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Yiiksek Lisans Tezi

OZONLANMIS YAG NANOEMULSIYONLARININ SENTEZI VE
KARAKTERIZASYONU

Fiisun KAZANCI

Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Nanoteknoloji Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Damismani: Dog. Dr. Seda TIGLI AYDIN
Aralik 2017, 73 sayfa

Ozon reaktif bir molekiil olup, sulu ortamlarda parcalanarak oksijene doniismektedir. Klinik
uygulamalarda yiiksek konsantrasyonlarda dezenfeksiyon amagli, diisiik konsantrasyonlarda
da yara iyilesmesi ve epitelizasyonun hizlandirilmasinda kullanilmaktadir. Ozon yag1 (ozonla
zenginlestirilmis yag formu) kullanim1 son yillarda tibbi uygulamalarda tercih edilmektedir.
Bu tercihin en 6nemli sebepleri arasinda ozonun yiiksek reaktivite gostermesi ve doymamis
yag asitleri ile olusturduklar1 bilesikleri sayesinde hiicre i¢i sinyal sistemine etki etmesidir.
Ozon yagi formu topikal olarak ozonterapinin uygulanmasini kolaylastirdigi, bu sayede
kutan6z ve mukozal kronik enfekte alanlar1 tedavi edilebildigi yapilan arastirmalar sonucu

bilinmektedir.
Bu Yiiksek Lisans tez calismasi 2015-39971044-01 numarali Biilent Ecevit Universitesi

Bilimsel Arastirmalar Birimi projesi ile desteklenmistir. Sunulan tez g¢aligmasinin amaci,

emiilsiyon doniisiim noktast (EIP) yontemi kullanilarak, ozonlanmis zeytinyagi



OZET (devam ediyor)

nanoemilsiyon sisteminin sentezlenmesi ve nanoemiilsiyon {iretim parametrelerinin
incelenmesidir. Nanoemiilsiyon sentezinde kullanilan yag, siirfaktan ve su oranlar1 optimize
edilmistir. Bununla beraber, siirfaktan-yag orani, siirfaktan konsantrasyonu ve tipi, ve
karigtirma oranmin nanoemdiilsiyon olusturma mekanizmasia etkileri incelenmistir. Elde
edilen nanoemiilsiyonlarda (~212.7 nm) yiiksek stabilite, yiizey aktif madde olarak tween 40
kullanilarak 750 rpm'de {iretilebildigi tespit edilmistir. Elde edilen nanoemiilsiyonlarin

Staphylococcus aureus ve Escherichia coli'ye karst antibakteriyel etkisi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanoemiilsiyon, Ozon, Ozon Yagi, Antibakteriyel Etki.
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M. Sc. Thesis
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Ozone is a reactive molecule that breaks down in aqueous media into oxygen. It is used for
disinfection in high concentrations in clinical applications and in accelerating wound healing
and epithelization in low concentrations. The use of ozonated oil (ozone-enriched fat form)
has been preferred in medical practice in recent years. The most important reasons for this
preference are the high reactivity of the ozone and its effect on the intracellular signal system
due to the compounds they form with unsaturated fatty acids. It is known that the ozone layer
facilitates topical application of ozonetherapy, which can treat cutaneous and mucosal chronic

infected areas.

This M.Sc. thesis was financially supported by Biilent Ecevit University, Scientific Research
Project number: 2015-39971044-02. The main purpose of this thesis is to synthesize the
ozonated olive oil nanoemulsion system and examine the nanoemulsion production

parameters using the emulsion inversion point (EIP) method. The oil, surfactant and water



ABSTRACT (continued)

ratios used in the synthesis of nanomemulsion are optimized. However, the effects of
surfactant-to-oil ratio, surfactant concentration and type, and mixing ratio on the mechanism
of nanoemulsion formation have been examined. It has been found that high stability in the
obtained nanoemulsions (~ 212.7 nm) can be produced at 750 rpm using tween 40 as
surfactant. Antibacterial effects of the obtained nanoemulsions against Staphylococcus aureus

and Escherichia coli were evaluated.

