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ÖZET 
 

Doktora Tezi 
 

SUDA ÇÖZÜNEN NANOKİTOSAN SENTEZİ 
 

Aylin GEÇER 
 

Ankara Üniversitesi  
Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Mühendisliği Anabilim Dalı 
 

Danışman: Prof.Dr. Ayla ÇALIMLI 
    Eş Danışman: Prof.Dr. Belma TURAN 

          
Bu doktora çalışmasında biyobozunur bir polimer olan kitosandan suda çözünen 
nanokitosan sentezlenmiş ve bu ürün suda iyi çözünmeyen bir ilaç olan candesartan-
cilexetilin çözünürlüğünü artırmak için incelenmiştir. Çalışma dört aşamadan 
oluşmuştur. Birinci aşamada suda çözünen nanokitosan iyonik jelleşme tekniği ile 
sentezlenmiş ve FTIR, TEM, DLS analizleri ile karakterize edilmiştir. Suda çözünür 
nanokitosanın ortalama parçacık boyutu 220 nm olarak saptanmıştır. 
 
İkinci aşamada yüksek tansiyona karşı kullanılan candesartan-cilexetil ilacı suda 
çözünen nanokitosana iki farklı yöntemle (ultrasonik etki, iyonik jelleşme) yüklenmiş 
ve elde edilen örnekler FTIR, HPLC, AFM analizleri ile karakterize edilmiştir. 
Örneklerin ilaç yükleme etkinlikleri %66,  boyutları ise 37-76 nm aralığında 
bulunmuştur. Ultrasonik etki yönteminin iyonik jelleşme yöntemine göre küçük 
parçacık boyutu verdiği belirlenmiştir. 
 
Çalışmanın üçüncü aşamasında suda çok iyi çözünen nanokitosanın suda iyi 
çözünmeyen candesartan-cilexetil ilacının çözünürlüğüne etkisi in vitro deneyler ile 
incelenmiştir. Suda çözünen nanokitosanın  suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil 
ilacının çözünürlüğünü artırdığı (yaklaşık 400 kat) saptanmıştır.  
 
Dördüncü aşamada ise suda çözünen nanokitosanın kalp kası hücre canlılığına etkisi 
incelenmiştir. Suda çözünen nanokitosanın hücrenin zamana bağlı canlılığının 
korunmasını olumlu etkilediği belirlenmiştir. 
 
Bu doktora çalışmasında sonuç olarak suda çok iyi çözünen nanokitosanın suda iyi 
çözünmeyen candesartan-cilexetil ilacının biyoyararlanım (%15) ve tedavi edici 
etkinliğinin artmasında önemli bir faktör olan ilaç çözünürlüğünü arttırabildiği 
belirlenmiştir. 
 
Ocak 2010, 108 sayfa 
 
Anahtar Kelimeler: Suda çözünen nanokitosan, suda çözünmeyen, candesartan-
cilexetil, candesartan, iyonik jelleşme, ultrasonik etki  
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ABSTRACT 
 

Ph.D. Thesis 
 

SYNTHESIS OF WATER-SOLUBLE NANOCHITOSAN 
 

Aylin GEÇER 
 

Ankara University  
Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemical Engineering 
 

Supervisor: Prof.Dr. Ayla ÇALIMLI 
           Co-Supervisor: Prof.Dr. Belma TURAN 

  
Water soluble nanochitosan was synthesized from a biodegredable polymer chitosan in 
this Ph. D. Thesis. This product was examined to enhance the solubility of  poorly water 
soluble drug candesartan-cilexetil. The study was composed of four steps.  Water 
soluble nanochitosan was synthesized by ionic gellation technique and characterized by 
FTIR, TEM, DLS analyses in the first step. The average particle size of water soluble 
nanochitosan was determined as 220 nm.  
 
In the second step, the drug candesartan-cilexetil used against hypertension was loaded 
to water soluble nanochitosan by two different methods (ultrasonic effect, ionic 
gellation) and obtained samples were characterized by FTIR, HPLC, AFM analyses. 
The drug loading efficiencies and sizes of samples were found as 66% and in the range 
of 37-76 nm respectively. Ultrasonic effect method gave a high drug loading efficiency 
and small particle size compared to ionic gellation method.  
 
The effect of nanochitosan very soluble in water to the solubility of poorly water 
soluble drug candesartan-cilexetil was investigated by in vitro experiments in the third 
step of the study. The water soluble nanochitosan increased the solubility of poorly 
water soluble drug candesartan-cilexetil as approximately 400 times.  
 
The effect of water soluble nanochitosan to the viability of cardiomyocytes was 
examined in the fourth step. Water soluble nanochitosan affected the protection of 
cardiomyocytes viability dependent to time positively.  
 
In this Ph. D. study  nanochitosan very soluble in water could enhanced the drug 
solubility which is an important factor to increase the bioavailability (15%) and 
therapeutic efficiency of poorly water soluble drug candesartan-cilexetil consequently. 

          
January 2010, 108 pages 
  
Key Words: Water soluble nanochitosan, water insoluble, candesartan-cilexetil, 
candesartan, ionic gellation, ultrasonic effect  
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1. GİRİŞ 

 

Kitinin kısmi deasetilasyonu ile elde edilen kitosan suda çözünmez, ancak seyreltik 

asit çözeltilerinde çözünür. Deasetilasyon işlemi kitinin sodyum hidroksit çözeltisi 

(%40-%50) ile yüksek sıcaklıkta (110-115oC) etkileştirilmesi ile gerçekleştirilir 

(Şekil 1.1). Kitosan biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi özelikleri nedeniyle tıp 

ve eczacılık alanlarında yaygın bir şekilde kullanılır (Duman ve Şenel 2004). 

 

 
 

Şekil 1.1 Kitinin deasetilasyonu ile kitosan sentezi 
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Kitosan ile hazırlanan katı dağılımlar suda iyi çözünmeyen ilaçların çözünürlük ve 

biyoyararlanımlarını artırır (Portero vd. 1998). Suda çözünmeyen ilaçların vücuda 

verilmesinde katı dağılımın geleneksel tablet/kapsüllere üstünlüğü Şekil 1.2’de 

görülmektedir. Suda çözünmeyen ilaç tablet/kapsül şeklinde verildiğinde 5-100 μm 

boyutunda büyük katı parçacıklar oluşur ve çözünme hızları düşüktür. Katı 

dağılım/çözelti olarak verildiğinde ise 1 μm’nin altında kolloidal parçacıklar oluşur ve 

hızla çözünür (Serajuddin 1999).  

 

                
 

Şekil 1.2 Geleneksel tablet/kapsül ve katı dağılımın suda iyi çözünmeyen bir ilacın   
               çözünürlüğüne etkisi (Serajuddin 1999) 
 

Katı dağılımlar, kitosan çözeltisi (Kitosan seyreltik asit çözeltisinde çözülür) ve ilaç 

çözeltisinin (İlaç organik çözücüde çözülür) karıştırılıp kurutulmasıyla hazırlanır. Katı 

dağılımındaki asit kalıntısı nedeniyle ilaç bozunur, aktifliğini kaybeder ve kararlılığı 

azalır. Son yıllarda suda çözünür kitosan türevleri ile suda iyi çözünmeyen ilaçların 

çözünürlük ve biyoyararlanımları artırılarak bu problem aşılmaya çalışılmaktadır 

(Portero vd. 1998, Kim vd. 2006a). 

 

Suda çözünür kitosan türevleri homojen faz reaksiyonu, molekül ağırlığını azaltma ve 

kimyasal modifikasyon yöntemleri ile sentezlenmektedir (Chung vd. 2005). Homojen 

Suda iyi çözünmeyen ilaç 



faz reaksiyonu ile kitosanın deasetillenme derecesi değiştirilmekte, kimyasal 

modifikasyon yöntemi ile ise kitosana hidrofilik grup eklenmektedir. 

 

Trimetil kitosan, trietil kitosan, izobütil kitosan, kitosanın monosakkarit ve dissakkarit 

türevleri suda çözünür kitosan türevleridir (Sieval vd. 1998,  Thanou vd. 2000, Yang vd.  

2002, Avadi vd. 2003, Miao vd. 2006, Li vd. 2007). Trimetil kitosan kitosanın kısmi 

olarak kuaternize türevidir. Kitosanda asetil grupları olduğu için ve komşu kuaterner 

amin grupları üzerine eklenen metil gruplarının sterik etkisi nedeniyle kitosanın 

tamamen kuaternizasyonu olanaksızdır. Trimetil kitosan sentezi kitosanın 

metillenmesine dayanır. Metilleme nükleofilik sübstitüsyon ile gerçekleştirilmektedir 

(Mao vd. 2007).  

 

Süreli yayınlarda suda çözünür kitosan türevlerinin suda iyi çözünmeyen ilaçların 

çözünürlük ve biyoyararlanımını artırdığı belirlenmiştir (Portero vd. 1998, Kim vd. 

2006a). Merisko-Liversidge vd. (2003) ise yaptıkları çalışmada suda çözünmeyen ilacın 

boyutu azaldıkça çözünürlük ve biyoyararlanımının arttığını saptamıştır. 

 

Süreli yayınlarda suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil ilacının  suda çözünen 

nanokitosana yüklendiği ve çözünürlüğünün artırılmasına yönelik bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Bu doktora çalışması; candesartan-cilexetil ilacının nanokitosana 

yüklenmesi ve çözünürlüğünün arttırılması konusunda ilk araştırmadır.  

 

Candesartan-cilexetil (C33H34N6O6, MA=610.67 g/gmol)  yüksek tansiyon tedavisinde 

yaygın olarak kullanılmakta ve mide bağırsak sisteminde hidrolize uğrayarak 

candesartana (C24H20N6O3, MA=440.45 g/gmol)  dönüşmektedir. Candesartan (AT1 

reseptör blokörü) kan basıncını düşürür ve kalp krizi ve böbrek rahatsızlığı gibi 

hastalıkları önler (http://www.rxlist.com/atacand-drug.htm). 

 

Şekil 1.3’de kimyasal yapıları verilen candesartan-cilexetil siklohegzil karbonat esteri 

candesartan ise karboksilik asittir ve tetrazol, bifenil, benzimidazol gruplarını 

içermektedir. Candesartan-cilexetili çözmek için metanol, asetonitril ve DMSO 
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(Dimetil sülfoksit) gibi çözücüler kullanılmaktadır (Miyabashi vd. 1996, Stenhoff vd. 

1999, Cagigal vd. 2001). 

 

                 
                      

                    

(a) 

(b) 

  C2H5O 

 

OC2H5 

 

Şekil.1.3 a. Candesartan-cilexetil, b. candesartanın kimyasal yapıları 
 

Candesartan-cilexetil suda iyi çözünmeyen özeliği nedeniyle düşük biyoyararlanım  

(% 15) gösterir (http://en.wikipedia.org/wiki/Candesartan). Candesartan-cilexetil  

ağızdan alındıktan sonra bağırsakta esterazlar tarafından hidrolize uğrayarak aktif şekli 

candesartana dönüşür. In vitro çalışmalarda ise candesartan-cilexetil aktif hale 

geçemediği için doğrudan suda çözünen candesartan kullanılır.  

 
Candesartan-cilexetilin arap zamkı ile süspansiyonu sıçanlarda kan şekerini % 20 

oranında artırmıştır. Bu nedenle arap zamkı candesartan-cilexetil için iyi bir taşıyıcı 

değildir (Turan 2002).  

 

Bu doktora çalışmasında suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil ilacının suda 

çözünen nanokitosan ile çözünürlüğünün artırılması amaçlanmıştır. 



2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

Süreli yayınlarda metilleme adım sayısı, süresi değiştirilerek ve farklı baz kullanarak 

trimetil kitosan sentezine yönelik çalışmalar bulunmaktadır. Sieval vd. (1998), trimetil 

kitosanı adım sayısını değiştirerek tek, iki, üç adımda metilleme ile sentezlemiştir. Suda 

çözünür trimetil kitosan sentezi için en uygun yöntemin iki adımlı metilleme yöntemi 

olduğunu göstermiştir. Kuartinizasyon derecesi tek adımlı metilleme ile  % 35, iki 

adımlı metilleme ile % 60, 3 adımlı metilleme ile ise % 85 olarak belirlenmiştir. Adım 

sayısı arttıkça kuartinizasyon derecesinin arttığı saptanmıştır (Snyman vd. 2002). 

Metilleme süresi 45 dk (Hamman vd. 2002), 75 dk (Thanou vd. 1999) ve 90 dk (Chen 

vd. 2007) şeklinde değiştirilerek trimetil kitosan sentezlenmiştir. Süre arttıkça 

kuartinizasyon derecesinin arttığı belirlenmiştir (Jintapattanakit vd. 2008). Trimetil 

kitosanın sentezinde baz olarak sodyum hidroksit kullanıldığında adım sayısı arttıkça 

kuartinizasyon derecesinin % 21’den  %59’a arttığı saptanmıştır. Sodyum hidroksit 

yerine dimetil amin piridin kullanıldığında ise adım sayısı arttıkça kuartinizasyon 

derecesinin azaldığı gösterilmiştir (Hamman ve Kotze 2001).  

 

Trimetil nanokitosanın sentezine yönelik süreli yayınlarda tripolifosfat anyonları ile 

katyonik trimetil kitosan iyonik çapraz bağlanmıştır (Amidi vd. 2006, 2007, Chen vd. 

2007). Ticari suda çözünür kitosan türevi ile de iyonik jelleşme tekniği kullanarak suda 

çözünür nanokitosan sentezlenmiştir (Vila vd. 2004).  

 

Süreli yayınlarda suda iyi çözünmeyen ilaçların polimerlere yüklenmesinde genellikle 

ultrasonik etki, çözücü buharlaştırma, diyaliz ve iyonik jelleşme yöntemleri 

kullanılmaktadır (Bodmeir and Paeratakul 1989, Lee vd. 2004, Yokoyoma vd. 2004, 

Zhang vd. 2004, Francis vd. 2005,  Kim vd. 2006, Satturwar vd. 2007, Yao vd. 2007). 

