslantas, M. K., [skemik Yara Tedavisinde Yara Tedevisinde Eritropoetinin
Etkileri Uzmanlik Tezi, Iistanbul Egitm ve Arastirma Hastanesi

Anesteziyoloj ve Reanimasyon, istanbul, 2007.

Gethin, G., The Significance of Surface Ph in Chronic Wounds, Wounds UK,
3(3),52 -56, 2007.

Anonim, http.//dent.ege.edu.tr/dosyalar/1.pdf,, (Ocak, 2016).

Anonim, http.//www.izmirklinik.com/yatak/pdf,, (Ocak, 2016)

Anonim, http.//www.woundsinternational.com, ( Ocak, 2016).

Morgado, P. I., Aguiar-Ricardo, A., Correia, I. J., Asymmetric Membranes
as ldeal Wound Dressings: An Overview on Production Methods, Structure,
Properties and Performance Relationship, Journal of Membrane Science,
490, 139-151, 2015.

Broughton, G. |, Janis, J. E., Attinger, C. E., The Basic Science of Wound
Healing, Plastic and Reconstructive Surgery, 117(7), 12 -34, 2006.

Nwomeh, B. C., Yager, D. R., Cohen, |. K., Physiology of the Chronic
Wound, Clinics in Plastic Surgery, 25(3), 341 -356, 1998.

Goldberg, R., Diegelmann, F., Wound Healing Primer, Surgical Clinics of
North America, 90(6), 1133  -1146, 2010.

Kondo, T., Ishida, Y., Molecular Pathology of Wound Healing, Forensic
Science International, 203(1 ' 3), 93 -98, 2010.

Altiparmak, D. M., Diabetik Ratlarda Kantaronun Deri Yarasi, Tipta
Uzmanlik Tezi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltes! Plastik, Rekonstriiktif ve
Estetik Cerrahi Anabilim Dali, Erciyes, 2012.

115


http://www.woundsinternational.com/

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

Guo, S., Dipietro, L. A., Factors Affecting Wound Healing, Journal of Dental
Research, 89(3), 219 -29, 2010.

Spear, M., Wet-to-Dry Dressings-Evaluating the Evidence, Plastic Surgian
Nursery, 28(2), 92 -5, 2008

Harma, B., Cocuklarda lkinci Derece Yanik Tedavisinde Bes Farkli Yara
Ortisciniin Etkinliklerinin Histopatolojik Olarak Dederlendirilmesi, Uzmanlik

Tezi, inéni Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Sakarya, 2011.
Martin, B., Moist Wound Healing, Osformy Wound Management, 2011.

Gunes, U. Y., Nemli Yara lyilesmesive Oklusif Pansumanlarin Nemli Yara
lyilesmesindeki Onemi, Hemsirelik Yiiksekokulu Dergisi, 10(2), 57 -65,
2006.

Vanessa Jones, J. E. G., Keith G Harding, Abc of Wound Healing Wound
Dressings, British Medical Journal, 33, 2006.

Stashak, T. S., Farstvedt, E., Othic, A., Update on Wound Dressings:
Indications and Best Use, Clinical Techniques in Equine Practice, 3(2),
148-163, 2004.

Altay, P., Basal, G., Wound Dressings, Electronic Journal of Textile
Technologies, 4, 109-121, 2010.

Heyneman, A., Beele, H., Vanderwee, K., Defloor, T., A Systematic Review
of the Use of Hydrocolloids in the Treatment of Pressure Ulcers, Journal of
Clinical Nursing, 17(9), 1164  -73, 2008.

Thu, H. E., Zulfakar, M. H., Ng, S. F., Alginate Based Bilayer Hydrocolloid
Films as Potential Slow-Release Modern Wound Dressing, /nternational
Journal of Pharmaceutics, 434(1 ' 2), 375 -383, 2012.

Kim, J. E., Lee, J., Jang, M., Kwak, M. H., Go, J., Kho, E. K., Song, S. H.,
Sung, J., Hwang, D.Y., Accelerated Healing of Cutaneous Wounds Using
Phytochemically Stabilized Gold Nanoparticle Deposited Hydrocolloid
Membranes, Biomaterial Science, 3(3), 509 -19, 2015.

Anonim, htlps.//www.google.com.tr/hydrocolloid+dressing, (Ocak, 2016).

116


https://www.google.com.tr/Hydrocolloid+Dressing

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]
[48]
[49]
[50]

[51]

[52]

Lee, K. Y., Mooney, D. J., Alginate: Properties and Biomedical Applications,
Progress in Polymer Science 37(1), 106  -126, 2012.

Jain, D., Bar-Shalom, D., Alginate Drug Delivery Systems: Application in
Context of Pharmaceutical and Biomedical Research, Drug Development
and Industrial Pharmacy, 40(12), 1576 -1584, 2014.

Gehart, H., A Study of Alginate Matrices as Anti-Microbial Wound Dressing,

Doctorial National University of Singapure Pharmacy, Singapure, 2009.

Sikareepaisan, P., Ruktanonchai, U.,Supaphol, P., Preparation and
Characterization of Asiaticoside-Loaded Alginate Films and Their Potential
for Use as Effectual Wound Dressings, Carbohydrate Polymers, 83(4),
1457-1469, 2011

Anonim, http://www.careteam.biz/dressings, (Ocak, 2016).

Hebeish, A., Hashem, M., El-Hady, M. M.,Sharaf, S., Development of Cmc
Hydrogels Loaded with Silver Nano-Particles for Medical Applications,
Carbohydrate Polymers, 92(1), 407 -13, 2013.

Balakrishnan, B., Mohanty, M., Umashankar, P.R.,Jayakrishnan, A,
Evaluation of an in Situ Forming Hydrogel Wound Dressing Based on
Oxidized Alginate and Gelatin, Biomaterials, 26(32), 6335 -42, 2005.

Kokabi, M., Sirousazar, M.,Hassan, Z. M., Pva ' Clay Nanocomposite
Hydrogels for Wound Dressing, European Polymer Journal, 43(3), 773 -
781, 2007

Anonim, http.//www.salespromotion.ro, (Ocak, 2016).

Anonim, http.//www.biofactoharma.com, (Ocak 2016).

Anonim, http.//woundcareadvisor.com, (Ocak 2016).

Anonim, http.//celekta.en.ec21.com/film_dressing , (Ocak 2016).

Zilberman, M., Elsner, J. J., Antibiotic-Eluting Medical Devices for Various
Applications, Journal of Controlled Release, 130(3), 202 -15, 2008.

Fonder, M. A., Lazarus, G. S., Cowan, D. A., Aronson-Cook, B., Kohli, A.
R., Mamelak, A. J., Treating the Chronic Wound: A Practical Approach to

117


http://www.careteam.biz/Dressings
http://www.salespromotion.ro/
http://www.biofactpharma.com/
http://woundcareadvisor.com/

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

the Care of Nonhealing Wounds and Wound Care Dressings, Journal of the
American Academy of Dermatology, 58(2), 185 -206, 2008.