Keywords: Nanoemiilsiyon, Ozon, Ozonated Oil, Antibacteial Effects
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Tez calismam siiresince her zaman tiim bilgi ve destegiyle yanimda olan, caligmalarim
konusunda beni yonlendirip, gerektiginde motive eden ve tiim yiiksek lisans Ogrenimim
boyunca bana ¢ok degerli katkilarda bulunan Saym danisman hocam Dog. Dr. Seda TIGLI

AYDIN’a sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Tiim hayatim boyunca oldugu gibi yiiksek lisans 6grenimim boyunca desteklerini benden
esirgemeyen, sevgilerini hep hissettiren, annem inci OZ ve babam Mithat OZ’e sevgi, saygi

ve siikranlarimi sunarim.
Caligmalarim sirasinda tiim zorluklart benimle birlikte yasayan, maddi ve manevi tiim
desteklerini benden esirgemeyen, sevgisini higbir zaman esirgemeyen degerli esim Oguzhan

KAZANCTI’ya sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak; varligiyla bana gii¢ veren, en biiylik dayanagim canim kizim Hira KAZANCI’ya

tesekkiirlerimi sunarim.
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BOLUM 1
GIRIS

Ozon reaktif bir molekiil olup, sulu ortamlarda pargalanarak oksijene doniismektedir. Klinik
uygulamalarda yiiksek konsantrasyonlarda dezenfeksiyon amacli, diisiik konsantrasyonlarda
da yara iyilesmesi ve epitelizasyonun hizlandirilmasinda kullanilmaktadir. Ozon tek basina
deriye penetre olamazken ozonlanmis yaglar seklinde uygulamasi bu olumsuz etkileri
onlenmekte ve ¢oklu doymamis yag asitleriyle oksidatif reaksiyona girerek deriye daha iyi
penetre olabilme o6zelligi kazanmaktadir. Ozonun doymamis yag asitleri ile olusturduklar
bilesikler sayesinde hiicre i¢i sinyal sistemine etki edebildigi bilinerek, ozon yagi formu
topikal olarak ozonterapinin uygulanmasini kolaylastirdigi, bu sayede kutandéz ve mukozal
kronik enfekte alanlar tedavi edilebildigi ve bununla beraber, ozon yaginin tibbi alanda {imit

verici bir biyomalzeme oldugu anlasilmistir.

Nanoteknolojinin temeli, atom veya molekiilleri tek tek hassas sekilde birlestirip, dogadaki
atomik dizilimi taklit ederek istenen iirlinii elde etme ilkesine dayanmaktadir. Ciinkii
maddeleri farkli kilan; en kiigiik birim olan atomlarin dizilislerindeki c¢esitliliktir.
Nanoteknolojideki son gelismeler kozmetik, ila¢ alaninda ciddi aragtirmalar yapilmaktadir ve
bunlardan en ilgi ¢ekeni de nanoemiilsiyonlardir. Partikiil boyutu, nanoemiilsiyonlarin en
onemli Ozelliklerinden biridir. Nanoemiilsiyonun stabilitesi, optik 06zelligi ve reolojisi,
damlaciklarin biiyiikliiglinden etkilenir. Nanoemiilsiyon calismalarinin temel hedefi yiiksek

muntazamlikla nanometre araliginda bir pargacik boyutuna ulagmaktir.

Nanoemiilsiyonlar genellikle yag fazindan (organik faz), sulu fazdan, surfaktan (yiizey aktif
madde) velveya co-surfaktandan (yardimci yiizey aktif madde) imal edilir.
Nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasinda kullanilan yontemler ikiye ayrilir. Bunlar yiiksek
enerjili ve diisiik enerjili yontemlerdir. Bu ¢alismada, yag faz1 olarak zeytinyagi, sulu faz

olarak su, yiizey aktif madde olarak Tween 80 ve Tween 40 kullanilmistir. Nanoemiilsiyonlar,



diisiik enerji gerektiren yoOntemlerden emiilsiyon doniisiim noktasi (EIP) yontemi ile

hazirlanmistir.