 

Suda iyi çözünmeyen ilaçların kitosan ve suda çözünen kitosan türevlerine yüklendiği 

az sayıda çalışma (Portero vd. 1998, Kim vd. 2006a, b, Yao vd. 2007, Zhou vd. 2009) 

vardır. Portero vd. (1998), ticari suda çözünür kitosanın (kitosan glutamat) ve suda 

çözünmeyen kitosanın (kitosan bazı) suda iyi çözünmeyen nipedifin ilacının (kas 
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kasılmasına karşı kullanılır) çözünürlüğüne etkisini incelemiştir. Bu amaçla kitosan 

glutamat ve kitosanla nipedifin ilacının fiziksel karışımını, ezilmiş karışımını, 

yoğrulmuş karışımını ve katı dağılımını hazırlamıştır. Kitosanla nipedifin ilacının katı 

dağılımının hazırlanmasında çözücü buharlaştırma yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemde 

kitosan çözeltisi ve ilaç çözeltisi karıştırılıp kurutulmaktadır.  Nipedifin ilacının 

çözünürlüğünü artırmada en başarılı yöntemin çözücü buharlaştırma yöntemi, en 

başarısız yöntemin ise fiziksel karıştırma olduğu saptanmıştır. Kitosan glutamat 

nifedifin ilacının çözünürlüğünü kitosana göre daha çok artırmıştır.  

 

Trimetil kitosanın suda iyi çözünmeyen lipofilik siklosporin A (kalp transplantasyonu 

sonrası tedavide, behçet hastalığı tedavisinde kullanılır) ilacının çözünürlüğüne etkisi 

araştırılmıştır (Zhou vd. 2009). Bu amaçla trimetil kitosanla  siklosporin A ilacının 

fiziksel karışımı, ezilmiş karışımı ve katı dağılımı hazırlanmıştır. Katı dağılımın 

hazırlanmasında kullanılan çözücü buharlaştırma yöntemi siklosporin A ilacının 

çözünürlüğünü diğer yöntemlere göre daha çok artırmıştır. 

 

Ticari suda çözünür kitosanın suda iyi çözünmeyen retinol ilacının (deri hastalıklarının 

tedavisinde kullanılır) çözünürlüğüne etkisi incelenmiştir (Kim vd. 2006a). İlaç çözeltisi 

suda çözünür kitosan çözeltisine ultrasonik etki ile damlatılarak retinol ilacı suda 

çözünür kitosana yüklenmiştir. Polimer: ilaç (w/w) karışım oranının retinol ilacının 

çözünürlüğüne etkisi UV analizi ile incelenmiş ve ticari suda çözünür kitosanın retinol 

ilacının çözünürlüğünü sudaki çözünürlüğüne göre 1600 kat artırdığı saptanmıştır.  

 

Kim vd. (2006b) yaptıkları başka bir çalışmada suda iyi çözünmeyen bir ilaç olan 

retinoik asiti (deri hastalıklarının tedavisinde kullanılır) ticari suda çözünür kitosana 

(düşük molekül ağırlıklı)  ultrasonik etki yöntemi ile yüklemiş yükleme etkinliğini % 90 

olarak belirlemiştir. Yao vd. (2007) ise suda iyi çözünmeyen paclitaxel ilacını (kanser 

tedavisinde kulanılır) polietilen glikol oktil sülfat kitosana diyaliz yöntemi ile yüklemiş 

ve yükleme etkinliğini %70-85 aralığında saptamıştır.  

 

 6



Suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil ve aktif şekli suda çözünen candesartanın  

kitosan ve suda çözünen nanokitosana yüklendiği bir çalışmaya süreli yayınlarda 

rastlanmamıştır. Satturwar vd. (2007), candesartan-cilexetili polietilen glikol A-B blok 

kopolimerine diyaliz ve çözücü buharlaştırma yöntemleri ile yüklemiş (A, B: t-butil 

metakrilat, izo-butil akrilat, n-butil akrilat, propil metakrilat) ve yükleme etkinliğini % 

60-90 aralığında saptamıştır.  

 

Süreli yayınlarda trimetil nanokitosan ve trimetil kitosanın hücre canlılığına etkisi 

incelenmiştir (Kean vd. 2005, Amidi vd. 2006, Sayın vd. 2008). Trimetil kitosan kültür 

hücresi (maymun böbrek fibroblastı, COS-7) ile 6 h süre ile etkileştirilmiştir (Kean vd. 

2005). Trimetil kitosan derişimi (0.1-1000μg/ml) arttıkça hücre canlılığının azaldığı 

belirlenmiştir. 

 

Trimetil nanokitosan kültür  hücresi (Calu-3) ile etkileştirilmiş ve nanokitosanın hücre 

canlılığını olumlu etkilediği gösterilmiştir. Sıçan burun epitel hücreleri FITC albumin 

yüklü trimetil nanokitosan ile inkübe edilip konfokal mikroskobu ile gözlendiğinde 

ışıklı hücreler saptanırken FITC albümin çözeltisi ile inkübe edildiğinde ışık 

görülmemiştir. FITC albümin yüklü trimetil nanokitosan sıçan burun epitel hücreleri 

tarafından alınmıştır (Amidi vd. 2006).  

 

Trimetil kitosan ve karboksi metil kitosanın hücre (sıçan yumurtalık hücresi)  

canlılığına etkisi incelenmiştir (Sayın vd. 2008). Karboksi metil kitosanın hücre 

canlılığını olumlu trimetil kitosanın ise olumsuz etkilediği saptanmıştır. 

 

Trimetil kitosan çok sayıda çalışmada peptidler gibi düşük oral biyoyararlanımı olan 

hidrofilik ilaçların emilimini artırmak için kullanılmıştır (Thanou vd. 2000a, b, 2001, 

Plessis vd. 2010). Trimetil kitosanın bağırsak epitelinden emilimi sınırlı olan octreotid 

peptidi (bağırsak tümör tedavisinde kullanılır) ile karışımı kültür hücresi (Caco-2) ile 

etkileştirilmiştir. Trimetil kitosan varlığında bağırsak epitelinden octreotid emiliminin 

arttığı belirlenmiştir (Thanou vd. 2000a).  
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Buserilin peptidi trimetil kitosan çözeltisi ile karıştırılarak sıçana verildiğinde peptid 

ilacının biyoyararlanımının arttığı saptanmıştır (Thanou vd. 2000b). 

 

Biyoyararlanım değeri düşük salmon kalsitonin peptidi trimetil kitosan ile sıçanlara 

burundan verildiğinde salmon kalsitoninin maksimum plazma derişiminin 6 kat arttığı 

bulunmuş ve trimetil kitosanın peptidin biyoyararlanımını artırdığı saptanmıştır (Plessis 

vd. 2010). 

 

Suda çözünür kitosan türevlerinden oktil orto sülfat kitosan ile yapılan bir çalışmada 

kanser tedavisinde kullanılan suda iyi çözünmeyen paclitaxel ilacının yan etkilerini 

azaltmak amacıyla paclitaxel yüklü oktil orto sülfat kitosan miseli hazırlanmıştır (Zhang 

vd. 2008). Paclitaxel yüklü misel tümöre karşı paclitaxele eşdeğer bir etki göstermiştir. 

İlaç yüklü misel ile ilaca göre daha düşük bir plazma alanı (3.6 kat daha az) bulunmuş 

ve miselin ilacın biyoyararlanımını artırdığı belirlenmiştir.  

 

Bu doktora çalışmasında süreli yayın bilgileri değerlendirilerek trimetil kitosan iki 

adımlı metilleme yöntemi (Sieval vd. 1998) ile trimetil nanokitosan ise iyonik jelleşme 

tekniği (Amidi vd. 2006) ile sentezlenmiş ve FTIR, NMR, SEM, TEM, DLS (Dynamic 

Light Scattering) analizleri ile karakterize edilmiştir. Trimetil kitosan ve trimetil 

nanokitosanın kimyasal yapıları sırasıyla Şekil 2.1 ve Şekil 2.2’de verilmiştir.  

 

                                  
 

Şekil 2.1 Trimetil kitosanın kimyasal yapısı (Ding vd. 2006)                                                                
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Şekil 2.2 Trimetil nanokitosanın kimyasal yapısı 
 

İkinci aşamada trimetil kitosan ve trimetil nanokitosana suda iyi çözünmeyen 

candesartan-cilexetil ilacı ve karşılaştırma amacıyla suda çözünen candesartan 

(candesartan-cilexetilin aktif formu) iki farklı teknik ile (ultrasonik etki ve iyonik 

jelleşme) yüklenmiştir. Candesartan-cilexetil yüklü örnekler ve candesartan yüklü 

örnekler HPLC, FTIR ve AFM analizleri ile karakterize edilmiştir. 

 

Çalışmanın üçüncü aşamasında trimetil kitosan, trimetil nanokitosan, arap zamkı ve 

ticari suda çözünür kitosanın suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil ilacının 

çözünürlüğüne etkisi in vitro çözünürlük deneyleri ile araştırılmıştır. 

 

Dördüncü aşamada trimetil nanokitosanın kalp kası hücre canlılığına etkisi 

incelenmiştir. Deneyler arap zamkı ile tekrarlanmış ve sonuçlar trimetil nanokitosan ile 

edilen sonuçlar ile karşılaştırılmıştır. 

 

 9



Çalışmanın son aşamasında trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanın hücreye (memeli 

fibroblast; LTK8) fura boyasının girişine etkisi floresan spektrofotometre analizi ile 

incelenmiştir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

Bu doktora çalışmasında, suda iyi çözünen nanokitosan (trimetil nanokitosan) 

sentezlenmiş ve suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetilin çözünürlüğünü artırmak 

için incelenmiştir. Candesartan-cilexetilin suda çözünen şekli olan candesartan ise 

karşılaştırma amacıyla kullanılmıştır. 

 

3.1 Materyal 

 

% 91 deasetilasyon derecesinde, 154 mikron büyüklüğünde kitosan (Chitoclear marka-

Primex-İzlanda) trimetil kitosan sentezi için kullanılmıştır. % 99.9 saflıkta candesartan-

cilexetil ve bunun suda çözünen şekli olan candesartan (Astra Zeneca-İsveç) yüklemesi 

gerçekleştirilmiştir. Trimetil kitosan ile karşılaştırma amacıyla kullanılan ticari suda 

çözünür kitosan türevi kitosanın HCl tuzudur (Protasan UP CL 214 marka-Novamatrix-

Norveç). Ticari suda çözünür kitosanın deasetilasyon derecesi  % 90’dan büyük, 

ortalama molekül ağırlığı 1500-400 kDa, viskozitesi 20-200 mPas’dir. Candesartan-

cilexetilin önceki uygulamalarında kullanılan arap zamkı karşılaştırma amacıyla 

kullanılmıştır. Arap zamkı (Riedel, 37AB3915) akasya ağaçlarından elde edilen suda 

çözünürlüğü (% 50) oldukça yüksek olan dallanmış bir polimerdir. 

 

3.2 Yöntem 

 

Yöntem suda çözünen nanokitosanın sentez ve karakterizasyonu,  ilaç yükleme ve ilaç 

yüklü örneklerin karakterizasyonu, nanokitosanın ilaç çözünürlüğüne etkisinin 

saptanması, nanokitosanın hücre canlılığına etkisinin belirlenmesi, nanokitosanın 

hücreye fura boyasının girişine etkisinin incelenmesi aşamalarından oluşmaktadır.  
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3.2.1 Suda çözünen nanokitosanın sentezi ve karakterizasyonu 

 

Suda çözünen nanokitosan sentezi iki aşamada gerçekleştirilmiştir. Birinci aşamada 

kitosandan iki adımlı metilleme (Sieval vd. 1998) yöntemi ile suda çözünür kitosan 

(trimetil kitosan)  sentezlenmiştir. İkinci aşamada ise suda çözünür kitosandan iyonik 

jelleşme (Amidi vd. 2006) tekniği ile suda çözünen nanokitosan (trimetil nanokitosan) 

hazırlanmıştır. Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosan FTIR, NMR, SEM, TEM ve 

DLS analizleri ile karakterize edilmiştir. 

 

3.2.1.1 Suda çözünen nanokitosanın sentezi 

 

3.2.1.1.1 Trimetil kitosanın (TMC) sentezi 

 

Ticari suda çözünür kitosanın (10 g’ı 600 $) fiyatı oldukça pahalı olduğu için trimetil 

kitosan sentezlenmiştir. Trimetil kitosan Sieval vd. (1998)’in yöntemine göre 

sentezlenmiştir. Deney sistemi Şekil 3.1’de görülmektedir. 2 g kitosan, 4.8 g sodyum 

iyodür, 80 ml 1-metil-2-pirolidon üç ağızlı balona konulmuştur. Balonun ağızlarına 

liebig yoğuşturucusu ve termometre yerleştirilmiştir. 11 ml %15 sodyum hidroksit 

çözeltisi ve 11.5 ml metil iyodür eklenmiştir. Balon sabit sıcaklıkta su banyosuna 

yerleştirilerek karışım 60oC’de  1 saat süreyle karıştırılmıştır. Ürün 12 dk süreyle 

etanolle çöktürülerek santrifüjle ayrılmıştır. 1. adımdan elde edilen ürün 80 ml 1-metil-

2-pirolidonda çözülerek 60oC’ye ısıtılmıştır. 4.8 g sodyum iyodür, 11 ml % 15 sodyum 

hidroksit çözeltisi ve 7 ml metil iyodür eklenerek karışım hızla karıştırılmıştır. 30 

dakika süreyle karışım 60oC’de ısıtılmıştır. 2 ml metil iyodür ve 0.6 g sodyum hidroksit 

pelleti eklenmiştir. 1 saat süreyle 60oC’de karıştırarak ısıtma sürdürülmüştür. Ürün 12 

dk süreyle etanolle çöktürülerek santrifüjle ayrılmış ve 40 ml %10 sodyum klorür 

çözeltisinde çözülerek trimetil kitosan iyodürdeki iyodür ile sodyum klorürdeki klorür 

yer değiştirmiştir. Trimetil kitosan klorür 12 dk süreyle etanolle çöktürülerek santrifüjle 

ayrılmıştır. Trimetil kitosan klorür 40oC’de vakumda kurutulmuştur (Şekil 3.2). 