Wang, T., Zhu, X. K., Xue, X. T.,Wu, D. Y., Hydrogel Sheets of Chitosan,
Honey and Gelatin as Burn Wound Dressings, Carbohydrate Polymers,
88(1), 75 -83,2012

Unnithan, A. R., Barakat, N. A. M., Tirupathi Pichiah, P. B., Gnanasekaran,
G., Nirmala, R., Cha, Y. S., Jung, C. H., EI-Newehy, M., Kim, H. Y., Wound-
Dressing Materials with Antibacterial Activity from Electrospun
Polyurethane ' Dextran Nanofiber Mats Containing Ciprofloxacin HCI,
Carbohydrate Polymers, 90(4), 1786 -1793, 2012

Liakos, I., Rizzello, L., Bayer, I.S., Pompa, P. P., Cingolani, R., Athanassiou,
A., Controlled Antiseptic Release by Alginate Polymer Films and Beads,
Carbohydrate Polymers, 92(1), 176  -83, 2013

Singh, B., Sharma, S., Dhiman, A., Design of Antibiotic Containing Hydrogel
Wound Dressings: Biomedical Properties and Histological Study of Wound

Healing, /nfernational Journal of Pharmaceutics, 457(1), 82 -91, 2013.

Dilamian, M., Montazer, M., Masoumi, J., Antimicrobial Electrospun
Membranes of Chitosan/Poly(Ethylene Oxide) Incorporating Poly
(Hexamethylene Biguanide) Hydrochloride, Carbohydrate Polymers,
94(1), 364 -71, 2013.

Shalumon, K. T., Anulekha, K. H., Nair, S. V., Nair, S. V., Chennazhi, K. P.,
Jayakumar, R., Sodium Alginate/Poly (Vinyl Alcohol)/Nano Zno
Composite Nanofibers for Antibacterial Wound Dressings, /nternational
Journal of Biological Macromolecules, 49(3), 247 -54, 2011.

Liakos, I., Rizzello, L., Scurr, D. J., Pompa, P. P., Bayer, I. S., Athanassiou,
A., All-Natural Composite Wound Dressing Films of Essential Oils
Encapsulated in Sodium Alginate with Antimicrobial Properties,
International Journal of Pharmaceutics, 463(2), 137 -45, 2014.

Jung, W. K., Koo, H. C., Kim, K. W., Shin, S., Kim, S. H., Park, Y. H.,

Antibacterial Activity and Mechanism of Action of the Silver lon in

118



[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

Staphylococcus Aureus and Escherichia Coli, Applied and Environmental
Microbiology, 7T4(7), 2171 -8, 2008.

Seo, S. Y., Lee, G. H, Lee, S. G,, Jung, S. Y., Lim, J. O., Choi, J. H.,
Alginate-Based Composite Sponge Containing Silver Nanoparticles
Synthesized in Situ, Carbohydrate Polymers, 90(1), 109 -15, 2012.

Marie Arockianathan, P., Sekar, S., Sankar, S., Kumaran, B., Sastry, T. P.,
Evaluation of Biocomposite Films Containing Alginate and Sago Starch
Impregnated with Silver Nano Particles, CarbohydratePolymers, 90(1),
717-24, 2012.

Roy, N., Saha, N., Kitano, T.,Saha, P., Development and Characterization
of Novel Medicated Hydrogels for Wound Dressing, Soft Materials, 8(2),
130-148, 2010.

Hammer, K. A., Carson, C. F.,Riley, T. V., Antimicrobial Activity of Essential
Oils and Other Plant Extracts, Journal of Applied Microbiology, 86(6),
985-990, 1999.

Bayaz, M., Esansiyel Yaglar: Antimikrobiyal, Antioksidan Ve Antimutajenik
Aktiviteleri, Akademik Gida 12(3), 45 -53, 2014.

Khajavi, R., Abbasipour, M., Barzi, M. G., Rashidi, A., Rahimi, M. K.,
Mirzababa, H. H., Eucalyptus Essential Oil-Doped Alginate Fibers as a
Potent Antibacterial Wound Dressing, Advances in Polymer Technology,
33(2), 2014.

Ge, Y., Ge, M., Sustained Broad-Spectrum Antimicrobial and Haemostatic
Chitosan-Based Film with Immerged Tea Tree Oil Droplets, Fibers and
Polymers, 16(2), 308 -318, 2015.

Altiok, D., Altiok, E.,Tihminlioglu, F., Physical, Antibacterial and Antioxidant
Properties of Chitosan Films Incorporated with Thyme Oil for Potential
Wound Healing Applications, Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, 21(7), 2227 -2236, 2010.

Kavoosi, G., Nateghpoor, B., Dadfar, S. M. M., Dadfar, S. M. A., Antioxidant,
Antifungal, Water Binding, and Mechanical Properties of Poly (Vinyl

119



[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

Alcohol) Film Incorporated with Essential Oil as a Potential Wound

Dressing Material, Journal of Applied Polymer Science, 131(20),  2014.

Kanatt, S. R., Rao, M. S., Chawla, S. P.,.Sharma, A., Active Chitosan
Polyvinyl Alcohol Films with Natural Extracts, Food Hydrocolloids, 29(2),
290-297, 2012.

Charernsriwilaiwat, N., Rojanarata, T., Ngawhirunpat, T., Sukma,
M.,Opanasopit, P., Electrospun Chitosan-Based Nanofiber Mats Loaded
with Garcinia Mangostana Extracts, /nfernational Journal of Pharmaceutics,
452(1 ' 2),333 -343, 2013.

Barrientos, S., Stojadinovic, O., Golinko, M. S., Brem, H.,Tomic-Canic, M.,
Perspective Article: Growth Factors and Cytokines in Wound Healing,
Wound Repair and Regeneration, 16(5), 585 -601, 2008.

Barrientos, S., Stojadinovic, O., Golinko, M.S., Brem, H.,Tomic-Canic, M.,
Growth Factors and Cytokines in Wound Healing, Wound Repair Regen,
16(5), 585 -601, 2008.

Shiraha, H., Glading, A., Gupta, K.,Wells, A., Ip-10 Inhibits Epidermal
Growth Factor-Induced Motility by Decreasing Epidermal Growth Factor
Receptor-Mediated Calpain Activity, Journal of Cell Biology, 146(1 ), 243 -
253, 1999.

Bennett, S. P., Griffiths, G. D., Schor, A. M., Leese, G. P.,Schor, S. L.,
Growth Factors in the Treatment of Diabetic Foot Ulcers, British Journal of
Surgery, 90(2), 133  -146, 2003.

Cho Lee, A. R., Leem, H., Lee, J., Park, K. C., Reversal of Silver
Sulfadiazine-Impaired Wound Healing by Epidermal Growth Factor,
Biomafterials, 26(22), 4670 -6, 2005.

Park, S.N., Kim, J.K.,Suh, H., Evaluation of Antibiotic-Loaded Collagen-
Hyaluronic Acid Matrix as a Skin Substitute, Biomaterials, 25(17), 3689 -
98, 2004.

Nogales, C., Ozone Therapy in Medicine and Dentistry, 7The Journal of

Contemporery Dental Parctice, 9(4),  2008.

120



[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

Rubin, M. B., The History of Ozone Bulletin for the History of Chemistry
26(1), 2001.

Bocci, V., Ozone as Janus: This Controversial Gas Can Be Either Toxic or
Medically Useful, Medliators Inflamm, 13(1), 3 -11, 2004.

Das, E., Gurakan, G. C., Bayindirli, A., Effect of Controlled Atmosphere
Storage, Modified Atmosphere Packaging and Gaseous Ozone Treatment
on the Survival of Salmonella Enteritidis on Cherry Tomatoes, Food
Microbiology, 23(5), 430 -438, 2006.