Bu caligmanin amaci, ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in umut verici tasiyici sistem
oldugunu diisiindiigiimiiz ozonlanmis ya§ nanoemiilsiyon sisteminin sentezlenmesi ve
nanoemiilsiyon tiretim parametrelerinin incelenmesidir. Degisken formiilasyon parametreleri
(strfaktan-yag orani, stirfaktan konsantrasyonu, karistirma orani ve yiizey aktif madde tipi) ile

ortalama parcacik ¢aplari, dagilimlar1 ve stabiliteleri arastirilmistir.

Nanoemiilsiyonlarin kiiresel ve diizgiin yapisi, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
gbozlemlenmis ve ortalama pargacik caplarimi dogrulanmistir. Nanoemiilsiyonlarin yapisal
karakterizasyonlar1 sistemin igerisinde ozonit yapisinin var oldugunu gostermis ve 30 giinliik
depolama sonrasinda yapisal kararlilik tespit edilmistir. Ozonlu yag emiilsiyonlarin
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli'ye karsi antibakteriyel etkisi, biyomedikal alanda

biiyiik bir uygulama potansiyeli oldugunu diisiindiirmektedir.



BOLUM 2

OZON

Ozon (03),li¢ oksijen atomunun (O) birlesmesi ile olusur. Bu olusum; oksijen molekiiliiniin
(O2) atomik oksijene (O) ayrilmasindan sonra, bagka bir oksijen molekiilii (O2) ile
carpismasindan meydana gelir. Oksijen molekiiliiniin ayrigsmasi igin enerji gereklidir. Bu
enerji; dogal olarak ya da ticari amagcla tiretilerek, oksijen atomundan elde edilebilir. Glinesten
gelen ultraviyole 1sinlar ve gok giiriiltiilii saganak yagmur sirasindaki yildirimlar sonucu,
dogal olarak ozon olusur. Dogal yolla ozon olusumunda ilk etapta, giinesten gelen yiiksek
enerjili ultraviyole radyasyonunun (goriiniir ve uzun dalga boylu) etkisiyle oksijen molekiilii
(O2) pargalanir ve serbest oksijen atomu haline doniisiir. Daha sonra bu serbest haldeki
oksijen atomlar1 (O) yine ultraviyole radyasyonunun etkisiyle, oksijen molekiiline (O2)
carpisir boylece oksijen molekiilii ile birleserek ozon molekiilii (O3z) olusur. Ozon (Oz3)
kararsiz bir gazdir. Ozonun havadaki kararliligi sudaki kararliligindan daha iyidir ama iki
durumda da bu kararlilik ¢ok uzun siirmez. Suda ¢ozlinmiis ozonun yar1t Omrii, sudaki
fosfatlarin ve karbonatlarin konsantrasyonuna bagli olarak 8 dakika ile 14 saat arasi oldugu
saptanmustir (Ozler vd. 2009). Ozon gazi, havadaki konsantrasyonu 240 g/m®e (havanin
agirlikca % 20’si) ulastiginda patlayict olur. Ancak ozon gazinin su ya da atik su
dezenfeksiyon sistemlerindeki maksimum konsantrasyonunun 50 g/m® derisimi ge¢mez
(Havanin agirlikga % 4,1°1 ) (Erdem 2010).

Ozonun sivilardaki ¢ozinirligii oOnemlidir ve ozon dezenfeksiyon sistemlerinde
dezenfeksiyon suya transfer edilen ozonun konsantrasyonuna baglidir. Henry yasasina gore
ozon sistemlerinde, sivida ¢oziinen ozon gazi, sabit sicaklikta, ozon gazinin sivi lizerindeki
kismi basinci arttikga artar. Matematiksel olarak Henry Yasasi su sekilde Esitlik 2.1 ile

aciklanir;

H=P/CyadaP=HxC (2.1)



P = Gazn s1v1 iizerindeki kismi basinci (atm),
C = Siv1 ile dengede bulunan, s1v1 i¢indeki gazin mol fraksiyonu,

H = Henry yasasi sabiti (Sicaklikla degisir.) (atm / mol fraksiyonu)

Ozon ¢ok kuvvetli bir oksidan ajandir ve 2,07 V’luk oksidasyon potansiyeline sahiptir, florin
ve persiilfattan sonra, bilinen {giincii en giligli oksidan maddedir ve ¢ok etkili bir
dezenfektandir. Oksijen atmosferde; oksijen atomu (O), oksijen molekiili (O2) ve ozon
molekiilii (O3) olarak ii¢ ayr1 formda bulunmaktadir. Ozon genelde organik ve inorganik
bilesiklerle reaksiyona girebilir. Cogunlukla oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen

tirtin, ilk bilesene gore daha az toksik etkiye sahiptir (Erdem 2010).
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Sekil 2.1 Ozonun Lewis yapisi.