 

 12



 13

 

 
Şekil 3.1 Trimetil kitosan sentezinde kullanılan deney sistemi 
 

 
Şekil 3.2 Trimetil kitosan sentez aşamaları (Sieval vd. 1998) 
 

Isıtma 
(1h 60oC’de) 

Etanolle 
çöktürme 

Isıtma 
(1.5 h 

60oC’de) 

Etanolle 
çöktürme 

NaCl çöz’de 
çözme 

Etanolle 
çöktürme 

Kurutma 
 (40oC) 

N-trimetil  
kitosan klorür 



Trimetil kitosan sentez mekanizması Şekil 3.3’de görülmektedir. Kitosanın sodyum 

hidroksit bazı varlığında 60oC’de metil iyodür ile metillenmesi ile oluşan trimetil 

kitosan iyodür, sodyum klorür çözeltisi ile etkileştirilerek trimetil kitosan klorür elde 

edilir. Kitosandaki primer amin grupları metil grupları ile hidrojen atomlarının yer 

değişimi ile kuaterner amin gruplarına dönüşür. Bu çalışmada  %91 deasetilasyon 

derecesinde kitosan kullanılmıştır. Kitosanın ikinci karbon atomuna bağlı olan asetamid 

grubundaki R fonksiyonel grubunun  % 91’ini hidrojen atomları, % 9’unu ise asetil 

grupları oluşturmaktadır (Hamman ve Kotze 2001). 

 

 

 
 

Şekil 3.3 Trimetil kitosan sentez mekanizması 
 

3.2.1.1.2 Trimetil nanokitosan sentezi 

 

Trimetil nanokitosan Amidi vd. (2006)’nin yöntemine göre sentezlenmiştir. 10 mg 

trimetil kitosan klorür 5 ml suda çözülmüş ve 0.05 ml Tween 80 eklenmiştir ( pH: 6). 1 

mg/ml derişiminde 1.8 ml tripolifosfat çözeltisi hazırlanmış ve pH’ı 8 olarak 

ölçülmüştür. Trimetil kitosan klorür çözeltisi ortam sıcaklığında karıştırılarak 
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tripolifosfat çözeltisi yavaşca damla damla eklenmiş ve pH 7 olarak ölçülmüştür. 

Trimetil nanokitosan vakumda kurutulmuştur (Şekil 3.4). 

 

 
 

Şekil 3.4 Trimetil nanokitosanın sentez aşamaları 
 

3.2.1.2 Suda çözünen nanokitosanın karakterizasyonu 

 

3.2.1.2.1 FTIR analizi 

 

3 mg kitosan/trimetil kitosan/trimetil nanokitosan ve 150 mg KBr ile pelletler 

hazırlanmış ve Schimadzu 8400S markalı cihazda analiz edilmiştir. FTIR analizi 

bölümümüzdeki Nanoteknoloji Laboratuvarında yapılmıştır. 
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3.2.1.2.2 NMR analizi 

 

1H  NMR’lar kitosan için  D2O/HCl’de (100:1 v/v)  ve trimetil kitosan için D2O’da (10 

g/L) 80oC’de 400 MHz Bruker DPX-400, Yüksek Performans Dijital FT-NMR 

spektrometre kullanılarak TÜBİTAK ATAL’da yapılmıştır. 

 

3.2.1.2.3 SEM analizi 

 

Kitosan ve trimetil kitosan altınla kaplanarak SEM görüntüleri çekilmiştir. SEM analizi  

Quanta 400F Field Emission Taramalı Elektron Mikroskobunda ODTÜ Merkez Lab’da 

yapılmıştır. 

 

3.2.1.2.4 TEM analizi 

 

1 mg trimetil nanokitosanın 3 ml etanolde süspansiyonu hazırlanarak 2 dk süreyle 

ultrasonik banyoya tutulmuştur. Mikrogrid üzerine karbon film yerleştirilerek 1-2 damla 

süspansiyon damlatılmış ve kuruduktan sonra analiz edilmiştir. Örneğin 17 farklı 

yerinden görüntüler alınmıştır. Her bir fotoğraftaki tüm tanecikler sayılmış ve çapları 

ayrı ayrı kaydedilmiştir. Tanecik sayısı ve çap değerleri kullanılarak trimetil 

nanokitosanın boyut dağılımı çıkarılmıştır. TEM analizi FEI Tecnai G2 Geçirmeli 

Elektron Mikroskobunda Ankara Üniversitesi Nükleer Araştırma Merkezi Elektron 

Mikroskop biriminde yapılmıştır.  

 

3.2.1.2.5 DLS analizi 

 

Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanın etanolde ve 5 mM derişimdeki HEPES (N-(2-

Hidroksietil) piperazin-N-(2-etan sülfonik asit) tampon çözeltisinde (pH:7.4) 

süspansiyonları ve suda çözeltileri hazırlanarak DLS analizleri yapılmıştır. Trimetil 

kitosan ve trimetil nanokitosanın dağılmalarını sağlamak amacıyla ultrasonik prob ve 

ultrasonik banyo ile ses etkisi verilmiştir. Taneciklerin büyüklük dağılımlarını 
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belirlemek için Zeta Sizer (MALVERN Zetasizer Nano Series Nano-S) cihazı 

kullanılmıştır. DLS analizleri Hacettepe Üniversitesi Kimya Mühendisliği Bölümünde 

yapılmıştır. 

 

3.2.2 İlaç yükleme ve ilaç yüklü örneklerin karakterizasyonu 

 

3.2.2.1 İlaç yükleme 

 

Suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil ve karşılaştırma amacıyla candesartan-

cilexetilin aktif şekli olan candesartan suda çok iyi çözünen nanokitosana iki farklı 

yöntemle (ultrasonik etki, iyonik jelleşme) yüklenmiştir. 

 

3.2.2.1.1 Ultrasonik etki yöntemi 

 

Candesartan-cilexetil ve karşılaştırma amacıyla candesartan trimetil nanokitosana Kim 

vd. 2006’in yöntemine (Şekil 3.5) ve Satturwar vd. 2007’ın candesartan-cilexetili 

yüklemede kullandığı miktarlara göre yüklenmiştir. Candesartan-cilexetil yüklü trimetil 

nanokitosan örneklerinin hazırlanmasında trimetil kitosan ya da trimetil nanokitosan (5 

mg) suda (5 ml), candesartan-cilexetil ilacı (1 mg) ise DMSO’da (200 μl) çözülmüştür. 

İlaç çözeltisi trimetil kitosan ya da trimetil nanokitosan çözeltisine bir buz banyosu 

üzerinde ultrasonik etki ile damlatılmış, karışım vakum etüvünde düşük basınçta 

kurutularak DMSO ve su buharlaştırılmıştır. Yükleme işlemi candesartan ile 

tekrarlanmıştır. 
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Şekil 3.5 Ultrasonik etki ile ilaç yükleme 
 

3.2.2.1.2 İyonik jelleşme yöntemi 

 

Candesartan-cilexetil ve karşılaştırma amacıyla candesartan trimetil nanokitosana 

Amidi vd. 2006’nin yöntemine (Şekil 3.6) ve Satturwar vd. 2007’ın candesartan-

cilexetili yüklemede kullandığı miktarlara göre yüklenmiştir. Candesartan-cilexetil 

yüklü trimetil nanokitosan örneklerinin hazırlanmasında trimetil kitosan (5 mg) suda (5 

ml), candesartan-cilexetil (1 mg) ise DMSO’da (200 μl) çözülmüştür. İlaç çözeltisi 

trimetil kitosan çözeltisine karıştırılarak damlatılmış, agregasyonu önlemek amacıyla 

0,05 ml Tween 80 eklenmiştir. Karışım 0,9 ml 1 mg/ml tripolifosfat çözeltisi ile iyonik 

çapraz bağlanmış, vakum etüvünde düşük basınçta kurutularak DMSO ve su 

buharlaştırılmıştır. Yükleme işlemi candesartan ile tekrarlanmıştır. 
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Şekil 3.6 İ
 

3.2.2.2 İlaç yüklü örneklerin karakteriz

 

İlaç (candesartan-cilexetil

AFM analizi ile tane boyutla

arasındaki etkileşimler araştırı

 

3.2.2.2.1 HPLC analizi 

 

Süreli yayınlarda candesartan-cilexetilin HPLC kromatogramı bulunmaktadır; ancak 

candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosanın ya da herhangi bir kitosan türevinin 

HPLC kromatogramına rastlanmamıştır. Subba Rao vd. 2007’nun ve Qutab vd. 2007’ın 

candesartan-cilexetil için geliştirdikleri HPLC yöntemlerine dayanarak TÜBİTAK 

ATAL’la birlikte ilaç (candesartan-cilexetil) yüklü örneklerin analizi için bir HPLC 

metodu geliştirilmiştir. HPLC analiz koşulları aşağıda verilmiştir. 

 

Kolon tipi: Waters µBondapak marka CN RP 125A  

Kolon dolgu maddesi çapı:10 μm 

Kolon çap ve uzunluğu: 3.9x150 mm  

Kolon özeliği: Siyano (CN) fonksiyonel gruplarına sahip 

yonik jelleşme yöntemi ile ilaç yükleme 

asyonu 

) yüklü örneklerin HPLC analizi ile yükleme etkinlikleri, 

rı belirlenmiştir. FTIR analizi ile ise ilaç ve polimer 

lmıştır. 



Hareketli faz: 20 mM derişimdeki sodyum dihidrojen fosfat monohidrat tampon 

çözeltisinin pH’ı trifloroasetik asitle 3’e ayarlandı. 500 ml tampon çözeltisi ve 500 ml 

asetonitril çözücüsü karıştırıldı. 

Hareketli fazın akış hızı: 1 mL/dk 

Sıcaklık: 27oC 

Dedektör: UV  

Candesartan-cilexetil dalga boyu: 210 nm 

Enjeksiyon Hacmi: 10 μL 

Cihaz: AGILENT 1100 series LC 

 

3.2.2.2.2 FTIR analizi 

 

3 mg ilaç yüklü örnek ya da ilaç ve 150 mg KBr ile pelletler hazırlanmış ve Schimadzu 

8400S markalı cihazda analiz edilmiştir. FTIR analizi bölümümüzdeki Nanoteknoloji 

Laboratuvarında yapılmıştır. 

 

3.2.2.2.3 AFM analizi 

 

İlaç yüklü örneklerin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile yüzey karakterizasyonları 

yapılmıştır. Bunun için NTMDT Solver Pro Atomik Kuvvet Mikroskobu kullanılmıştır. 

 

3.2.3 Nanokitosanın İlaç Çözünürlüğüne Etkisinin Belirlenmesi 

 

Suda çözünen nanokitosanın suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetilin 

çözünürlüğüne etkisi 2 farklı in vitro çözünürlük deneyi ile incelenmiştir. I. deneyde 

trimetil nanokitosan çözeltisi ve ilaç (candesartan-cilexetil) çözeltisi 37oC’de 1-3 gün 

süreyle karıştırılmış, elde edilen süzüntü UV ile analiz edilmiştir. II. deneyde ilaç 

trimetil nanokitosana ultrasonik etki yöntemi ile yüklenmiş ve ilaç yüklü örnekler 

HPLC ile analiz edilmiştir. Her iki çözünürlük deneyi trimetil kitosan, arap zamkı ve 
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ticari suda çözünür kitosan ile tekrarlanmış ve sonuçlar trimetil nanokitosan ile 

karşılaştırılmıştır. 

 

3.2.3.1 Nanokitosanın ilaç çözünürlüğüne etkisinin UV ile belirlenmesi 

  

I. deney Kim vd. 2006’in yöntemine göre gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.7). Trimetil 

nanokitosan (0, 20, 40, 60, 80 mg) suda (10 ml), candesartan-cilexetil (1 mg) ise 

metanolde (1 ml) çözülmüştür. İlaç çözeltisi ve trimetil nanokitosan çözeltisi 37oC’de 1 

ve 3 gün süre ile karıştırılmış ve süzülerek (Süzme işlemi Whatman No 2 kodlu süzgeç 

kağıdı ile süzme düzeneğinde gerçekleştirildi.) ilacın çözünmeyen kısmı ayrılmıştır. 

Süzüntü UV analizi için saklanmıştır. 

 

UV analizleri candesartan-cilexetilin 400 nm’den küçük dalga boyu nedeniyle kuvars 

küvet ile gerçekleştirilmiştir. İlaç ve trimetil kitosanın stok çözeltileri hazırlanmış, 

spektrumları alınmış, en yüksek absorbans verdiği dalga boyları saptanmış, kalibrasyon 

doğruları çizilmiş ve süzüntü UV ile analiz edilmiştir. 

 

0,03 mg/ml derişiminde ilaç stok çözeltisi hazırlanmıştır. Stok çözelti metanolle 6, 7.5, 

10, 15, 30 kez seyreltilerek farklı derişimlerde (0,005, 0,004, 0,003, 0,002, 0,001 

mg/ml) ilaç çözeltileri hazırlanmıştır. İlacın spektrumu metanol referansı ile alınmış ve 

en yüksek absorbansın okunduğu dalga boyu 203,5 nm olarak saptanmıştır. En yüksek 

derişimden başlamak üzere hazırlanan ilaç çözeltilerinin absorbans değerleri 

okunmuştur. Derişim değerlerine karşılık absorbans değerleri grafiğe geçirilerek ilacın 

kalibrasyon doğrusu çizilmiştir.  