Unal, T., Ekmek Mayasi Endiistrisi Seperasyon Prosesiatiksularinda Ozon
ve Ozon/Hidrojen Peroksit Oksidasyonu lle Renk Giderimi, YUksek Lisans,
Gevre Muhendisligi, 2011.

Paolo, N., Bocci, V., Gaggiotti , E., Ozonetherapy, The Infernational Journal
of Artificial Organs, 27(3), 2004.

Theis, W. S., Andringa, K. K., Millender-Swain, T., Dickinson, D. A,
Postlethwait, E. M., Bailey, S. M., Ozone Inhalation Modifies the Rat Liver
Proteome, Redox Biology, 2, 52-60, 2014.

Mordecai B. Rubin, The History of Ozone, Bulletin for the History of
Chemistry, 26(1), 2001.

Bocci, V. A., Scientific and Medical Aspects of Ozone Therapy. State of the
Art, Archives of Medical Research, 37(4), 425 -35, 2006.

Ozler, M., Akay, C., Oter, S., Ay, H.,Korkmaz, A., Similarities and
Differences of Hyperbaric Oxygen and Medical Ozone Applications, Free
Radical Research, 45(11 -12), 1267 -78, 2011.

Babucgu, O., Ozone Therapy: Myth and Fact, Turkish Plastic Surgery
19(3), 2011.

Novgorod, N., Ozone Theraphy in Practice, in Ozone Theraphy in Pracfice,
N. Novgorod, Editor. 2008.

Kurtoglu, A., Deneysel Enfekte Diz Protezi Modelinde Enfeksiyonun

Eredikasyonu Ve Eklem Kikirdagi Hasari Uzerinde Intraartikiiler Uygulanan

121



[91]

[92]

[93]

[94]

[99]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

Ozonun (O3) Etkileri,  Tipta Uzmanlik Tezi, Pamukkale Universitesi, Tip
Fakultesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali, Denizli, 2013.

Bocci, V., Borrelli, E., Travagli, V.,Zanardi, |., The Ozone Paradox: Ozone
Is a Strong Oxidant as Well as a Medical Drug, Medicinal Research
Reviews, 29(4), 646 -682, 2009.

Bocci, V., Borrelli, E., Zanardi, |.,Travagli, V., The Usefulness of Ozone
Treatment in Spinal Pain, Drug Design, Development and Therapy, 9, 2677-
2685, 2015.

Bocci, V. A., Zanardi, |., Travagli, V., Ozone Acting on Human Blood Yields
a Hormetic Dose-Response Relationship, Journal of Translational Medicine,
9, 66-66, 2011.

Bocci, V. A., Scientific and Medical Aspects of Ozone Therapy. State of the
Art, Archives of Medical Research, 37(4), 425 -435, 2006.

Bocci, V., Zanardi, |.,Travagli, V., Ozone: A New Therapeutic Agent in
Vascular Diseases, American Journal of Cardiovascular Drugs, 11(2),
73-82, 2011.

Miller, E. W., Tulyathan, O., Isacoff, E. Y.,Chang, C. J., Molecular Imaging
of Hydrogen Peroxide Produced for Cell Signaling, Nafure Chemical
Biology, 3(5), 263 -267, 2007.

Travagli, V., Zanardi, |., Valacchi, G., Bocci, V., Ozone and Ozonated Oils
in Skin Diseases: A Review, Medjators Inflammatory, 2010, 610418, 2010.

Gunten, U., Ozonation of Drinking Water: Part |. Oxidation Kinetics and
Product Formation, Wafer Research, 37(7 ), 1443 -1467, 2003.

Kim, H. S., Noh, S. U., Han, Y. W, Kim, K. M., Kang, H., Kim, H. O., Park,
Y. M., Therapeutic Effects of Topical Application of Ozone on Acute
Cutaneous Wound HealingJournal of Korean Medical Science, 24(3),
368-374, 2009.

Patel, P. V., Kumar, S., Vidya, G. D., Patel, A., Holmes, J. C., Kumar, V.,
Cytological Assessment of Healing Palatal Donor Site Wounds and Grafted

Gingival Wounds after Application of Ozonated Oil: An Eighteen-Month

122



[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

Randomized Controlled Clinical Trial, Acta Cyfologica, 56(3), 277 -84,
2012.

Sharma, M., Hudson, J. B., Ozone Gas Is an Effective and Practical
Antibacterial Agent, American Journal of Infection Control/, 36(8), 559 -
563, 2008.

Johansson, E., Claesson, R.,van Dijken, J. W. V., Antibacterial Effect of
Ozone on Cariogenic Bacterial Species, Journal of Dentistry, 37(6), 449 -
453, 2009.

Azarpazhooh, A., Limeback, H., The Application of Ozone in Dentistry: A
Systematic Review of Literature, Journal of Dentistry, 36(2), 104 -116,
2008.

Sakazaki, F., Kataoka, H., Okuno, T., Ueno, H., Semma, M., Ichikawa, A.,
Nakamuro, K., Ozonated Olive Oil Enhances the Growth of Granulation

Tissue in a Mouse Model of Pressure Ulcer, Ozone. Science & Engineering,
29(6), 503 -507, 2007.

Valacchi, G., Lim, Y., Belmonte, G., Miracco, C., Zanardi, |., Bocci, V.,
Travagli, V., Ozonated Sesame Oil Enhances Cutaneous Wound Healing in
Skh1 Mice, Wound Repair and Regeneration, 19(1), 107 -115, 2011.

Kim, H. S., Noh, S. U., Han, Y. W., Kim, K. M., Kang, H., Kim, H. O., Park,
Y.M., Therapeutic Effects of Topical Application of Ozone on Acute

Cutaneous Wound Healing, Journal of Korean Medical Science, 24(3),
368-374, 20009.

Marco Montevecchi, A. D., Monica Cricca, Luigi Checchi, Comparison of the
Antibacterial Activity of an Ozonated Oil with Chlorhexidine Digluconate and
Povidone-lodine. A Disk Diffusion Test, New Microbiologica, 36, 289-302,
2013.

Sechi, L. A., Lezcano, |., Nunez, N., Espim, M., Dupre, I., Pinna, A.,
Molicotti, P., Fadda, G., Zanetti, S., Antibacterial Activity of Ozonized
Sunflower Oil (Oleozon),  Journal of Applied Microbiology, 90(2), 279 -
284, 2001.

123



[109]

Geweely, G., Antifungal Activity of Ozonized Oliveoil, /nfernational Journal
of Agriculture and Biology, 8(5), 2006.

[110]Anonim, htip.//www.oscenter.org/abstracts/ozologicdiseases., (Ocak,

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

2016).

Yipel, F. A., Kedilerde Kulak Uyuzu —~Oftodectes Cynotis ™~ Sagaltiminda
Ozonlanmis Zeytinyagi Ve Bazi Esansiyel Yaglarin ~Allium Sativum L.,
Origanum Majorana L.) Etkileri , Doktora Tezi, Afyon Kocatepe Universitesi
ic Hastaliklari Anabilim Dali Afyan, 2014.

Kaya, S., Parsiyel Kalinliktaki Termal Yaniklarin Pansumaninda GUmds
lcerikli  Hidrofiber lle Ozonlu Yadin Karsilastirimasi, Tipta Uzmanlik,
Estetik Cerrahi Anabilim Dali, Zonguldak, 2011.