Ozon gazin1 1839 yilinda, alman kimyaci Christian Friedrich Schonbein kesfetmistir. Ozon
renksizdir ve keskin kokulu bir gazdir. Ozonun kesfinden sonra ilk yillarda dezenfeksiyon
amaciyla kullanilmigtir. 1860 yilinda Monaco sehrinde ozon, su aritma tesisinde
dezenfeksiyon amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Ozler vd. 2009). Ancak, o sirada ozon
tiretimi ¢ok zor ve pahali bir yontem oldugu icin ozonlma iglemi pek tercih edilen bir islem
olmamistir. Teknolojinin gelismesiyle ozon kullanimi yayilmis ve kullanim alanlari
cogalmistir. Ozon havuzlarda, sogutma sistemlerinde, kaplicalarda dezenfektan olarak
kullanilmaktadir. Ozon, ¢esitli endiistrilere girerek buralarda kullanim alanlarini arttirmistir.
Suyun aritilmasi, siyaniirlii gazlarin yok edilmesi gibi hem maddi agidan kar, hem de saglik
acisindan yarar saglayan alanlarda kullanilmistir. Ozonla yapilan ¢esitli deneyler sonucunda,
ozonun gii¢lii bir oksitleyici olmasi sebebiyle suda ve havada koku giderici, mikrop kirici,
ortam1 kirleten pek ¢ok organik molekiiliin yok edicisi olarak kullanilabilecegi anlagilmistir.
Ozon, ortamdaki hava kirliligi ve kotii kokular1 yok eder bdylece insanlara ferahlik ve

zindelik hissi verir; daha iyi diistinmelerini ve konsantrasyonlarinin devamliligini saglar.

Ozonun gida sektoriinde yaygin olarak dezenfektan seklinde kullanilir. Ozon higbir kalinti

birakmaz ve gida maddesinin kendisiyle herhangi bir reaksiyona girmesi s6z konusu degildir.



Bu sebeple ozonlama, dezenfeksiyon i¢in kullanilabilecek en saglikli ve en ¢evreci yontemdir.

Ozonlama ¢ogunlukla medikal uygulamalar i¢in de kullanilmaktadir (Erdem 2010).

Ozon(03), yaygin olarak iyi antimikrobiyal, bakterisidal, antiviral ve antifungal ajanlar olarak
kabul edilmistir (Kim vd. 2009). Sadece viriis ve bakterileri Oldiirmekle kalmaz tim

mikroorganizmalar ve toksinlerini de okside edebilir (Ozler vd. 2009).

2.1 OZONLU YAGLAR

Bitkisel yaglarin % 97 — 98’1 trigliserid yapisindadir. Yaglarin dogal yapilari ve karakterleri,
icerisinde barindirdiklar1 doymus ve doymamis yag asitlerine baghdir. Bitkisel yaglardaki
doymamus trigliseritler yaga bir¢ok olumlu 6zellik katmaktadir. Cift baglar, hidrojenasyonda
da oldugu gibi siklikla yaglarin kimyasal modifikasyonlar ic¢in kullanilmaktadir.
Trigliseritlerin ozonlanmasi bir diger reaksiyon tiiriidiir ve son zamanlarda oldukc¢a ilgi
cekmektedir. Ozonlanmis bitkisel yaglar, dogal bitkisel yaglara gore ¢ok daha karmagsik
yapilara sahiptir. Ozon gazinin, oleik asit reaksiyonu sonrasi kararsiz haline ozonit denir

(Ocal 2013).