 

2 mg/ml derişiminde trimetil kitosan stok çözeltisi hazırlanmış ve 6 kez su ile 

seyreltilmiştir. Trimetil kitosanın suda spektrumu alınmış ve en yüksek absorbansın 

okunduğu dalga boyu 226,5 nm olarak belirlenmiştir.   
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Şekil 3.7 Çözünürlüğün UV ile saptanması 
 

UV analizi için saklanan süzüntü trimetil nanokitosan, çözünen candesartan-cilexetil, su 

ve metanol içermektedir. Süzüntü su ve metanol karışımını içerdiğinden UV analizinde 

referans olarak su, metanol, su-metanol (su:metanol=10:1) karışımı denenmiştir. 

Süzüntü her bir referansla doğrudan analizlenmiş, çok yüksek absorbans değerleri 

okunması nedeniyle süzüntüyü UV ile analizlemeden önce seyreltmek gerekmiştir.  

Metanolün referans olduğu durumda süzüntü metanolle seyreltilmiş ve ilaç piki 

gözlenmiştir. Suyun referans olduğu durumda süzüntü su ile, su-metanol karışımının 

referans olduğu durumda ise süzüntü su-metanol karışımı ile seyreltilmiş ve ilaç piki 

gözlenmemiştir. Bu nedenle süzüntü metanolle seyreltilmiş (40 kez) ve metanol referans 

olarak kullanılmıştır.  

 

UV spektrofotometre ile absorbans değerleri 202.5 nm’de ölçülmüştür.  Ölçülen 

absorbans değerlerinden ilacın kalibrasyon doğrusu yardımıyla çözünürlük değerlerine 

geçilmiş, sonuçlar 40 ile çarpılarak süzüntüdeki ilacın çözünürlüğü bulunmuştur. Bu 

değer ilacın sudaki çözünürlük değerine bölünerek trimetil nanokitosanın candesartan-
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cilexetilin sudaki çözünürlüğüne etkisi değerlendirilmiştir. Her bir çözünürlük 

deneyinde ilaç miktarı sabit (1 mg) tutulmuş, trimetil nanokitosan miktarı (0, 20, 40, 60, 

80 mg) ise artırılmıştır.  

 

Trimetil nanokitosan yerine sırasıyla trimetil kitosan, arap zamkı ve ticari suda çözünür 

kitosan kullanarak deney tekrarlanmış ve bulgular trimetil nanokitosan ile elde edilen 

sonuçlarla karşılaştırılmıştır.  

 

3.2.3.2 Nanokitosanın ilaç çözünürlüğüne etkisinin HPLC ile belirlenmesi 

 

II. deney candesartan-cilexetilin trimetil nanokitosana ultrasonik etki ile yüklenmesi ve 

HPLC ile analiz edilmesi ile gerçekleştirilmiştir. 

 

Candesartan-cilexetil trimetil nanokitosana ultrasonik etki yöntemine göre 

yüklenmiştir. Trimetil nanokitosan (0, 20, 40, 60, 80 mg) suda (10 ml), candesartan-

cilexetil (2 mg) ise metanolde (1 ml) çözülmüştür. İlaç çözeltisi trimetil nanokitosan 

çözeltisine bir buz banyosu üzerinde ultrasonik etki ile damlatılmış, karışım vakum 

etüvünde düşük basınçta kurutularak metanol ve su buharlaştırılmıştır.  

 

Candesartan-cilexetil trimetil kitosan, arap zamkı ve ticari suda çözünür kitosana 

(Kitosanın HCl tuzu)  aynı yöntemle yüklenmiştir. İlaç yüklü trimetil kitosan, trimetil 

nanokitosan, arap zamkı ve ticari suda çözünür kitosan örnekleri HPLC analizi için 

saklanmıştır. Hazırlanan örneklerin ilaç yükleme oranları Çizelge 3.1’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.1 Hazırlanan örneklerin ilaç yükleme oranları 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Trimetil nanokitosan ve ilaç yüklü trimetil nanokitosan örnekleri (ilaç miktarı; (2 mg) 

sabit ve trimetil nanokitosan miktarı (0, 20, 40, 60, 80 mg) değişken) suda çözülmüş ve 

örneklerin kromatogramları alınmıştır. Her bir örnek için ilaca ait alan değeri 

kromatogramdan okunmuş ve trimetil nanokitosan miktarının ilaca ait alan değerine 

etkisi değerlendirilmiştir. Her bir örneğin ilaca ait alan değerleri ilacın alan değerine 

bölünerek ilacın sudaki çözünürlüğüne göre çözünürlük artış değeri hesaplanmıştır. 

Karşılaştırma amacıyla ilaç yüklü trimetil kitosan, ilaç yüklü arap zamkı ve ilaç yüklü 

ticari suda çözünür kitosan ile analiz tekrarlanmıştır. 

 

3.2.4 Nanokitosanın hücre canlılığına etkisinin incelenmesi 

 

Suda iyi çözünen nanokitosanın kalp kası hücreleri (kardiyomiyosit) canlılığının 

zamanla değişimine etkisi incelenmiştir. Çalışma hücre izolasyonu (Şekil 3.8) ve 

inkübasyonu olmak üzere iki aşamada gerçekleştirilmiştir. Birinci aşamada sıçan pental 

sodyum (C11H17N2NaO3; Pentobarbital sodyum) ile bayıltılmış ve kalbi alınmıştır. Kalp, 

kesme çözeltisi (gazlandırılmış HEPES içeren Krebs çözeltisi) ile yıkanmıştır 

(Gazlandırılmış çözelti içeriği: 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.4 mM 

Na2HPO4, 0.4 mM NaH2PO4, 5 mM HEPES (N-(2-Hidroksietil) Piperazin-N-(2-Etan 

Sülfonik Asit), 10 mM glukoz;  pH 7.4, %100 O2 ile gazlanır). Kardiyomiyositlerin 

izolasyonu Langenderhoff sistemi kullanılarak 37oC’de gerçekleştirilmiştir. Tüm kalpler 

sisteme asılmış, HEPES çözeltisi ile kalbin içindeki kan temizlenmiş ve kollejenaz 

içeren HEPES çözeltisi ile kalbin yumuşaması (perfüzyon) sağlanmıştır. Perfüzyonun 

Kitosan/ilaç 

ağırlık oranı(mg/mg) 

Yükleme Oranı=İlaç/kitosan 

ağırlık oranı (mg/mg) 

20/2 0,100 

40/2 0,050 

60/2 0,033 

80/2 0,025 

 24



 25

25-30 dk sında kalpler sistemden çıkarılarak Ca’suz HEPES içeren çözeltiye aktarılarak 

parçalanmış ve elde edilen karışımlar süzülmüş ve böylece hücreler yıkanmıştır 

(Özdemir vd. 2005). İkinci aşamada ise trimetil nanokitosan çözeltisi (750μl) ile 

hücreler (250 μl) 37oC’de 3 h süreyle inkübe edilmiş ve canlı hücreler ışık mikroskobu 

kullanılarak sayılmıştır (Yaras vd. 2007). Deneyler arap zamkı ile tekrarlanmıştır. 

Sonuçlar nanokitosan ile elde edilen bulgular ile karşılaştırılmıştır. 

 

 
 

Şekil 3.8 Hücre izolasyonu (Ozdemir vd. 2005) 

 

3.2.5 Nanokitosanın hücreye floresan boya girişine etkisi  

 

Nanokitosanın hücreye (Memeli fibroblast kültür hücresi (LTK 8)) floresan boya (Fura-

2) girişine etkisi floresan spektrofotometre ile incelenmiştir (Şekil 3.9). Fura-2 hücre 

içine zor giren floresan bir boyadır. Floresan spektrofotometre ile ölçüm Fura-2 

boyasının uyarılması, belli dalga boyunda ışık vermesi ve ışık şiddetinin belirlenmesi 

üzerine kuruludur. HEPES içeren Krebs çözeltisinde 1000 μg/ml derişimindeki 

nanokitosan stok çözeltisi hazırlanmıştır. HEPES içeren Krebs çözeltisi (pH 7.4)  117 

mM NaCl, 10 mM glukoz, 10 mM HEPES, 1,8 mM CaCl2, 1,7 mM MgCl2 ve 5,4 mM 

KCl içermektedir. 30 μl stok çözelti izolasyon sıvısı ile 3 ml’ye tamamlanarak 10 μg/ml  

Sıçan 
pental 

sodyum 
ile 

bayıltılır 

Kesme çöz. 
(gazlandırılmış 
HEPES içeren 
Krebs çöz.) ile 

yıkama 

Langenderhoff 
sistemine asılır 

Kalp Kalp 

HEPES çöz. 
37oC 3-5 dk 

Hücreler 

Kollejenaz  
içeren 
HEPES çöz

25-30 dk 
ParçalamaSüzme 

Yıkama 
Kalp sistemden 
çıkarılır Ca’suz 
HEPES içeren 
çöz. aktarılır 



PBS-EDTA solüsyonu 
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Şekil 3.9 Nanokitosanın hücreye Fura-2 floresan boyası girişine etkisi 

 

derişimindeki nanokitosan örneği hazırlanmıştır. İzolasyon sıvısı (pH 7.4)  125 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl2 içermektedir ve solüsyona CaCl2 

eklenmektedir.  

 

Deneyde kültür hücresi (memeli fibroblast- LTK 8) kullanılmıştır. 37oC’de yüksek 

glikozlu yüzey-bağımlı bir solüsyon (DMEM; Dulbecco Modified Eagle Medium) 

içinde büyütülen hücreler PBS (fosfat tamponu)-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit, 

Ca+2 ve Mg+2 iyonlarını tutar) solüsyonu ile kaldırılmış ve bir kısmı atılmıştır. Hücreler 

kaldırıldıktan sonra 5 dk santrifüj edilmiştir. Yukarıda kalan PBS-EDTA solüsyonu 

atılmıştır. Hücreler eşit olarak bölünmüştür.  

 

Hücreler 
(37oC’de 
DMEM’de) 

Hücre Kaldırma Santrifüj 

 Hücreler 

Fura ile  
yükleme 

Nanokitosanı 
Fura ile yükleme 

Santrifüj 

Hücreler Hücreler İzolasyon sıvısı 

Santrifüj 

İzolasyon 
sıvısı

Floresan spektrofotometre ile ölçüm 



Fura-2 boyası sırasıyla izolasyon sıvısı içindeki hücreye ve izolasyon sıvısı içindeki 

nanokitosan hücre karışımına oda sıcaklığında karanlıkta 50 dk süreyle yüklenmiştir. 

Yükleme işlemi sonunda santrifüjlenip hücreler Fura-2’den yıkanmıştır. Yukarıda kalan 

Fura-2 içeren solüsyon dökülmüş ve hücreler izolasyon sıvısı ile santrifüjlenip tekrar 

yıkanmıştır. Ölçümler floresan spektrofotometre (FP6500 Jesco Spectro) cihazı ile 

gerçekleştirilmiştir. Dalgaboyuna karşılık ışık şiddeti değerleri ölçülmüştür. Deneyler 

sırasıyla izolasyon sıvısı içinde 100 μg/ml nanokitosan örneği ve 100 μg/ml trimetil 

kitosan örneği ile tekrarlanmıştır. 
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

4.1 Suda Çözünen Nanokitosan Karakterizasyon Bulguları 

 

Çalışmanın birinci aşamasında iki adımlı metilleme yöntemi ile kitosandan suda 

çözünen kitosan (trimetil kitosan) sentezlenmiş ve suda çözünen kitosandan ise iyonik 

jelleşme tekniği ile suda çözünen nanokitosan (trimetil nanokitosan) hazırlanmıştır. 

Örnekler FTIR, NMR, SEM, TEM ve DLS analizleri ile karakterize edilmiştir. Bulgular 

yorumlanmış ve süreli yayınlarla karşılaştırılmıştır.  FTIR analizleri ile sentezlenen 

maddelerin kimyasal yapıları incelenmiş ve NMR analizleri ile suda çözünen kitosanın 

kuaternizasyon derecesi saptanmıştır. SEM, TEM ve DLS analizleri ile ise sentezlenen 

örneklerin boyutları belirlenmiştir. 

 

4.1.1 FTIR analizi sonuçları 

 

Kitosan, trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanın FTIR spektrumları Şekil 4.1’de 

verilmiştir. Kitosanın FTIR spektrumunda 3400 cm-1’de OH, 1650 cm-1’de amid-I, 1597 

cm-1’de amin, 1376 cm-1’de amid-III, 1155 cm-1’de C-O-C, 1030 ve 1075 cm-1’de C-O 

pikleri saptanmıştır. Ding vd. 2006 yaptıkları çalışmada kitosanın FTIR spektumunda 

3430 cm-1’de OH, 1662 cm-1’de amid-I, 1598 cm-1’de amin, 1380 cm-1’de amid-III, 

1156 cm-1’de C-O-C, 1033 ve 1075 cm-1’de C-O piklerini saptamıştır (Şekil 4.1.a). 

Kitosana ait FTIR bulgularının Ding vd. 2006’nın sonuçları ile uyumlu olduğu 

belirlenmiştir (Çizelge 4.1). 

 

Trimetil kitosan klorürün FTIR spektrumunda ise 1473 ve 2924 cm-1’de CH2, 1376, 

1412 ve 2888 cm-1’de CH3 pikleri belirlenmiştir (Şekil 4.1.b). Ding vd. 2006 yaptıkları 

çalışmada trimetil kitosan klorürün FTIR spektrumunda 1476 ve 2932 cm-1’de CH2, 

1378 ve 2884 cm-1’de CH3 piklerini saptamıştır. Trimetil kitosan klorüre ait FTIR 

bulgularının Ding vd. 2006’nın sonuçları ile uyumlu olduğu belirlenmiştir (Çizelge 4.1).  
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Şekil 4.1.a.Kitosan, b.Trimetil kitosan, c.Trimetil nanokitosan FTIR spektrumları 

 
Çizelge 4.1 Kitosan ve Trimetil kitosan FTIR sonuçlarının süreli yayınlarla  
                   karşılaştırılması 
 

Gruplar OH Amid-I Amin Amid-III C-O-C C-O CH2 CH3 

Kitosan 3430 1662 1598 1380 1156 1033 
1075 

   

Ding 

vd. 