Zanardi, |., Travagli, V., Gabbrielli, A., Chiasserini, L.,Bocci, V., Physico-
Chemical Characterization of Sesame Oil Derivatives, Ljpids, 43(9), 877 -
886, 2008.

Martinez T. G., Ledea L. O., Diaz G. M. F., Measurement of Peroxidic
Species in Ozonized Sunflower Oil, Ozone. Science & Engineering,
28(3), 181 -185, 2006.

Diaz, M. F., Hernandez, R., Martinez, G., Vidal, G., Gébmez, M., Fernandez,
H., Garcés, R., Comparative Study of Ozonized Olive Oil and Ozonized
Sunflower Oil, Journal of the Brazilian Chemical Society, 17, 403-407, 2006.

Tark Standartlar Enstitisu, Hayvansal Ve Bitkisel Kati-Sivi Yaglar-Peroksit
Degeri Tayini. 2006.

Moureu, S., Violleau, F., Ali Haimoud-Lekhal, D.,Calmon, A., Ozonation of
Sunflower Oils: Impact of Experimental Conditions on the Composition and
the Antibacterial Activity of Ozonized Oils, Chemistry and Physics of Lipids,
186, 79-85, 2015.

Rodrigues de Almeida Kogawa, N., Jose de Arruda, E., Micheletti, A. C., de
Fatima Cepa Matos, M., Silva de Oliveira, L.C., Pires de Lima, D., Pereira
Carvalho, N.C., Dias de Oliveira, P., de Castro Cunha, M., Ojeda, M.,

Beatriz, A., Synthesis, Characterization, Thermal Behavior, and Biological

124



[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

Activity of Ozonides from Vegetable Oils, 7he Royal Society of Chemistry,
5(80), 65427 -65436, 2015.

Almeida, N., Beatriza, N., Ozonized Vegetable Oils and Therapeutic
Properties: A Review, The Electronic Journal of Chemistry, 4(4), 313 -
326, 2012.

Pai, S. A., Gagangras, S. A., Kulkarni, S. S.,Majumdar, A. S., Potential of
Ozonated Sesame Oil to Augment Wound Healing in Rats, /ndian Journal
of Pharmaceutical Sciences, 76(1), 87 -92, 2014.

Ocal, E., Ozon Yadinin Kapsiil Formasyonu Uzerine Etkisi, Tipta Uzmanlik,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik
Cerrahi Anabilim Dali, Ankara, 2013.

Diaz, M. F., Gavin, J. A., Gémez, M., Curtielles, V.,Hernandez, F., Study of
Ozonated Sunflower Oil Using H-NMR and Microbiological Analysis, Ozone:
Science & Engineering, 28(1), 59 -63, 2006.

Kogawa, R., Ojeda, M., Beatriz, A., Synthesis, Characterization, Thermal
Behavior, and Biological Activity of Ozonides from Vegetable Oils, Royal
Society Of Chemistry, 5(80), 2015.

Nagayoshi, M., Kitamura, C., Fukuizumi, T., Nishihara, T.,Terashita, M.,
Antimicrobial Effect of Ozonated Water on Bacteria Invading Dentinal
Tubules, Journal of Endodontics, 30(11), 778 -781, 2004.

Huth, K. C., Jakob, F. M., Saugel, B., Cappello, C., Paschos, E., Hollweck,
R., Hickel, R., Brand, K., Effect of Ozone on Oral Cells Compared with
Established Antimicrobials, European Journal of Oral Sciences, 114(5),
435-440, 2006.

Abitha, M., Natural Polymers in Pharmaceutical Formulation, /nfernational
Journal of Institutional Pharmacy and Life Sciences, 5(1), 205 -231, 2015.

Kulkarni Vishakha S., B. K. D., Rathod Sudha S., Natural Polymers ' A
Comprehensive Review., [Infernational Journal of Research in

Pharmaceutical and Biomedical Sciences 3(4), 2012.

125



[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

Mogosanu, G. D., Grumezescu, A. M., Natural and Synthetic Polymers for
Wounds and Burns Dressing, /nfernational Journal of Pharmaceutics,
463(2), 127 -36, 2014.

Grumezescu, A. M., Improved Wound Dressing: Novel Approaches,
International Journal of Pharmaceutics, 463(2), 117 -118, 2014.

John, M., Thomas, S., Chapter 1 Natural Polymers: An Overview, in Natural

Polymers Composites, The Royal Society of Chemistry 1, 1-7, 2012.

Pereira, R., Tojeira, A., Vaz, D. C., Mendes, A., Bartolo, P., Preparation and
Characterization of Films Based on Alginate and Aloe Vera, /nternational

Journal of Polymer Analysis and Characterization, 16(7), 449 -464, 2011.

Pereira, R. F., Carvalho, A., Gil, M. H., Mendes, A., Bartolo, P. J., Influence
of Aloe Vera on Water Absorption and Enzymatic in Vitro Degradation of
Alginate Hydrogel Films, Carbohydrate Polymers, 98(1), 311 -320, 2013.

Pereira, G., Guterres, S., Balducci, G., Colombo, P., Sonvico, F., Polymeric
Films Loaded with Vitamin E and Aloe Vera for Topical Application in the

Treatment of Burn Wounds, BioMed Research International, 2014.

Miraftab, M., Masood, R., Edward-Jones, V., A New Carbohydrate-Based
Wound Dressing Fibre with Superior Absorption and Antimicrobial Potency,
Carbohydrate Polymers, 101, 1184-90, 2014.

Pongsamart, N., Lertchaiporn, J., Novel Water Soluble Antibacterial
Dressing of Durian Polysaccharide, Journal of Bioactive and Compatible
Polymers, 67-73, 2005.

Azmin, E., Bin Bai, S., Mechanical Properties and Water Vapour
Permeability of Film from Haruan (Channa Striatus) and Fusidic Acid
Spray for Wound Dressing and Wound Healing., Pakistan journal of

pharmaceutical sciences, 23(2), 155 -99, 2010.

Silva, S. S., Caridade, S. G., Mano, J. F.,Reis, R. L., Effect of Crosslinking
in Chitosan/Aloe Vera-Based Membranes for Biomedical Applications,
Carbohydrate Polymers, 98(1), 581 -8, 2013.

126



[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

Patil, B. S., Mastiholimath, V. S.,Kulkarni, A. R., Development and
Evaluation of Psyllium Seed Husk Polysaccharide Based Wound Dressing
Films, Oriental Pharmacy and Experimental Medicine, 11(2), 123 -129,
2011.

Kadioglu, B., Kadioglu, S., Turan, Y., Gevenlerin ~Astragalus Sp.™~ Farkli
Kullanim Alanlari ve Onemi, Turkish Journal of Pharmacetuel Science,
2008.

Kora, J., Arunachalam, J., Green Fabrication of Silver Nanoparticles by
Gum Tragacanth (Astragalus Gummifer): A Dual Functional Reductant
and Stabilizer, Journal of Nanomaterials, 2012, 1-8, 2012.

Prashar, D., Kalia, S., Sharma, S., Synthesis, Characterization and
Evaluation of Electrical Stimulus Sensitive Behavior of Gt-Cl-Poly(Aa)
Superabsorbent Hydrogel, /nternational Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, 4(1), 419 -423, 2012.