Ozon tek basina deriye penetre olamazken ozonlanmis yaglar seklinde uygulamasi bu
olumsuz etkileri dnlenmekte ve ¢oklu doymamis yag asitleriyle oksidatif reaksiyona girerek
deriye daha iyi penetre olabilme 6zelligi kazanmaktadir (Altinok ve Yipel 2014). Ozonun
bitkisel yaglarla etkilesimi sonucunda hidroperoksitler, ozonidler, aldehitler, peroksitler,
diperoksitler ve poliperoksitler gibi oksijenlenmis bilesikler meydana gelir. Ozonun bitkisel
yaglar ve lipitlerle olan reaksiyonu, bitkisel yaglardaki doymamus trigliseritlerdeki karbon —
karbon ¢ift baglar1 ile meydana gelir. Bu reaksiyon mekanizmasi Criegee mekanizmasi olarak
bilinir (Erdem 2010). Bu tepkime 6ncelikle doymamis bagin ozonla birlestirilmesini saglar.

Ozonid, trioksolan benzeri karbonil fragmentleri, aldehit ve peroksitlere dniisiir (Ocal 2013).

Criegee mekanizmasina gore, ozonun karbon — karbon cift bagina katilmasi sonucu, kararsiz
ozonid bilesigi olan 1,2,3,-tri-oxolane (I) tirlinii olusur ve hizhi bir sekilde aldehit (II) ve
karbonil oksit (III) bilesiklerine bozunur. Su ve herhangi bir ¢6ziiciiniin bulunmadigi ortamda
IT ve III tekrardan diizenlenerek 1,2,4-trioksolan (Cis ve Trans Criegee Ozonidi) (V) ana
tirtinii ile polimerik ozonid (V) tirlinlerine doniisiir. Eger ortamda su bulunuyorsa, bu durumda

karbonil ozonid (III) bilesigi hidroksialkilhidroperoksit (VI) {irliniine doniisiir. Yukarida



aciklandig1 gibi, ozonun bitkisel yaglardaki doymamis yag asitleri ile reaksiyonu sonucunda

oksijenlemis iirlinler olarak hidroperoksitler, ozonidler ve aldehitler olusur (Erdem 2010).
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Sekil 2.2 Ozonun doymamis yag asitleri ile reaksiyonu, Criegee Mekanizmasi (Erdem 2010).



2.2 0ZONUN MEDIKAL ALANDA KULLANIMI

Ozonun tibbi amagla kullaniminin ilk olarak 1880 yilinda Dr. John Harvey Kellogg (Battle
Creek/Michigan/ABD) tarafindan gergeklestirildigini yazan kaynaklar bulunmakla birlikte
daha yaygin goriise gore kabul edilen ilk tibbi kullanimi1 Birinci Diinya Savasi sirasinda
Alman askerlerinin kangren ve benzeri ciddi yaralanmalarin1 tedavi eden Dr. Albert Wolff’a
dayanir. Bilimsel bir toplantida ozonun tedavi edici bir ajan olarak giindeme alindigr ilk
Oonemli organizasyon ise 1935 yilinda Berlin’de toplanan 59. Alman Cerrahi Birligi (59th
Meeting of the German Surgical Society) toplantisi olup, burada Dr. Erwin Payr “Cerrahi’de
Ozon Uygulamalar1” bashgr altinda kendi vakalarindan olusan derleme tiirlinde bir sunum
yapmistir. Bu tarihten sonra 80’11 yillara kadar, ozon tedavisini miinferit olarak uygulayan
cesitli hekimler ve arastirmacilar bulunmaktadir. 1980°1i yillardan itibaren ise tibbi amacla
ozon kullanimina yonelik gerek bilimsel ¢aligmalar, gerekse vaka serileri literatiirde artmaya

baslamistir (Ozler vd. 2009).