2006 

TMC       1476 
2932 

1378 
2884 

Kitosan 3400 1650 1597 1376 1155 1030 
1075 

  Bu 

çalışma 
TMC       1473 

2924 
1376 
1412 
2888 

 

Dalga Sayısı (cm-1) 

G
eç

irg
en

lik
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Trimetil nanokitosanın FTIR spektrumunda trimetil kitosanın tripolifosfat ile iyonik 

çapraz bağlanması nedeniyle 950 cm-1’de oluşan P-O piki saptanmıştır (Şekil 4.1.c). 

Trimetil kitosana fosfat grupları bağlanarak trimetil nanokitosanı oluşturmuştur. Süreli 

yayınlarda trimetil nanokitosana ait FTIR bulgusuna rastlanmadığı için önceki 

çalışmalarla karşılaştırma yapılamamıştır.   

  

4.1.2 NMR analizi sonuçları 

 

Kitosan ve trimetil kitosan klorürün NMR spektrumları görülmektedir (Şekil 4.2.a,b). 

Kitosanda tekrarlayan her bir glikoz amin biriminin 1.  karbonuna bağlı hidrojen (H1) 

piki 5.3<δ<5.5 ppm arasında, 3, 4, 5, 6. karbonlarına bağlı hidrojen (H3, H4, H5, H6) 

pikleri 4<δ<4.9 ppm arasında, 2. karbonuna bağlı hidrojen (H2) piki 3.7 ppm’de, 

asetamid grubuna ait metil hidrojeni piki ise 2.6 ppm’de saptanmıştır (Şekil 4.2.a).  

 

Britto vd. (2005) yaptıkları çalışmada kitosanın NMR spektrumunda 4.5<δ<5 ppm 

arasında anomerik karbona bağlı hidrojen (H1) piki, 3.4<δ<4 ppm arasında 

glukopiranoz biriminin 3, 4, 5, 6. karbonlarına bağlı hidrojen (H3, H4, H5, H6) pikleri, 

3.18 ppm’de glukopiranoz halkasının 2. karbonuna bağlı hidrojen (H2) piki, 1.99 

ppm’de asetamid grubuna ait metil hidrojeni piki saptamıştır (Çizelge  4.2). 

 

Ding vd. (2006) ise yaptıkları çalışmada kitosanın NMR spektrumunda 4.76 ppm’de 

anomerik karbona bağlı hidrojen (H1) piki, 3.43<δ<3.81 ppm arasında glukopiranoz 

biriminin 3, 4, 5, 6. karbonlarına bağlı hidrojen (H3, H4, H5, H6) pikleri, 3.09 ppm’de 

glukopiranoz halkasının 2. karbonuna bağlı hidrojen (H2) piki, 1.96 ppm’de asetamid 

grubuna ait metil hidrojeni piki saptamıştır. Kitosana ait NMR bulguları süreli 

yayınlarda Britto vd. (2005)’nun belirlediği değerlere yakındır (Çizelge 4.2). 

 

Trimetil kitosan klorürün NMR spektrumunda 2.5 ppm’de dimetillenmiş amin piki ve 

3.7 ppm’de trimetillenmiş amin (kuaternize amin) piki gözlenmiştir (Şekil 4.2.b).  

 

 



 
 
Şekil 4.2.a.Kitosan, b.TMC (Trimetil kitosan klorür) NMR spektrumları 
 

Sieval vd. (1998) yaptıkları çalışmada trimetil kitosan klorürün NMR spektrumunda 2.5 

ppm’de dimetillenmiş amin piki ve 3.35 ppm’de trimetillenmiş amin (kuaternize amin) 

piki saptamıştır. He vd. (2006) yaptıkları çalışmada trimetil kitosan klorürün NMR 

spektrumunda 3.4 ppm’de trimetillenmiş amin (kuaternize amin) piki saptamıştır 

(Çizelge 4.2).  
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Ding vd. (2006) ise yaptıkları çalışmada trimetil kitosan klorürün NMR spektrumunda 

2.46 ppm’de dimetillenmiş amin piki ve 3.25 ppm’de trimetillenmiş amin (kuaternize 

amin) piki saptamıştır. Trimetil kitosan klorüre ait NMR bulguları Sieval vd. 1998, He 

vd. 2006 ve Ding vd. 2006’in sonuçları ile uyumludur (Çizelge 4.2). 

  

Çizelge 4.2 Kitosan ve Trimetil kitosan NMR sonuçlarının süreli yayınlarla    
                   karşılaştırılması 
 

Gruplar H1 H3, H4 
H5, H6 

H2 COCH3 
 

N(CH3)2 
 

+N(CH3)3
 

Sieval vd. 
1998 

TMC     2.5 3.35 

Kitosan 4.5<δ<5 
 

3.4< δ<4 
 

3.18 
 

1.99 
 

  Britto vd. 
2005 

TMC     2.76 
 

3.3 

He vd. 2006 TMC      3.4 

Kitosan 4.76 3.43< 
δ<3.81 

 

3.09 1.96   Ding vd. 
2006 

 
TMC     2.46 3.25 

Kitosan 5.3<δ<5.5 4<δ<4.9 3.7 2.6    
Bu çalışma 

TMC     2.5 3.7 

                                

NMR spektrumu yardımıyla sentezlenen trimetil kitosan klorürün kuaternizasyon 

derecesi % 60 olarak hesaplanmıştır. Bu değer trimetil amin grubundaki hidrojenlerin 

pik integralinin 1H piki integraline oranının 9’da biri alınarak hesaplanmıştır (Hamman 

and Kotze 2001, Synman vd. 2002, He vd. 2006, Amidi vd. 2006, Britto ve Assis 2007). 
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4.1.3 SEM analizi sonuçları 

 

Kitosan ve trimetil kitosanın SEM görüntüleri Şekil 4.3.a.b’de görülmektedir. Kitosan 

katalog bilgilerine göre 154 mikron boyutundadır. Kitosanın SEM görüntüsü 

alındığında 150 mikron boyutunda yaprakların yanı sıra küçük kitosan taneleri de 

görülmüş ve kitosanın homojen bir dağılıma sahip olmadığı saptanmıştır (Şekil 4.3.a, 

x400 büyütme). Trimetil kitosanın 1-3 mikron boyutunda homojen dağılımlı küresel 

tanelerden oluştuğu saptanmıştır (Şekil 4.3.b, x3200 büyütme). Süreli yayınlarda 

trimetil kitosana ait SEM bulgusuna rastlanmadığı için görüntülerin süreli yayınlarla 

karşılaştırılması yapılamamıştır. 

 

a)                                                                  b) 

             
 

Şekil 4.3 a) Kitosan (x400 büyütme) b)  TMC (Trimetil kitosan klorür, x3200 büyütme)   
               SEM görüntüleri 
 

4.1.4 TEM analizi sonuçları 

 

Trimetil nanokitosanın farklı bölgelerden çekilmiş TEM görüntüleri Şekil 4.4.a,b,c’de 

görülmektedir. Trimetil nanokitosan nano boyutta küresel taneciklerden oluşmuş ve 

geniş bir boyut dağılımı vermiştir.  Bu boyut dağılımının belirlenmesi amacıyla aynı 

örneğin 17 farklı bölgesinden görüntüler alınmıştır (Şekil 4.5).  
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a)                                                            b) 

           
c) 

 
          

Şekil 4.4 Trimetil nanokitosanın farklı bölgelerden çekilmiş TEM görüntüleri 
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Şekil 4.5 Trimetil nanokitosanın boyut dağılımının belirlenmesinde kullanılan tüm TEM  
                görüntüleri 
     

 

b) c) d) 

f) g) h) 

i) j) k) 

a) 

e) 

ı) 

 l)  m)  n) o) 

ö) 
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TEM görüntülerindeki tüm tanecikler sayılarak tanecik çapları kaydedilmiştir (Toplam 

190 tanecik sayılmıştır).Tanecik çapına karşı boyut dağılımı grafiğe geçirilmiştir (Şekil 

4.8). 

  

Şekil 4.6 Trimetil nanokitosanın boyut dağılımı 
 

Trimetil nanokitosanın % 60’ı 50-150 nm aralığındaki taneciklerden oluşmaktadır 

(Şekil 4.6). Tüm taneciklerin % 86’sı 250 nm’den küçüktür ve geri kalan taneciklerde % 

6 oranında 300-350 nm büyüklüğüne rastlanmıştır. Amidi vd. (2006) yaptıkları 

çalışmada trimetil nanokitosanı aynı yöntemle (iyonik jelleşme) sentezlemiş ve SEM 

görüntüleri ile taneciklerin 20-200 nm aralığında olduğunu saptamışlardır. Chen vd. 

(2007) ise trimetil nanokitosanın TEM görüntülerinde 200-250 nm aralığında değişen 

tanecikler gözlemlemiştir. Trimetil nanokitosanın TEM sonuçlarına göre belirlenen 

tanecik büyüklüğü Amidi vd. (2006)’nin yaptıkları çalışma ile uyumludur. 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Boyut Dağılımı

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0-50 50-100 100-150 150-200 200-250 250-300 300-350 350-400 400-780

Tanecik çapı (nm)

%
 D

ağ
ılı

m



4.1.5 DLS analizi   sonuçları 
 

Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanın büyüklük dağılımları Şekil 4.7’de verilmiştir.  

10 dk süreyle ultrasonik banyo yardımıyla etanolde ses ötesi dalgalar verilmiş trimetil 

kitosanın büyüklük dağılım grafiği Şekil 4.7.a’da görülmektedir. Trimetil kitosanın % 

29’u  1281 nm, %40’ı  1484 nm, %21’i  1718 nm, %7’si  1106 nm ve %3’ü 1990 nm 

olarak bulunmuştur. Taneciklerin % 97’si 1,1 mikron ile 1,7 mikron arasındadır. 

Trimetil kitosan ortalama 1.4 mikron boyutunda bulunmuştur. Bu bulgu 1-3 mikron 

arasında bulunan trimetil kitosan SEM  sonucu ile uyumludur. Süreli yayınlarda trimetil 

kitosanın DLS analizi sonucu ile ilgili bir bulguya rastlanmadığı için karşılaştırma 

yapılamamıştır. 

 

5 dk süreyle ultrasonik prob yardımıyla etanolde ses ötesi dalgalar verilmiş trimetil 

nanokitosanın büyüklük dağılım grafiği görülmektedir (Şekil 4.7.b). Trimetil 

nanokitosanın %26’sı  190 nm, %39’u  220 nm, %24’ü  255 nm, %6’sı  164 nm ve %5’i 

295 nm olarak bulunmuştur. Taneciklerin % 95’i 164 nm ile 255 nm arasındadır. 

Trimetil nanokitosan etanolde ortalama 220 nm boyutunda bulunmuştur. 

 

5 dk süreyle ultrasonik prob yardımıyla HEPES (N-2-Hidroksietil Piperazin-N-2-Etan 

Sülfonik Asit) tampon çözeltisinde ses ötesi dalgalar verilmiş trimetil nanokitosanın 

büyüklük dağılım grafiği görülmektedir (Şekil 4.7.c). Trimetil nanokitosanın %31’i  255 

nm, %31’i  295 nm, %16’sı  342 nm, %15’i  164 nm, %4’ü 396 nm ve %3’ü 190 nm 

olarak bulunmuştur. Taneciklerin % 96’sı 164 nm ile 342 nm arasındadır. Trimetil 

nanokitosan HEPES tampon çözeltisinde ortalama 295 nm boyutunda bulunmuştur.  

 

Trimetil kitosanın ve trimetil nanokitosanın etanolde ve HEPES’de DLS analizlerine ek 

olarak su ile de deneme yapılmıştır. Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanın suda 

büyüklük dağılımları verilmiştir (Şekil 4.8). 
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a) 

 
b) 

 

c) 

 
 
 Şekil 4.7.a.Trimetil kitosanın etanolde, b.Trimetil nanokitosanın etanolde, 

    c.Trimetil nanokitosanın HEPES tampon çözeltisinde büyüklük dağılımı  
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5 dk süreyle ultrasonik prob yardımıyla suda ses ötesi dalgalar verilmiş trimetil 

kitosanın büyüklük dağılım grafiği görülmektedir (Şekil 4.8.a). Trimetil kitosan suda 

ortalama 220 nm boyutunda bulunmuştur. Bu analiz bir kontrol analizi olarak 

düşünülmüştür. Trimetil kitosanın sudaki DLS analizinde sonucun nanoboyutta çıkması 

trimetil kitosanın suda çözündüğünü desteklemektedir.  

 

5 dk süreyle ultrasonik prob yardımıyla suda ses ötesi dalgalar verilmiş trimetil 

nanokitosanın büyüklük dağılım grafiği görülmektedir (Şekil 4.8.b). Trimetil 

nanokitosan suda ortalama 6.5 nm boyutunda bulunmuştur. Bu analiz bir kontrol analizi 

olarak düşünülmüştür. Trimetil nanokitosanın sudaki DLS analizinde sonucun çok 

küçük olması trimetil nanokitosanın suda çözündüğünü desteklemektedir.  

 

a) 

 
b) 

 
 
Şekil 4.8.a.Trimetil kitosanın, b.Trimetil nanokitosanın suda büyüklük dağılımı 
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Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosan DLS analiz sonuçlarının süreli yayınlarla 

karşılaştırılması Şekil 4.9’da verilmiştir. Amidi vd. (2006) yaptıkları çalışmada trimetil 

nanokitosanın boyutunu 254 nm olarak saptamıştır. Chen vd. (2007) ise yaptıkları 

çalışmada trimetil kitosandan (kuarternizasyon derecesi, % 37)  trimetil nanokitosanı 

iyonik jelleşme tekniği ile sentezlemiş ve  trimetil nanokitosanının boyutunu 218 nm 

olarak belirlemişlerdir. Bu doktora çalışmasında sentezlenen trimetil nanokitosanın 

ortalama boyutu sırasıyla etanolde 220 nm ve HEPESde 295 nm olarak saptanmıştır. 