Moghbel , M., Hemmati, P., Agheli, H., The Effect of Tragacanth Mucilage
on the Healing of Full-Thickness Wound in Rabbit, Arch Iranian Mediators,
8(4), 2005.

Mohamadnia, Z., Zohuriaan-Mehr, M.J., Kabiri, K.,Razavi-Nouri, M.,
Tragacanth Gum-Graft-Polyacrylonitrile: Synthesis, Characterization and
Hydrolysis, Journal of Polymer Research, 15(3), 173 -180, 2007.

Ghayempour, S., Montazer, M., Mahmoudi Rad, M., Tragacanth Gum as a
Natural Polymeric Wall for Producing Antimicrobial Nanocapsules Loaded
with Plant Extract, /nternational Journal of Biological Macromolecules, 81,
514-520, 2015.

Verbeken, D., Dierckx, S., Dewettinck, K., Exudate Gums: Occurrence,
Production, and Applications, Applied Microbiology and Biotechnology,
63(1), 10 -21, 2003.

Chenlo, F., Moreira, R., Silva, C., Rheological Behaviour of Aqueous
Systems of Tragacanth and Guar Gums with Storage Time, Journal of Food
Engineering, 96(1), 107 -113, 2010.

127



[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

Jin, M., Zhao, K., Huang, Q., Shang, P., Structural Features and Biological
Activities of the Polysaccharides from Astragalus Membranaceus,

International Journal of Biological Macromolecules, 64, 257-66, 2014.

Maryam Otadi , S. M., The Survey of Kinetic Behavior of Immobilized
Glucose Oxidase on Gum Tragacanth Carrier, World Applied Sciences
Journal, 5(9), 2011.

Kiani, A., Shahbazi, M., Asempour, H., Hydrogel Membranes Based on
Gum Tragacanth with Tunable Structure and Properties. |I. Preparation
Method Using Taguchi Experimental Design, Journal of Applied Polymer
Science, 124(1),99 -108, 2012.

Siahi, M., Barzegar-Jalali, M., Monajjemzadeh, F., Ghaffari, F., Design and
Evaluation of 1- and 3-Layer Matrices of Verapamil Hydrochloride for
Sustaining Its Release, An Official Journal of the American Association of
Pharmaceutical Scientists, 6(4), 2005.

Fattahi, A., Petrini, P., Munarin, F., Shokoohinia, Y., Golozar, M. A.,
Varshosaz, J., Tanzi, M. C., Polysaccharides Derived from Tragacanth as
Biocompatible Polymers and Gels, Journal of Applied Polymer Science,
129(4), 2092 -2102, 2013.

Fayazzadeh, S. R., Seyed, M., Shahrokh, F., Acceleration of Skin Wound
Healing with Tragacanth (Astragalus) Preparation,  Acta Medica Iranica,
52(1), 2014.

Bagheri, S. M., Keyhani, L., Heydari, M., Dashti-R, M. H., Antinociceptive
Activity of Astragalus Gummifer Gum (Gum Tragacanth) through the

Adrenergic System: A in Vivo Study in Mice, Journal of Ayurveda and
Integrative Medicine, 6(1), 19 -23, 2015.

Yao, C. H., Liu, B. S., Chang, C. J., Hsu, S. H.,Chen, Y. S., Preparation of
Networks of Gelatin and Genipin as Degradable Biomaterials, Materials
Chemistry and Physics, 83(2 -3), 204 -208, 2004.

Ko, J. H., Yin, H., An, J., Chung, D. J., Kim, J. H., Lee, S. B., Pyun, D. G.,
Characterization  of Cross-Linked Gelatin  Nanofibers  through

Electrospinning, Macromolecular Research, 18(2), 137 -143, 2010.

128



[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

Djerassi, C., Nakano, T., Eisenbraun, E. J., James, A. N., Zalkow, L. H.,
Shoolery, J. N., Terpenoids .47. Structure of Genipin, Journal of Organic
Chemistry, 26(4), 1192  -&, 1961.

Muzzarelli, R., Genipin-Crosslinked Chitosan Hydrogels as Biomedical and
Pharmaceutical Aids, Carbohydrate Polymers, 77(1), 1 -9, 2009.

Tsai, C. C., Huang, R. N., Sung, H. W., Liang, H. C., In Vitro Evaluation of
the Genotoxicity of a Naturally Occurring Crosslinking Agent (Genipin) for
Biologic Tissue Fixation, Journal of Biomedical Materials Research,
52(1), 58 -65, 2000.

Xi-xun, Y., Fei, L., Yuan-ting, X.,Chang-xiu, W., In Vitro Study in the
Endothelial Cell Compatibility and Endothelialization of Genipin-Crosslinked
Biological Tissues for Tissue-Engineered Vascular Scaffolds, Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, 21(2), 777 -85, 2010.

Elzoghby, A. O., Vranic, B. Z., Samy, W. M., Elgindy, N. A., Swellable
Floating Tablet Based on Spray-Dried Casein Nanoparticles: Near-Infrared
Spectral Characterization and Floating Matrix Evaluation, /nternational
Journal of Pharmaceutics, 491(1 -2), 113 -122, 2015.

Zhu, Y. Y., Zhao, B. T., Huang, X. D., Chen, B., Qian, H., A Substrate Fed-
Batch Biphasic Catalysis Process for the Production of Natural Cross
Linking Agent Genipin with Fusarium Solani Accc 36223, Journal of
Microbiology and Biotechnology, 25(6), 814 -819, 2015.

Zeng, S. G., Ye, M. W,, Qiu, J. Q., Fang, W., Rong, M. D., Guo, Z. H., Gao,
W. F., Preparation and Characterization of Genipin-Cross-Linked Silk
Fibroin/Chitosan  Sustained-Release  Microspheres, Drug Design
Development and Therapy, 9, 2501-2514, 2015.

Wang, R., Neoh, K. G.Kang, E. T., Integration of Antifouling and
Bactericidal Moieties for Optimizing the Efficacy of Antibacterial Coatings,
Journal of Colloid and Interface Science, 438, 138-148, 2015.

Songkroh, T., Xie, H. G., Yu, W. T, Liu, X. D., Wang, L., Sun, G., In Situ
Forming Chitosan-Based Hydrogel as a Lung Sealant for Biological Lung
Volume Reduction, Science Bulletin, 60(2), 235 -240, 2015.

129



[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

Smits, F., Castelijns, A., Hest, M., Crosslinked Elp-Based Nanoparticles,
Using the Strain Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition, European Polymer
Journal, 62, 386-393, 2015.

Shao, X., Ding, K. Y.,Liu, J., Color Forming Property of Derivatives and
Modification Products of Natural Iridoids with Methylamine, Journal of the

American Leather Chemists Association, 110(1), 1 -6, 2015.

Liu,B. S.,Yao, C. H., Fang, S. S., Evaluation of a Non-Woven Fabric Coated
with a Chitosan Bi-Layer Composite for Wound Dressing, Macromolecular
Bioscience, 8(5), 432 -440, 2008.

Blanco, A., Gonzélez, G., Casanova, E., Pirela, M. E.,Bricefio, A.,
Mathematical Modeling of Hydrogels Swelling Based on the Finite Element
Method, Applied Mathematics, 04(08), 161 -170, 2013.

Ofori-Kwakye, K., Mfoafo, K. A., Kipo, S. L., Kuntworbe, N., Boakye-Gyasi,
M. E., Development and Evaluation of Natural Gum-Based Extended
Release Matrix Tablets of Two Model Drugs of Different Water Solubilities
by Direct Compression, Saudi Pharmaceutical Journal, 24(1), 8 2-91,
2016.