Trimetil nanokitosana ait DLS bulgularının Amidi vd. 2006 ve Chen vd. 2007’in 

sonuçları ile uyumlu olduğu belirlenmiştir. 

 

 
 
Trimetil nanokitosanın % 86’sı TEM sonuçlarına göre 250 nm’den küçük bulunmuştur. 

DLS sonuçlarına göre trimetil nanokitosanın ortalama parçacık büyüklüğü etanolde 220 

nm olarak saptanmıştır. TEM ve DLS analiz sonuçları birbirlerine yakın değerlerdir. 
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Şekil 4.9  Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanın tanecik ortalama boyutlarının     
                 (DLS) süreli yayınlarla karşılaştırılması 



4.2 İlaç Yüklü Örneklerin Karakterizasyon Bulguları 

 

Suda iyi çözünen nanokitosana (trimetil nanokitosan) iki farklı yöntem (ultrasonik etki, 

iyonik jelleşme) kullanarak suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil ve karşılaştırma 

amacıyla aktif şekli olan suda çözünen candesartan yüklenmiştir. Candesartan-cilexetil 

yüklü trimetil nanokitosan örnekleri HPLC, FTIR ve AFM analizleri ile karakterize 

edilmiştir. HPLC analizleri ile ilaç (candesartan-cilexetil) yüklü örneklerin yükleme 

etkinlikleri belirlenmiştir. FTIR analizleri ile suda iyi çözünen nanokitosan ile 

candesartan-cilexetil arasındaki etkileşimler incelenmiştir. AFM analizleri ile ise ilaç 

(candesartan-cilexetil) yüklü örneklerin boyutları saptanmıştır. Analizler karşılaştırma 

amacıyla candesartan yüklü trimetil nanokitosan örnekleri ile tekrarlanmıştır. 

 

4.2.1 HPLC analizi sonuçları 

 

4.2.1.1 Candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan HPLC sonuçları 

 

İki farklı yöntemle (ultrasonik etki, iyonik jelleşme) hazırlanan candesartan-cilexetil 

yüklü trimetil nanokitosan HPLC kromatogramları ve yükleme etkinliği değerleri Şekil 

4.10’da görülmektedir.  

 

Her iki yöntem ile (ultrasonik etki, iyonik jelleşme) hazırlanan candesartan-cilexetil 

yüklü trimetil nanokitosan kromatogramlarında aynı alıkonma süresinde candesartan-

cilexetil piki belirlenmiştir.  

 

Candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan örneklerinin yükleme etkinlikleri her 

iki yöntem ile (ultrasonik etki, iyonik jelleşme)  % 66 bulunmuştur (Şekil 4.10).  

 

Ultrasonik etki ve iyonik jelleşme yöntemleri ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü 

trimetil nanokitosan örnekleri HPLC ile analizlenmiş ve örneklerde bulunan 

candesartan-cilexetil miktarları ve candesartan-cilexetil yükleme değerleri Çizelge 4.3’ 
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de verilmiştir (toplam örnek miktarı 6 mg, örneğe başlangıçta konulan candesartan-

cilexetil miktarı ise 1 mg’dır). 

 

     a)                                                                b) 

 

 
 
 
Çizelge 4.3 % 20 ilaç yükleme ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil  
                     nanokitosan örneklerinde HPLC ile belirlenen candesartan-cilexetil   
                     miktarları ve candesartan-cilexetil yükleme değerleri 
 

Örnek mg candesartan-
cilexetil/mg örnek 

Candesartan-
cilexetil yükleme 

(%w/w) 
Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil 
yüklü trimetil nanokitosan 

0.12 14.4 

Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil 
yüklü trimetil kitosan 

0.1 12 

İyonik jelleşme yöntemi ile candesartan-
cilexetil yüklü trimetil nanokitosan 

0.1 12 
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Şekil 4.10.a.Candesartan-cilexetil, b.Ultrasonik etki, c.İyonik jelleşme ile hazırlanan    
                 candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan kromatogramları ve   
                 d.yükleme etkinliği değerleri 
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4.2.1.2 Candesartan yüklü trimetil nanokitosan HPLC sonuçları 

 

İki farklı yöntemle (ultrasonik etki, iyonik jelleşme) hazırlanan candesartan yüklü 

trimetil nanokitosan HPLC kromatogramları ve yükleme etkinliği değerleri Şekil 

4.11’de görülmektedir.  

  

       a)                                                                 b) 

               

       c)                                                                  d) 

        

 
Şekil 4.11.a.Candesartan, b.Ultrasonik etki, c.İyonik jelleşme ile hazırlanan   
                 candesartan yüklü trimetil nanokitosan kromatogramları, ve d.yükleme   
                 etkinliği değerleri 
 

Her iki yöntem ile (ultrasonik etki, iyonik jelleşme) hazırlanan candesartan yüklü 
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belirlenmiştir.  
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örneklerin yükleme etkinliklerinin iyonik jelleşme ile hazırlananlara göre daha yüksek 

olduğu saptanmıştır (Şekil 4.11). 

 

Ultrasonik etki ve iyonik jelleşme yöntemleri ile hazırlanan candesartan yüklü trimetil 

nanokitosan örnekleri HPLC ile analizlenmiş ve örneklerde bulunan candesartan 

miktarları ve candesartan yükleme değerleri Çizelge 4.4’de verilmiştir (Toplam örnek 

miktarı 6 mg, örneğe başlangıçta eklenen candesartan miktarı ise 1 mg’dır). 

 

Çizelge 4.4 % 20 candesartan yükleme ile hazırlanan candesartan yüklü trimetil   
                   nanokitosan örneklerinde HPLC ile belirlenen candesartan miktarları     
                   ve candesartan yükleme değerleri 
 

Örnek mg candesartan/mg 
örnek 

Candesartan yükleme 
(%w/w) 

Ultrasonik etki ile candesartan 
yüklü trimetil nanokitosan 

0.1 12 

Ultrasonik etki ile candesartan 
yüklü trimetil kitosan 

0.18 20 

İyonik jelleşme yöntemi ile 
candesartan yüklü trimetil 
nanokitosan 

0.1 12 

 

Candesartan-cilexetil ya da candesartan yüklü trimetil nanokitosan örnekleri için 

candesartan-cilexetil ya da candesartan yükleme (%w/w), yükleme etkinliği (%) 

değerleri aşağıdaki eşitlikler ile hesaplanmıştır. 

 
Candesartan-cilexetil ya da candesartan yükleme=Yüklenen candesartan- cilexetil ya   
                                                                                  da candesartan  miktarı/Polimer   
                                                                                   miktarı 
 
Yükleme etkinliği=Yüklenen candesartan-cilexetil ya da candesartan miktarı/ 
                               Başlangıçtaki  candesartan cilexetil ya da candesartan miktarı 
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4.2.2 FTIR analizi sonuçları 

 

Candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan ve karşılaştırma amacıyla candesartan 

(candesartan-cilexetilin aktif şekli) yüklü trimetil nanokitosan örnekleri FTIR analizleri 

ile karakterize edilmiştir. Trimetil nanokitosan ile candesartan-cilexetil ve candesartan 

arasındaki etkileşimler incelenmiştir. 

 

4.2.2.1 Candesartan-cilexetil  yüklü trimetil nanokitosan FTIR sonuçları 

 

Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan 

örneklerinin FTIR spektrumları trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil  FTIR 

spektrumları ile karşılaştırılmıştır (Şekil 4.12). 

 

 
 
Şekil 4.12.a.Candesartan-cilexetil, b.Trimetil nanokitosan, c. Ultrasonik etki ile  
                 candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan FTIR analizi sonuçları 
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Ultrasonik etki ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan örneği 

FTIR spektrumunda trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil spektrumlarında 1750 

cm-1’de gözlenen C=O piki saptanmış ve 1000 cm-1’de gözlenen C-O pikinin 

kaybolduğu belirlenmiştir. Candesartan-cilexetilin trimetil nanokitosana bağlanacağı bir 

yer olmadığından candesartan-cilexetil trimetil nanokitosana fiziksel olarak 

tutunmuştur (Şekil 4.12)  

 

İyonik jelleşme yöntemi ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan 

örneğinin FTIR spektrumu trimetil kitosan ve candesartan-cilexetil FTIR spektrumları 

ile karşılaştırılmıştır (Şekil 4.13). 

 

 -1

a) 

 

Şekil 4.13.a.Trimetil kitosan, b.Candesartan-cilexetil, c.İyonik jelleşme ile   
                 candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan FTIR analizi sonuçları  
 

İyonik jelleşme yöntemi ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü örneğin FTIR 
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pik ve 1750 cm-1’de gözlenen C=O pik yüksekliklerinin azaldığı saptanmıştır. 

Candesartan-cilexetilin trimetil kitosan ile bağlanacağı bir yer olmadığından 

candesartan-cilexetil trimetil kitosana fiziksel olarak tutunmuştur (Şekil 4.13). 

 

4.2.2.2 Candesartan yüklü trimetil nanokitosan FTIR sonuçları  

 

Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan yüklü trimetil nanokitosan örneğinin 

FTIR spektrumu trimetil nanokitosan ve candesartan  ile karşılaştırılmıştır (Şekil 4.14). 

 

 
Şekil 4.14.a.Candesartan, b.Trimetil nanokitosan, c.Ultrasonik etki ile candesartan  
                 yüklü trimetil nanokitosan FTIR analizi sonuçları 
 

Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan yüklü trimetil nanokitosan örneğinin 

FTIR spektrumunda trimetil nanokitosan ve candesartan spektrumlarında 1700 cm-1’de 

gözlenen C-O piki ve 1250 cm-1’de gözlenen N-O piki saptanmıştır. Bu nedenle 

candesartan trimetil nanokitosana fiziksel olarak tutunmuştur (Şekil 4.14). 
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İyonik jelleşme yöntemi ile hazırlanan candesartan yüklü trimetil nanokitosan 

örneğinin FTIR spektrumu trimetil kitosan ve candesartan FTIR spektrumları ile 

karşılaştırılmıştır (Şekil 4.15). 

 

Şekil 4.15.a.Trimetil kitosan, b.Candesartan, c.İyonik jelleşme ile candesartan  
                 yüklü trimetil nanokitosan FTIR analizi sonuçları 
 

İyonik jelleşme yöntemi ile hazırlanan candesartan yüklü örneklerde trimetil kitosandan 

farklı olarak 1250 cm-1’de N-O gerilme piki saptanmıştır. 1750  cm-1’de candesartana 

ait karbonil pik yüksekliğinin azaldığı saptanmıştır. İyonik jelleşme yönteminde trimetil 

kitosandaki N+  ile candesartandaki COO- kimyasal kompleks oluşturmuştur (Şekil 

4.15). 

 

Candesartanın iyonik jelleşme yöntemi ile trimetil kitosana kimyasal olarak bağlandığı 

ultrasonik etki yöntemi ile ise trimetil nanokitosana ise fiziksel olarak tutunduğu 

a)

b)

c)



belirlenmiştir. Candesartan-cilexetilin her iki yöntem (iyonik jelleşme, ultrasonik etki) 

ile trimetil kitosan ve trimetil nanokitosana fiziksel olarak tutunduğu saptanmıştır.  

 

4.2.3 AFM analizi sonuçları 

 

Candesartan-cilexetil ve candesartanın orijinal boyutları, candesartan-cilexetil yüklü 

trimetil nanokitosan ve karşılaştırma amacıyla candesartan yüklü trimetil nanokitosan 

örneklerinin boyutları AFM analizleri ile saptanmıştır. 

 

4.2.3.1 Candesartan-cilexetil ve candesartan AFM sonuçları 

 

Candesartan-cilexetilin iki ve üç boyutlu AFM görüntüleri görülmektedir (Şekil 4.16). 

Candesartan-cilexetilin tanecik boyutunun ortalama değerinin 92 nm olduğu 

belirlenmiştir. 
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   a)                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Şekil 4.16 Candesartan-cilexetilin: a. iki boyutlu, b. üç boyutlu AFM  
                 görüntüleri 
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Candesartan-cilexetilin tanecik boyut dağılımı verilmiştir (Şekil 4.17). Örnekteki 

taneciklerin çoğunun 50-150 nm aralığında olduğu ve ortalama pürüzlülük değerinin 

29.7 nm olduğu saptanmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.17 Candesartan-cilexetilin tanecik boyut dağılımı 

 

Candesartanın iki ve üç boyutlu AFM görüntüleri görülmektedir (Şekil 4.18). 