Ulla, M. R., Saisivam, S., Floating Matrix Tablet of Losartan Potassium by
Using Hydrophilic Swelling Polymer and Natural, T7urkish Journal of
Pharmaceutical Sciences, 10(3), 435 -446, 2013.

Rajesh, N., Siddaramaiah, Feasibility of Xanthan Gum ' Sodium Alginate as
a Transdermal Drug Delivery System for Domperidone, Journal of Materials
Science. Materials in Medicine, 20(10), 2085 -2089, 2009.

Matthews, K. H., Stevens, H. N. E., Auffret, A. D., Humphrey, M. J.,
Eccleston, G. M., Lyophilised Wafers as a Drug Delivery System for Wound
Healing Containing Methylcellulose as a Viscosity Modifier, /nternational
Journal of Pharmaceutics, 289(1 ' 2), 51 -62, 2005.

Maizura, M., Fazilah, A., Norziah, M. H.,Karim, A. A., Antibacterial Activity
and Mechanical Properties of Partially Hydrolyzed Sago Starch ' Alginate
Edible Film Containing Lemongrass Oil, Journal of Food Science, 72(6),
C324-C330, 2007.

130



[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

Farzi, M., Emam-Djomeh, Z., Mohammadifar, M. A., A Comparative Study
on the Emulsifying Properties of Various Species of Gum Tragacanth,

International Journal of Biological Macromolecules, 57, 76-82, 2013.

Saarai, A., Hydrogels for Biomedical Applications, Doctorial, Czech
Republic, 2012.

Giménez, B., Lopez de Lacey, A., Release of Active Compounds from Agar
and Agar ' Gelatin Films with Green Tea Extract, Food Hydrocolloids,
30(1), 264 -271, 2013.

Caicco, M. J., Zahir, T., Mothe, A. J., Ballios, B. G., Kihm, A. J., Tator, C.
H., Shoichet, M. S., Characterization of Hyaluronan ' Methylcellulose
Hydrogels for Cell Delivery to the Injured Spinal Cord, Journal of Biomedical
Materials Research Part A, 101A(5), 1472  -1477, 2013.

Soman, A., Mathew, F., Alias, M., Interpenetrating Polymer Network (Ipn)
' Hydrogels, The Pharma Innovation Journal, 3(8), 59 -66, 2014.

Citil, U., Mete, E., Oguz, O., Deneysel Staphylococcus Aureus Yumusak
Doku Enfeksiyonlarinda ibuprofenin Yara lyilesmesi Uzerindeki Etkisinin
Arastinimasi, Mikrobiyoloji Biilteni, 49(2), 166 -180, 2015.

Aguirre-Alvarez, G., Pimentel-Gonzalez, D. J., Campos-Montiel, R. G.,
Foster, T., Hill, S.E., The Effect of Drying Temperature on Mechanical
Properties of Pig Skin Gelatin Films El Efecto De La Temperatura De
Secado Sobre Las Propiedades Mecanicas De Peliculas De Gelatina De
Cerdo, CyTA - Journal of Food, 9(3), 243  -249, 2011.

Saman, T., Abolfazi, K., Study on Permeability of Bionanocomposite Film

Based on Tragacanth Gum - Chitosan Carbohydrate Polymers, 2015.

Hermanto, S., Sumarlin, L., Fatimah, W., Differentiation of Bovine and
Porcine Gelatin Based on Spectroscopic and Electrophoretic Analysis,

Journal of Food and Pharmaceutical Sciences 1, 68-73, 2012.

Saarai, A., Sedlacek, T., Kasparkova, V., On the Characterization of Sodium
Alginate/ Gelatine-Based Hydrogels for Wound Dressing, Journal of Applied
Polymer Science, 2011.

131



[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

Manna, P.J., Mitra, T., Pramanik, N., Kavitha, V., Gnanamani, A., Kundu,
P.P., Potential Use of Curcumin Loaded Carboxymethylated Guar Gum
Grafted Gelatin Film for Biomedical Applications, /nfernational Journal of
Biological Macromolecules, 75, 437-446, 2015.

Almeida, A. B., Ozonized Vegetable Oils and Therapeutic., The Electronic
Journal of Chemistry, 4(4), 313 -326, 2012.

Soriano, U., Veronica, P., Matsumura, M., Functional Group Analysis During
Ozonation of Sunflower Oil Methyl Esters by Ft-Ir and Nmr, Chemistry and
Physics of Lipids, 126(133 -140), 2003.

Moureu, S., Violleau, F., Ali Haimoud-Lekhal, D., Calmon, A., Ozonation of
Sunflower Oils: Impact of Experimental Conditions on the Composition and
the Antibacterial Activity of Ozonized Oils, Chem Phys Lipids, 186, 79-85,
2015.

Cerqueira, M., Souza, B., Teixeira, J., Vicente, A., Effect of Glycerol and
Corn Oil on Physicochemical Properties of Polysaccharide Films E a
Comparative Study, Food Hydrocolloids 27, 175-184, 2012.

Begam, R. N., Shukla, A. K., Preparation and Characterization of Genipin
Crosslinked Gelatin Nanoparticles and Study of Their Water Intake
Behavior, /nternational Journal of Nanomaterials and Biostructures 5(2),
24-31, 2015.

Mi, F. L., Synthesis and Characterization of a Novel Chitosan-Gelatin
Bioconjugate with Fluorescence Emission, Bliomacromolecules, 6(2),
975-987, 2005.

[191] Anonim, http.//shodhganga.inflibnet.ac.in.8080/.pdf, (Ocak, 2016).

[192]

[193]

Zohuriaan, M. J., Shokrolahi, F., Thermal Studies on Natural and Modified
Gums, Polymer Testing, 23(5), 575 -579, 2004.

Martins , J., Cerqueira, M., Bourbon , A., Synergistic Effects between K-
Carrageenan and Locust Bean Gum on Physicochemical Properties of
Edible Films Made Thereof, Food Hydrocolloids 2, 29, 280-289, 2012.

132



[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

Saravanan , D., Gomathi, T., Sudha, P. N., Comparative Study of Thermal
Stability Using Natural Polymer Blend by Cross Linking, Archives of Applied
Science Research, 3(6), 3 42-350, 2011.

Sadowska, J., Johansson , B., Johannessen , B., Characterization of
Ozonated Vegetable Oils by Spectroscopic and Chromatographic Methods,
Chemistry and Physics of Lipids, 151, 85-91, 2008.

Blanco, P., Poznyak, T., Chairez, |, Correlation of Structural
Characterization and Viscosity Measurements with Total Unsaturation: An
Effective Method for Controlling Ozonation in the Preparation of Ozonated
Grape Seed and Sunflower Oils, European Journal of Lipid Science and
Technology, 117, 988-998, 2015.

Segaa, A., Zanardia, l., Chiasserinia, L., Gabbriellia, A., Properties of
Sesame Oil by Detailed 1h and 13c Nmr Assignments before and
Aassignments before and after Ozonation and Their Correlation with lodine
Value, Peroxide Value, and Viscosity Measurements, Chemistry and
Physics of Lipids 163, 148-156, 2010.

Cirlini, M., Caligiani, A., Palla, G., De Ascentiis, A.,Tortini, P., Stability
Studies of Ozonized Sunflower Oil and Enriched Cosmetics with a
Dedicated Peroxide Value Determination, Ozone. Science & Engineering,
34(4), 293 -299, 2012.

Ledea, O., Correa, T., Escobar, M., Rosado, A., Molerio, J., Hernandez, C.,
Jardines, D., Volatile Components of Ozonized Sunflower Oil , Oleozon®
., Ozone: Science & Engineering, 23(2 ), 121 -126, 2001.

O'Brien, P. J., Siraki, A. G., Shangari, N., Aldehyde Sources, Metabolism,
Molecular Toxicity Mechanisms, and Possible Effects on Human Health,
Critical Reviews in Toxicology, 35(7), 609 -662, 2005.

Uysal, B., Ozonated Olive Oils and Troubles, Journal of Intercultural
Ethnopharmacology, 3(2), 49 -50, 2014.

Ozyildiz, F., Karagénlii, S., Basal, G., Uzel, A., Bayraktar, O., Micro-
Encapsulation of Ozonated Red Pepper Seed Oil with Antimicrobial Activity

133



[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

and Application to Nonwoven Fabric, Leffers in Applied Microbiology,
56(3), 168 -179, 2013.

Tongnuanchan, P., Benjakul, S., Prodpran, T., Properties and Antioxidant
Activity of Fish Skin Gelatin Film Incorporated Withcitrus Essential Oils,
Food Chemistry 134, 1571-1579, 2012.

Sanchez-Gonzalez, L., Vargas, M., Gonzalez-Martinez, C., Chiralt, A,,
Chéafer, M., Characterization of Edible Fiims Based on
Hydroxypropylmethylcellulose and Tea Tree Essential Oil, Food
Hydrocolloids, 23(8), 2102  -2109, 2009.

Jouki, M., Yazdi, F.,Mortazavi, S., Quince Seed Mucilage Films
Incorporated with Oregano Essential Oil: Physical, Thermal, Barrier,
Antioxidant and Antibacterial Properties, Food Hydrocolloids, 36, 9-19,
2014.

Torrieri, E., Cavellaa, S.,Masia, P., Effect of Rosemary Oil and an Emulsion
of Essential Oils Ono Structure and Physical Properties of Chitosan Film,

Chemical Engineering Transactions, 41, 2015.

Bonilla, J., Vargas, M., Atarés, L.,Chiralt, A., Physical Properties of
Chitosan-Basil Essential Oil Edible Films as Affected by Oil Content and

Homogenization Conditions, Procedia Food Science, 1, 50-56, 2011.

Cui, L., Jia, J.F., Guo, Y., Liu, Y., Zhu, P., Preparation and Characterization
of Ipn Hydrogels Composed of Chitosan and Gelatin Cross-Linked by
Genipin, Carbohydrate Polymers, 99, 31-38, 2014.

Hezaveh, H.,Muhamad, |., Effect of Natural Cross-Linker on Swelling and
Structural Stability of Kappa-Carrageenan/Hydroxyethyl Cellulose Ph-
Sensitive Hydrogels, Korean Journal of Chemical Engineering, 29(11),
1647-1655, 2012.

Meena, R., Prasad, K.,Siddhanta, A.K., Preparation of Genipin-Fixed
Agarose Hydrogel, Journal of Applied Polymer Science, 104(1), 290 -296,
2007.

134



[211]

[212]

[213]

[214]

[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

Bajpai, S.K., Chand, N., Ahuja, S.,Roy, M.K., Curcumin/Cellulose Micro
Crystals/Chitosan Films: Water Absorption Behavior and in Vitro
Cytotoxicity, /nternational Journal of Biological Macromolecules, 75, 239-
247, 2015.

Pereira, R., Mendes, A., Bartolo, P., Novel Alginate Aloe Vera Hydrogel
Blends as Wound Dressings for the Treatment of Several Types of Wounds,

Chemical Engineering Transactions, 32, 2013.

Vinklarkova, L., Masteikova, R., Vetchy, D., Formulation of Novel Layered
Sodium Carboxymethylcellulose Film Wound Dressings with Ibuprofen for

Alleviating Wound Pain, BioMed Research International, 2015.

Kimb, J., Parka, K.J., Kimb, H. J., Development of Polyvinyl Alcohol
Sodium Alginate Gel-Matrix-Based Wound, /nfernational Journal of
Pharmaceutics, 359, 79-86, 2008.

Steffansena, B., Herping, S., Novel Wound Models for Characterizing
Ibuprofen Release from Foam Dressings, /nternational Journal of
Pharmaceutics, 364, 150-155, 2008.

Elsner, J., Zilberman, M., Novel Antibiotic-Eluting Wound Dressings: An in
Vitro Study and Engineering Aspects in the Dressing's Design, Journal of
Tissue Viability, 19(2), 54 -66, 2010.

Wen, X., Fan, H., Tan, Y., Preparation of Electrospun Pla Nanofiber Scaffold
and the Evaluation in Vitro, Key Engineering Materials, 288, 139-142, 2005.

Li, W., Laurencin, C., Caterson, E., Electrospun Nanofibrous Structure: A
Novel Scaffold for Tissue Engineering, Journal of Biomedical Maferials
Research, 60(4), 613 -621, 2002.

Sanyang, M., Sapuan, M., Jawaid, M.,Sahari, J., Effect of Plasticizer Type
and Concentration on Tensile, Thermal and Barrier Properties of
Biodegradable Films Based on Sugar Palm (Arenga Pinnata) Starch,
Polymers ,1106-1124, 2015.

Tapia-Blacido, D. R., Sobral, P. J. A., Menegalli, F. C., Effect of Drying

Conditions and Plasticizer Type on Some Physical and Mechanical

135



[221]

[222]

[223]

[224]

[225]

[226]

[227]

[228]

Properties of Amaranth Flour Films, LWT - Food Science and Technology,
50(2), 392 -400, 2013.

Pongjanyakul, T., Puttipipatkhachorn, S., Alginate-Magnesium Aluminum
Silicate Films: Effect of Plasticizers on Film Properties, Drug Permeation
and Drug Release from Coated Tablets, /nfernational Journal of
Pharmaceutics, 333(1 ' 2), 34 -44, 2007.

Fabra, M. J., Talens, P., Chiralt, A., Tensile Properties and Water Vapor
Permeability of Sodium Caseinate Films Containing Oleic Acid ' Beeswax
Mixtures, Journal of Food Engineering, 85(3), 393 -400, 2008.

Muscat, D., Adhikari, B., Adhikari, R., Chaudhary, D. S., Comparative Study
of Film Forming Behaviour of Low and High Amylose Starches Using
Glycerol and Xylitol as Plasticizers, Journal of Food Engineering, 109(2),
189-201, 2012.

Min Wua, L. j. W., Dong Li, Zhi-huai Maoa, Benu Adhikari Effect of Flaxseed
Meal on the Dynamic Mechanical Properties of Starch-Based Films, Journal
of Food Engineering 118, 365 ' 370, 2013.

Cagri, A., Ustunol, Z., Ryser, E. T., Antimicrobial, Mechanical, and Moisture
Barrier Properties of Low Ph Whey Protein-Based Edible Films Containing
P-Aminobenzoic or Sorbic Acids, Journal of Food Science, 66(6), 865 -
870, 2001.