Candesartanın  tanecik boyutunun ortalama değerinin  44 nm olduğu belirlenmiştir. 
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           a)                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 4.18 Candesartanın: a. iki boyutlu, b. üç boyutlu AFM görüntüleri 

b) 
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Candesartanın tanecik boyut dağılımı verilmiştir (Şekil 4.19). Örnekteki taneciklerin 

çoğunun 20-60 nm aralığında olduğu ve ortalama pürüzlülük değerinin 6.9 nm olduğu 

saptanmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.19 Candesartanın tanecik boyut dağılımı 
 

4.2.3.2 Candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan AFM sonuçları 

 

Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan-cilexetil yüklü trimetil kitosan örneğinin iki ve 

üç boyutlu AFM görüntüleri görülmektedir (Şekil 4.20). Ultrasonik etki yöntemi ile 

hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil kitosan örneğinin tanecik boyutunun 

ortalama değerinin ise 37 nm olduğu belirlenmiştir. 
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Şekil 4.20 Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan-cilexetil yüklü  trimetil kitosan   
                  örneğinin: a. iki boyutlu, b. üç boyutlu AFM görüntüleri 
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Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil kitosan  

örneğinin tanecik boyut dağılımı verilmiştir (Şekil 4.21). Örnekteki taneciklerin 

çoğunun 35-40 nm aralığında olduğu ve ortalama pürüzlülük değerinin 6.5 nm olduğu 

saptanmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.21 Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan-cilexetil yüklü  trimetil kitosan   
                  örneğinin tanecik boyut dağılımı 
 

Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan örneğinin iki ve üç 

boyutlu AFM görüntüleri görülmektedir (Şekil 4.22). Ultrasonik etki yöntemi ile 

hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan örneğinin tanecik boyutunun 

ortalama değerinin 39 nm olduğu belirlenmiştir. 
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Şekil 4.22 Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan   
                  Örneğinin: a. iki boyutlu, b. üç boyutlu AFM görüntüleri 

b) 
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Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan  

örneğinin tanecik boyut dağılımı verilmiştir (Şekil 4.23). Örnekteki taneciklerin 

çoğunun 35-50 nm aralığında olduğu ve ortalama pürüzlülük değerinin 8.4 nm olduğu 

saptanmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.23 Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan-cilexetil yüklü   trimetil nanokitosan   
                  örneğinin tanecik boyut dağılımı 
 

İyonik jelleşme tekniği ile candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan örneğinin iki 

ve üç boyutlu AFM görüntüleri görülmektedir (Şekil 4.24). İyonik jelleşme yöntemi ile 

hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan örneğinin tanecik boyutunun 

ortalama değerinin ise 76 nm olduğu belirlenmiştir. 
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Şekil 4.24 İyonik jelleşme yöntemi ile candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan 
                 örneğinin: a. iki boyutlu, b. üç boyutlu AFM görüntüleri 

b) 
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İyonik jelleşme yöntemi ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan  

örneğinin tanecik boyut dağılımı verilmiştir (Şekil 4.25). Örnekteki taneciklerin 

çoğunun 40-100 nm aralığında olduğu ve ortalama pürüzlülük değerinin 23.6 nm 

olduğu saptanmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.25 İyonik jelleşme yöntemi ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil  
                 nanokitosan örneğinin tanecik boyut dağılımı 
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Ultrasonik etki ve iyonik jelleşme yöntemleri ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü 

nanokitosan örnekleri tanecik boyutları orijinal candesartan-cilexetil ile 

karşılaştırılmıştır (Şekil 4.26). 

 

 

Şekil 4.26 Candesartan-cilexetil yüklü nanokitosan örnekleri tanecik boyutlarının  
                 karşılaştırılması 
 

Candesartan-cilexetil ultrasonik etki yöntemi ile yüklendiğinde iyonik jelleşme ile 

yüklenmesine oranla daha küçük tane boyutu vermiştir (Şekil 4.26).  

 

4.2.3.3 Candesartan yüklü trimetil nanokitosan AFM sonuçları 

 

Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan yüklü trimetil kitosan örneğinin iki ve üç 

boyutlu AFM görüntüleri görülmektedir (Şekil 4.27). Ultrasonik etki yöntemi ile 

hazırlanan candesartan yüklü trimetil kitosan örneğinin tanecik boyutunun ortalama 

değerinin 38 nm olduğu belirlenmiştir. 
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Şekil 4.27 Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan yüklü trimetil kitosan örneğinin:  
                  a. iki boyutlu, b. üç boyutlu AFM görüntüleri 

a)                         
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Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan yüklü trimetil kitosan örneğinin 

tanecik boyut dağılımı verilmiştir (Şekil 4.28). Örnekteki taneciklerin çoğunun 35-45 

nm aralığında olduğu ve ortalama pürüzlülük değerinin 8.9 nm olduğu saptanmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.28 Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan yüklü  trimetil kitosan  örneğinin  
                  tanecik boyut dağılımı 
 

Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan yüklü trimetil nanokitosan örneğinin iki ve üç 

boyutlu AFM görüntüleri görülmektedir (Şekil 4.29). Ultrasonik etki yöntemi ile 

hazırlanan candesartan yüklü trimetil nanokitosan örneğinin tanecik boyutunun  

ortalama değerinin 13 nm olduğu belirlenmiştir. 
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b) 

Şekil 4.29 Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan yüklü trimetil nanokitosan   
                  örneğinin: a. iki boyutlu, b. üç boyutlu AFM görüntüleri 
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Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan yüklü trimetil nanokitosan  

örneğinin tanecik boyut dağılımı verilmiştir (Şekil 4.30). Örnekteki taneciklerin 

çoğunun 10-15 nm aralığında olduğu ve ortalama pürüzlülük değerinin 3.5 nm olduğu 

saptanmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.30 Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan yüklü  trimetil nanokitosan   
                  örneğinin tanecik boyut dağılımı 
 

Candesartan yüklü örneklerin ortalama tane boyutu değerleri görülmektedir (Çizelge 

4.5). 
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Çizelge 4.5 Candesartan yüklü örneklerin ortalama tane boyutu değerleri 
 

Örnek Ortalama tane boyutu 
Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan yüklü trimetil kitosan 38 nm 
Ultrasonik etki ile candesartan yüklü trimetil nanokitosan 13 nm 
Candesartan 44 nm 

 

Candesartan trimetil nanokitosana yüklendiğinde trimetil kitosana yüklenmesine oranla 

daha küçük tane boyutu elde edilmiştir.  

 

4.3 Nanokitosanın İlaç Çözünürlüğüne Etkisi 

 

Trimetil nanokitosanın suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil ilacının 

çözünürlüğüne etkisi iki farklı analiz yöntemi ile (UV, HPLC) incelenmiştir. 

Karşılaştırma amacıyla trimetil kitosan, arap zamkı ve ticari suda çözünür kitosan ile 

analizler tekrarlanmış ve sonuçlar trimetil nanokitosan ile elde edilen bulgular ile 

karşılaştırılmıştır. 

 

4.3.1 UV analizi sonuçları 

 

Candesartan-cilexetilin spektrumu Şekil 4.31’de görülmektedir. Candesartan-cilexetil il 

203.5, 253, 304 nm’de pikler vermiştir. Bu piklerden en yüksek absorbansa karşılık 

gelen dalga boyu 203.5 nm’dir. Katalog bilgilerine göre; candesartan-cilexetil 210 nm, 

253 nm ve 304 nm’de pik vermektedir. Candesartan-cilexetilin UV spektrumu bulguları 

katalog bilgileri ile uyumludur; ancak düşük derişimli çözeltilerle çalışıldığından 210 

nm’deki pik 203.5 nm’ye kaymıştır. 

 

Farklı derişimlerdeki (0.005, 0.004, 0.003, 0.002, 0.001 mg/ml) candesartan-cilexetil 

çözeltilerinin  absorbans değerleri UV ile 203.5 nm’de okunmuştur. Derişim değerlerine 

karşı absorbans değerleri grafiğe geçirilmiş ve candesartan-cilexetilin çalışma doğrusu 

çizilmiştir (Şekil 4.32). 
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Şekil 4.32 Candesartan-cilexetilin çalışma doğrusu 
 

 

   
                                                     

 
Şekil 4.31 Candesartan-cilexetilin metanolde UV spektrumu 
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Trimetil nanokitosanın 1 ve 3 gün süreyle candesartan-cilexetil ilacının çözünürlüğüne 

etkisi incelenmiştir (Şekil 4.33). En yüksek trimetil nanokitosan miktarı ile (80 mg) 

candesartan-cilexetilin çözünürlüğünün sudaki çözünürlüğüne göre (2.5x10-4 mg/ml)  1 

gün süreyle 544 kez arttığı, 3 gün süreyle ise 592 kez arttığı belirlenmiştir. 

Candesartan-cilexetil ve trimetil nanokitosanın etkileşim süresi ilacın çözünürlüğünü 

artırmıştır.  

 

 
 
Şekil 4.33 Trimetil nanokitosanın 1  ve 3 gün süreyle candesartan-cilexetil ilacının  
                  çözünürlüğüne etkisi 
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4.3.2 HPLC analizi sonuçları  

 

Trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetilin sudaki  kromatogramları Şekil 4.34’de 

görülmektedir. Trimetil nanokitosan 210 nm’de pik vermemiştir. 
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Şekil 4.34.a. Trimetil nanokitosan, b.Candesartan-cilexetilin sudaki kromatogramları 
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İlaç yüklü trimetil nanokitosan örneklerinin kromatogramları Şekil 4.35’de 

görülmektedir. İlaç miktarı sabit olmak üzere trimetil nanokitosan miktarının artmasıyla 

ilaç pik alanının arttığı saptanmıştır. Bu sonuç trimetil nanokitosanın ilaç 

çözünürlüğünü artırdığını göstermiştir (Şekil 4.35). 

 

                                                   
Şekil 4.35  İlaç yüklü trimetil nanokitosan örneklerinin   kromatogramları 
 

İlaç yüklü trimetil kitosan örneklerinin kromatogramları Şekil 4.36’da görülmektedir. 

İlaç miktarı sabit olmak üzere trimetil kitosan miktarının artmasıyla ilaç pik alanının 

arttığı saptanmıştır. Bu sonuç trimetil kitosanın ilaç çözünürlüğünü artırdığını 

göstermiştir (Şekil 4.36). 
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Şekil 4.36 İlaç yüklü trimetil kitosan örneklerinin kromatogramları 
  

İlaç yüklü arap zamkı örneklerinin kromatogramları Şekil 4.37’de görülmektedir. İlaç 

miktarı sabit olmak üzere arap zamkı miktarının artmasıyla ilaç pik alanının arttığı 

saptanmıştır. Bu sonuç arap zamkının ilaç çözünürlüğünü artırdığını göstermiştir (Şekil 

4.37). 
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Şekil 4.37 İlaç yüklü arap zamkı örneklerinin kromatogramları 
 

İlaç yüklü ticari suda çözünür kitosan örneklerinin kromatogramları Şekil 4.38’de 

görülmektedir. İlaç miktarı sabit olmak üzere ticari suda çözünür kitosan miktarının 

artmasıyla ilaç pik alanının azaldığı saptanmıştır. Bu sonuç ticari suda çözünür 

kitosanın ilaç çözünürlüğünü artırmadığını göstermiştir (Şekil 4.38). 
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min0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

mAU   

-20

0

20

40

60

80

100

120

 VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000080.D)

ca
nd

es
ar

ta
n 

ci
le

xe
til

 VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000085.D)

 0
.9

90

 1
.6

9

 1
.4

31

6

 2
.0

73

 2
.4

00

 2
.7

74

 3
.1

95

 VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000087.D)

 0
.9

90  2
.0

82

 2
.4

14

 2
.7

63

 3
.1

92

 1
.4

56

 1
.6

63

 VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000089.D)

 1
.4

65

 1
.6

97

 2
.0

84

 2
.3

99

 2
.7

63

 VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000091.D)

 1
.0

11  1
.4

33

 1
.6

79

 2
.0

51

 2
.3

71

 2
.7

08

 3
.1

15

 

                                                          

 
Şekil 4.38  İlaç yüklü ticari suda çözünür kitosan örneklerinin kromatogramları 
 

Trimetil nanokitosanın candesartan-cilexetil ilacının çözünürlüğünü artırmada trimetil 

kitosana ve arap zamkına göre 10 kat daha etkin olduğu saptanmıştır. Ticari suda 

çözünür kitosanın ise candesartan-cilexetil ilacının çözünürlüğünü artırmadığı 

belirlenmiştir (Şekil 4.39). 
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HPLC ile yapılan çözünürlük deneyi sonuçlarına göre suda çözünmeyen candesartan-

cilexetil ilacının çözünürlüğünü artırmada sıralamanın trimetil nanokitosan>trimetil 

kitosan>arap zamkı>ticari suda çözünür kitosan şeklinde olduğu belirlenmiştir (Şekil 

4.40). 
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Şekil 4.39 HPLC sonuçlarından elde edilen çözünürlük artış miktarlarının   
                 karşılaştırılması 
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Şekil 4.40 Candesartan-cilexetilin çözünürlüğünü artırmada sıralama 
 
 

UV çözünürlük deneylerinden elde edilen süzüntüde metanol varlığı UV sonuçlarının 

HPLC sonuçlarına göre daha yüksek çıkmasına neden olmuştur. Trimetil kitosan ve 

trimetil nanokitosan karşılaştırıldığında kitosanın boyutu azaldıkça ilacın 

çözünürlüğünün arttığı belirlenmiştir. 
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4.4 Nanokitosanın hücre canlılığına etkisi 

 

Nanokitosan ve arap zamkının 37oC’de 3 h inkübasyonu sonucunda kalp kası hücre 

canlılığına etkisi Şekil 4.41’de görülmektedir. 

 

a) 

b) 

 
Şekil 4.41.a. Nanokitosan, ve b. arap zamkının hücre canlılığına etkisi 

 

Nanokitosan; hücrenin  süreye bağlı canlılığının korunmasını olumlu etkilemiştir (Şekil 

4.41). Amidi vd. (2006)’nin çalışmasında trimetil nanokitosanın Calu-3 hücrelerine 

toksik etki göstermediği belirlenmiştir. Trimetil nanokitosan ile hücre canlılığı deneyi 

sonuçları Amidi vd. 2006 ile uyumludur. Trimetil nanokitosanın hücre canlılığına 
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etkisinin arap zamkının hücre canlılığına etkisine göre daha iyi olduğu saptanmıştır 

(Şekil 4.42). 