Bonilla, J., Atarés, L., Vargas, M., Chiralt, A., Effect of Essential Oils and
Homogenization Conditions on Properties of Chitosan-Based Films, Food
Hydrocolloids, 26(1), 9 -16, 2012.

Ahmad, M., Benjakul, S., Prodpran, T., Agustini, T.W., Physico-Mechanical
and Antimicrobial Properties of Gelatin Film from the Skin of Unicorn
Leatherjacket Incorporated with Essential Oils, Food Hydrocolloids,
28(1), 189 -199, 2012.

Aguirre, A., Borneo, R., Leon, A. E., Antimicrobial, Mechanical and Barrier
Properties of Triticale Protein Films Incorporated with Oregano Essential
Oil, Food Bioscience, 1, 2-9, 2013.

136



[229]

[230]

[231]

[232]

[233]

[234]

[235]

[236]

[237]

Yanwong, S., Threepopnatkul, P., Effect of Peppermint and Citronella
Essential Oils on Properties of Fish Skin Gelatin Edible Films, /OP
Conference Series. Materials Science and Engineering, 87(1), 012064,
2015.

Gundem, N., Cikman, A., Microorganisms Isolated from Wound Cultures
and Their Antibiotic Susceptibilities, Ankem Dergisi, 26(4), 165 -170,
2012.

Cetin, E., Kaya, S.,Tas, T., Cerrahi Alan Infeksiyonlarinda Mikroorganizma
Profili Ve Antibiyotik Duyarliik Durumu, Ankem Dergisi, 20(2), 89 -93,
2006.

Demir, B., Denk, A., Karlidag, G., Ucak, H., Bakteriyel Deri
Enfeksiyonlarindan izole Edilen Mikroorganizmalarin Antibiyotik Duyarlihgi
Ve Ampirik Antibiyotik Tedavisinin Degerlendirilmesi, Firat Universitesi
Saglik Bilimleri Tip Dergisi28(1), 5 -10, 2014.

Utlu, D., Tasatan, E., Oztirk, T., Karaboz, I., Escherichia Coli Atcc 11230
Ve Staphylococcus Aureus Atcc 6538-P Bakterilerinin Tipta Kullanilan Bazi
implant Metallerine Karsi Affinitelerinin incelenmesi, Orlab On-Line
Mikrobiyoloji Dergisi1( 5), 12 -20, 2003.

Lezcano, I., Nuiez, N., Espino, M.,Gomez, M., Antibacterial Activity of
Ozonized Sunflower Oil, Oleozén, against Staphylococcus Aureus and
Staphylococcus Epidermidis, Ozone: Science & Engineering, 22(2), 207 -
214, 2000.

Skalska, K., Ledakowicz, S., Perkowski, J.,Sencio, B., Germicidal
Properties of Ozonated Sunflower Oil, Ozone: Science & Engineering,
31(3), 232 -237, 20009.

Sumer, Z., Yildrim, G., Sumer, H., Yildirim, S., Cytotoxic and Antibacteriial
Activity of the Mixture of Olive Oil and Lime Cream in Vitro Conditions,
African Journal of Tradjtional, Complementary, and Alternative Medicines,
10(4), 137 -143, 2013.

Nep, E.l., Asare-Addo, K., Ghori, M. U., Conway, B. R.,Smith, A. M., Starch-

Free Grewia Gum Matrices: Compaction, Swelling, Erosion and Drug

137



[238]

[239]

Release Behaviour, /nfernational Journal of Pharmaceutics, 496(2), 689 -
698, 2015.

Malana, M. A., Zafar, Z. |., Effect of Cross Linker Concentration on Swelling
Kinetics of a Synthesized Ternary Co-Polymer System , Journal of the
Chemical Society, 30(4), 2012.

Bajpai, A. K., Bajpai, J., Shukla, S., Water Sorption through a Semi-
Interpenetrating Polymer Network (Ipn) with Hydrophilic and Hydrophobic
Chains, Reactive and Functional Polymers, 50(1),9 -21, 2002.

138



EKLER
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Cizelge E1-1. Yara o6rtusu filmlerin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler
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Hazirlanan

Yara Orti

Konsantrasyonlari

EK-2

Filmleri igin

Belirlenen

En

Uygun

Bilesen

Cizelge E2-1. Degisen ozonize zeytinyagi konsantrasyonlarinda hazirlanan
filmlerin % son konsantrasyon degerleri ve kodlari

Bilesenlerin Film Cozeltisindeki Son % Konsantrasyon
Degerleri
Kitre Ozonize Gliserol Jelatin Genipin
Film % (w/v) | Zeytinyagi % (V/IVv) % (W/V) % (V/IVv)
0
Kodu % (VIV)

G 2 - 2 - -
G-O12 2 1 2 - -
G-O22 2 2 2 - -

Cizelge E2-2. Degisen gliserol konsantrasyonlarinda hazirlanan filmlerin % son
konsantrasyon degerleri ve kodlari

Bilesenlerin Film Co6zeltisindeki Son % Konsantrasyon
Degerleri
Kitre Ozonize Gliserol Jelatin Genipin
Film % (w/v) | Zeytinyagi % (v/v) % (w/v) % (v/v)
0,
Kodu % (VIv)
G-O21 2 2 1 - -
G-O22 2 2 2 - -
GOa24 2 2 4 - -
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Cizelge E2-3. Kitre ve jelatin kullanilarak

konsantrasyon degerleri ve kodlari

hazirlanan filmlerin % son

Bilesenlerin Film Cozeltisindeki Son % Konsantrasyon

Degerleri
Kitre Ozonize Gliserol Jelatin Genipin
Film | % W) | Zeytinyagr | % (viv) | % (Wh) | % (VIV)
0
Kodu % (VIV)
GJ 2 - 2 0.6 -
GJ-O22 2 2 2 0.6 -

Cizelge E2-4. Degisen genipin konsantrasyonlarinda ¢capraz bagh hazirlanan
filmlerin % son konsantrsayon deg@erleri ve kodlari

Bilesenlerin Film Co6zeltisindeki Son % Konsantrasyon
Degerleri
Kitre Ozonize Gliserol Jelatin Genipin
Eilm % (w/v) | Zeytinyagi % (v/v) % (w/v) % (v/v)
0,
Kodu % (VIv)
GJ1G-0OC1 2 3.5 3.5 0.6 0.018
GJ1G-0OC2 2 3.5 3.5 0.6 0.037
GJ1G-0OCs 2 3.5 3.5 0.6 0.074
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Cizelge E2-5. Degisen jelatin konsantrasyonlarinda ¢apraz bagli hazirlanan
filmlerin % son konsantrsayon degerleri ve kodlari

Bilesenlerin Film Cozeltisindeki Son % Konsantrasyon
Degerleri
Kitre Ozonize Gliserol Jelatin Genipin
Eilm % (w/v) | Zeytinyagi % (VIV) % (W/V) % (V/IVv)
0
Kodu % (VIV)
GJ1G-0OC2 2 3.5 3.5 0.6 0.037
GJ2G-0C2 2 3.5 3.5 1.2 0.037
GJ3G-0C2 2 3.5 3.5 2 0.037
GJG-C1 2 - - 0.6 0.018
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EK-3

intramolekiiler capraz baglama

intermolekiler capraz baglama

kitre/jelatin iyonik etkilegim

Sekil E3-1. Hazirlanan yara orti filmlerinde molekller arasi baglanma

mekanizmasi
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