  

Şekil 4.42 Nanokitosan ve arap zamkının hücre canlılığına etkisinin karşılaştırılması 

 

4.5 Nanokitosanın Hücreye Floresan boya (Fura-2) Girişine Etkisi  

 

Hücreye giremeyen bir floresan boyanın (Fura-2) hücreye (memeli fibroblast kültür 

hücresi; LTK8) girişine trimetil nanokitosan (10 μg/ml ve 100 μg/ml) ve trimetil kitosan 

(100 μg/ml) etkisi incelenmiş ve sonuçlar Şekil 4.43’de gösterilmiştir. Tüm örnekler 

izolasyon sıvısı içindedir ve eşit miktarda hücre içermektedir. Hücreler direk 

nanokitosana maruz kaldıklarında ya da tek başına olduklarında floresan ışıma 

gözlenmemiştir. Hücre ve nanokitosan-hücre süspansiyonu Fura-2 ile boyandığında 

nanokitosan-hücre süspansiyonunda hücreye fazla floresan boya yüklendiği saptanmıştır 

(Şekil 4.43.a). 100 μg/ml nanokitosan derişimi ile ise yaklaşık 2 kat Fura-2 yüklendiği 

gözlenmiştir (Şekil 4.43.b). Nanokitosan derişiminin artması hücreye floresan boya 

yüklenmesini artırmıştır (Şekil 4.43.c). Hücre ve trimetil kitosan-hücre süspansiyonu 

Fura-2 ile boyandığında trimetil kitosanın hücreye Fura-2 yüklenmesini etkilemediği 

saptanmıştır  (Şekil 4.43.d). 
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  a)                                                                                   b) 

Şekil 4.43.a.10 μg/ml nanokitosanın, b.100 μg/ml nanokitosanın, c.nanokitosan  
                 derişiminin, d.100 μg/ml trimetil kitosanın hücreye floresan boya (Fura-2)                   
                 girişine etkisi 
 

Trimetil nanokitosanın ve trimetil kitosanın hücreye floresan boya girişine etkisi 

karşılaştırılmıştır (Şekil 4.44) Trimetil nanokitosan Fura-2 boyasının hücreye 

yüklenmesini kolaylaştırmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.44 Trimetil kitosanın (100 μg/ml) ve trimetil nanokitosanın (100 μg/ml)   
                  Fura-2’nin hücreye girişine etkilerinin karşılaştırılması 
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5. SONUÇLAR 

 

Bu doktora çalışmasında; trimetil nanokitosanın suda iyi çözünmeyen candesartan-

cilexetil ilacının çözünürlüğüne etkisinin incelenmesi hedeflenmiştir. Çalışma sırasıyla 

suda iyi çözünen nanokitosan sentezi ve karakterizasyonu, ilaç yükleme ve ilaç yüklü 

örneklerin karakterizasyonu, nanokitosanın ilaç çözünürlüğüne etkisinin saptanması, 

nanokitosanın hücre canlılığına etkisinin belirlenmesi, nanokitosanın hücreye Fura-2 

floresan boyasının girişine etkisinin incelenmesi aşamalarından oluşmaktadır. 

 

I. Suda İyi Çözünen Nanokitosan Karakterizasyon Bulguları 

 

1) FTIR analizi ile kitosana metil gruplarının bağlandığı belirlenmiştir. 

2) NMR analizi ile kitosana trimetil grubunun bağlandığı saptanmıştır. Sentezlenen 

trimetil kitosanın kuaternizasyon derecesi % 60 olarak hesaplanmıştır. 

3) SEM analizi ile trimetil kitosanın boyutunun 1-3 μm arasında olduğu belirlenmiştir. 

4) TEM analizi ile trimetil nanokitosan taneciklerinin %86’sının 250 nm’den küçük 

olduğu saptanmıştır. 

5) DLS analizi ile trimetil kitosanın etanoldeki ortalama boyutunun 1.4 μm, trimetil 

nanokitosanın ortalama boyutunun ise etanolde 220 nm, HEPES’de 295 nm olduğu 

belirlenmiştir. Bu değerler yapılan TEM ve SEM sonuçları ile uyumludur. 

 

II. İlaç Yüklü Örneklerin Karakterizasyon Bulguları 

 

1) Ultrasonik etki ve iyonik jelleşme yöntemleri ile sentezlenen ilaç yüklü örneklerin 

yükleme etkinlikleri HPLC analizi ile % 66 olarak bulunmuştur.  

2) Ultrasonik etki ve iyonik jelleşme yöntemleri ile sentezlenen ilaç yüklü örneklerde  

candesartan-cilexetilin trimetil nanokitosan ve trimetil kitosana fiziksel olarak 

tutunduğu FTIR analizi ile belirlenmiştir.  
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3) Candesartan-cilexetil yüklü trimetil nanokitosan örneklerinde ultrasonik etki 

yönteminin iyonik jelleşme yöntemine göre küçük parçacık boyutu verdiği AFM analizi 

ile belirlenmiştir. 

 

III. Nanokitosanın ilaç çözünürlüğüne etkisi 

 

1) UV analizi sonuçlarına göre kitosan ile candesartan-cilexetil ilacının etkileşim süresi 

arttıkça ilacın çözünürlüğü artmıştır. 

2) UV analizi ve HPLC analizi sonuçlarına göre kitosan miktarı arttıkça ve kitosan 

boyutu azaldıkça ilacın çözünürlüğü artmıştır. 

3) UV analizi ve HPLC analizi sonuçlarına göre suda iyi çözünmeyen candesartan-

cilexetil ilacının çözünürlüğünü artırmada sıralamanın trimetil nanokitosan>trimetil 

kitosan>arap zamkı> ticari suda çözünür kitosan şeklinde olduğu belirlenmiştir. 

4) Suda çözünen nanokitosanın suda iyi çözünmeyen candesartan-cilexetil ilacının 

çözünürlüğünü artırdığı (yaklaşık 400 kat) saptanmıştır. 

 

IV. Hücre canlılığı sonuçları 

 

1) Suda çözünen nanokitosanın hücrenin süreye bağlı canlılığının korunmasını olumlu 

etkilediği belirlenmiştir. 

2) Trimetil nanokitosanın hücre canlılığına etkisinin arap zamkı ile karşılaştırıldığında 

daha iyi olduğu görülmüştür. 

 

V. Nanokitosanın hücreye Fura-2 boyasının girişine etkisi 

 

1) Trimetil nanokitosan Fura-2 boyasının hücreye yüklenmesini sağlamıştır.  

2) Nanokitosan derişiminin artması hücreye Fura-2 yüklenmesini artırmıştır. 100  

μg/ml nanokitosan derişimi ile yaklaşık 2 kat floresan boya yüklendiği 

gösterilmiştir. 
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EK 17 İlaç yüklü arap zamkı örneklerinin  sudaki çözeltisi  analizlendiğinde                       
            ilacın alıkonma  süresi ve alan değerleri 
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EK 1. a. Trimetil kitosanın etanolde, b. Trimetil nanokitosanın etanolde, c. Trimetil  
           nanokitosanın HEPES tampon çözeltisinde büyüklük dağılım değerleri 
 
a) 

 
b) 

 
c) 
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EK 2. a. Trimetil kitosanın, b. Trimetil nanokitosanın suda büyüklük dağılım değerleri 
 
a) 

 
b) 
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EK 3 Candesartan-cilexetil/candesartan yüklü örneklerin en büyük tane boyutu   
          değerleri 
 

Örnek En büyük tane boyutu 
Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan-cilexetil yüklü  
trimetil kitosan 

93 nm 
 

Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil yüklü trimetil 
nanokitosan 

73 nm 
 

İyonik jelleşme tekniği ile candesartan-cilexetil yüklü  
trimetil nanokitosan 

190 nm 
 

Candesartan-cilexetil 244 nm 
Ultrasonik etki yöntemi ile candesartan yüklü trimetil kitosan 100 nm 

Ultrasonik etki ile candesartan yüklü trimetil nanokitosan 35 nm 

Candesartan 109 nm 
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EK 4 Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanın tanecik ortalama boyutlarının ve PDI   
          değerlerinin (DLS) süreli yayınlarla karşılaştırılması 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Deney ve süreli yayınların 
karşılaştırması 

Ortalama boyut PDI 

Amidi vd. 2006 
TMC nanotaneciği 

254 +/-9 nm  
 

0.157 
 

Chen vd. 2007 
DQ33 
DQ37 

TMC nanotaneciği 

 
240 +/-10 nm 
218 +/-9 nm 

 
0.215 
0.193 

TMC+etanol+Ultrasonik banyo  1484 nm 0.43 
NanoTMC+etanol+Ultrasonik prob 220 nm 0.61 

NanoTMC+HEPES+Ultrasonik prob 295 nm 0.71 
TMC+su+Ultrasonik prob 
1-3 mikron SEM sonucu 

220 nm 0.53 

NanoTMC+su 7.5 nm 0.44 
Nano TMC+su+Ultrasonik prob 6.5 nm 0.72 



 91

EK 5 Trimetil kitosanın kromatogramı  
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EK 6 Trimetil nanokitosanın kromatogramı 
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EK 7 Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan-cilexetil yüklü trimetil  
          kitosan   

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

min0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

mAU   

-10

-5

0

5

10

15

20

25

 VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000345.D)

  A
re

a:
 43

3.2
92

 2
.6

02
 - 

 C
an

de
sa

rta
n 

C
ile

x

Alıkonma süresi (dk) 

Y
an
ıt 

Candesartan-cilexetil 



 94

EK 8 Ultrasonik etki yöntemi ile hazırlanan candesartan yüklü trimetil kitosan 
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EK 9 Trimetil kitosanın 1 ve 3 gün süreyle candesartan-cilexetil ilacının                        
          çözünürlüğüne etkisi 
 

Trimetil kitosan 

miktarı (mg) 

Absorbans 

1 gün 

Absorbans 

3 gün  

Çözünürlük 

1 gün 

Çözünürlük 

3 gün 

80 0,389 0,520 0,128 0,172 

60 0,334 0,362 0,108 0,112 

40 0,151 0,315 0,048 0,100 

20 0,022 0,177 0,0040 0,048 

0 0,010 0,016 0,0032 0,0032 

Artış   512 688 
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EK 10 Trimetil kitosanın 1  ve 3 gün süreyle candesartan-cilexetil ilacının                        
            çözünürlüğüne etkisi 
 

Trimetil nanokitosan 

miktarı (mg) 

Absorbans

1 gün 

Absorbans 

3 gün 

Çözünürlük 

1 gün 

Çözünürlük 

3 gün 

80 0,437 0,455        0,136 0,148 

60 0,263 0,381 0,1 0,12 

40 0,210 0,245 0,068 0,08 

20 0,102 0,147 0,032 0,048 

0 0,010 0,016 0,0032 0,003 

Artış   544 592 
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EK 11 1 ve 3 gün süreyle candesartan-cilexetil ilacının çözünürlüğüne arap zamkı                        
            etkisi 
 

Arap zamkı 

miktarı (mg) 

Absorbans

1 gün 

Absorbans 

3 gün  

Çözünürlük 

1 gün 

Çözünürlük 

3 gün 

80 0,096 0,154 0,035 0,048 

60 0,093 0,106 0,035 0,036 

40 0,017 0,042 0,0032 0,008 

20 0,012 0,040 0,0032 0,008 

0 0,010 0,027 0,0032 0,004 

Artış   140 192 
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EK 12 Ticari suda çözünür kitosanın 1 ve 3 gün süreyle candesartan-cilexetil                        
            ilacının çözünürlüğüne etkisi 
 

Ticari suda çözünür 
kitosan miktarı 

(mg) 

Absorbans 
1 gün 

Absorbans 
3 gün 

 

Çözünürlük 
1 gün 

Çözünürlük 
3 gün 

80 0,161 0,154 0,052 0,048 
60 0,136 0,130 0,044 0,044 
40 0,116 0,112 0,036 0,036 
20 0,059 0,104 0,016 0,0064 
0 0,010 0,019 0,0016 0,0032 

Artış   208 192 
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EK 13 1 ve 3 gün süre ile UV ile yapılan çözünürlük deneylerinden elde edilen                      
            artış miktarlarının karşılaştırılması 
 

 1 gün 
Artış 

3 gün 
Artış 

TMC  512 688 

NTMC 544 592 

Arap zamkı 140 192 

Ticari suda 
çözünür kitosan 

208 192 
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EK 14 İlaç yüklü trimetil  nanokitosan örneklerinin sudaki çözeltisi                    
            analizlendiğinde ilacın alıkonma  süresi ve alan değerleri 
 

Trimetil nanokitosan 
miktarı 
(mg) 

İlacın 
alıkonma 

süresi 

Alan 

0 2.1 71 

20 2.7 10359 

40 2.7 26284 

60 2.7 29748 

80 2.7 28120 

          Artış  392 
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EK 15 İlaç yüklü trimetil kitosan örneklerinin sudaki çözeltisi analizlendiğinde                        
            ilacın alıkonma süresi  ve alan değerleri 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Trimetil kitosan 
miktarı(mg) 

İlacın alıkonma 
süresi 

Alan 

0 2.1 71 
20 2.4 1052 
40 2.4 1123 
60 2.4 1052 
80 2.4 3862 

Artış  54 
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EK 16 Arap zamkı maddesinin kromatogramı 
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EK 17 İlaç yüklü arap zamkı örneklerinin  sudaki çözeltisi  analizlendiğinde                        
            ilacın alıkonma  süresi ve alan değerleri 
 

Arap zamkı 
(mg) 

İlacın alıkonma 
süresi 

Alan 

0 2.1 71 

20 2.3 242 

40  2.3 750 

60 2.3 579 

80 2.3 2193 

Artış  31 
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EK 18 Ticari suda çözünür kitosanın kromatogramı 
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EK 19 İlaç yüklü ticari suda çözünür kitosan örnekleri suda analizlendiğinde                       
            ilacın alıkonma süresi ve alan değerleri 
 

Ticari suda 
çözünür kitosan 

(mg) 

İlacın alıkonma 
süresi 

Alan 

0 2.1 71 

20 2.7 11 

40 2.7 7.9 

60 2.7 11.3 

80 2.7 7.9 

Artış  Azalma 
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EK 20 UV sonuçları ve HPLC sonuçlarının karşılaştırılması 
 

 UV (1 gün) 
Artış 

HPLC 
Artış 

NTMC  544 392 

TMC 512 54 

Arap zamkı 140 31 

Ticari suda 
çözünür kitosan 

208 Azalma 
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