Hee Su Kim ve arkadaslari, bir kobay modelinde akut deri yara iyilesmesi {izerine ozonlu
zeytinyaginin terapotik etkilerini degerlendirmek amaciyla gergeklestirdikleri deneyde, kobay
sirtinda 6 mm lik deri yaralar1 olusturmustur. Ozonlu zeytinyaginin yara iizerindekini etkisini
incelemek amaciyla, saf zeytinyagi ve tedavi edilmeyen kontrol grubu ile karsilastirilmistir.
Ek olarak gine domuzunun yara biiyiikliigiinde ozonlu zeytinyagi grubunda 6nemli derecede
azalma goriilmiistiir. 7. Giinde yag iceren gruba karsin ozonlu gruptaki fibroblastlarin daha
fazla sayida oldugu saptanmistir. Immiinohistokimyasal boyama PDGF, TGF-B ve VEGF
biiyiime faktorlerini kanitlamistir. Sonug olarak ozonlu zeytinyagi topikal uygulamada PDGF,
TGF-B ve VEGF nin artan ekspresyonuna bagli olarak akut deri yaralarmin iyilesmesini

hizlandirabilecegini gostermistir (Kim vd. 2009)

Valacchi ve arkadaslar1 SKHI1 farelerin derisinde yapilan akut kutandz yaralarda ozonlu
susam yagmnn ii¢ farkli sinifta terapotik etkilerini degerlendirmistir. Ozellikle yara kapanma
hizi, histolojik parametreler ve bu vaskiiler endotel biiylime faktorleri ve siklin D1 Gibi
anahtar proteinlerin diizeyi ozonlu yag bulunan peroksit diizeyine gore analiz edilmistir. Orta
derecede ozonlu susam yagimin ilk 7 giinde diisiik ve yiiksek peroksit degeri olan ozonlu
susam yaglarma gore yara kapatma etkisinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ve aym
tedavi altinda yara iyilesmesi ile gorevli hiicrelerden daha erken ve hizli bir cevap alindigi,

daha ytiksek anjiyogenezin yani sira gelismis bir vaskiiler endotel biiyliime faktorii ve siklin



D1 ifadesi gozlenmistir. Sonu¢ olarak bu ¢alisma ozonlu susam yaginin deri yara
iyilesmesindeki gegerliligini ve ozonlama derecesinin dnemini vurgulamaktadir (Valacchi et

al. 2011).

Zullyt B. Zamora Rodr iguez ve arkadaslari, ozonlu aygigegi yagmin potasiyel koruyucu etkilerini
belirlemek amacryla, saf etanol ile olusturulan sigan mide mukozasi yaralanmasi aragtirmasini
gerceklestirmistir. Ozonlu aygicegi yagi bir kaniil ile intragastik farelere 4 giin boyunca
uygulanmustir. Sonuglar, etanol ile muamele edilmis kontrol grubu ile karilastirildiginda, ozonlu
aycicegi yagi on islemine tabi tutulmus sicanlarda gastrik iilserin azalmis oldugunu gostermistir.
Ozonlu aygicegi yagi ile 6n isleme tabi tutulmus sicanlar, tek basina etanol ile muamele edilmis
sicanlar ile karsilastirnildiginda, gastrik mukozada TBARS igeriginde belirgin bir azalma
goriilmiistiir. Tek bagina etanol ile muamele edilen sicanlara karsin ozonlu aycgicegi yagi ile
muamele edilen siganlarda SOD ve GSH-Px aktivitelerinin belirgin olarak arttigi gézlenmistir.
Ozet olarak ozonlu aygicegi yag: ile muamele edilen sicanlarda mide iilserinin koruyucu etkisi
oldugu gosterilmistir. Ayrica bu sonuglar yaralanmayi 6nleyen SOD ve GSH-Px gibi bazi 6nemli
antioksidan enzimlerin uyarilmasina aracilik ederek ozonlu aygicegi yagmin koruyucu etki

olduguna dair kanitlar1 gostermistir (Rodriguez et al. 2007).

Akiyo Matsumoto ve arkadaslari, agustos 1998 ve agustos 2000 tarihleri arasinda cesitli
hastanelerden cerrahi operasyon gecirmis 20 hastaya inatci fistiil ve yaralarina ozonlanmig
zeytinyag1 uygulamistir. Ozonlanmis zeytinyagi tedavisi vakalarin 19 unda etkili olmugtur. Tek
istisna pilonidal siniis durumu olan hasta oldugu gézlenmistir. Ozonlanmis zeytinyagi, cerrahi
operasyon sonrasi sindirim sistemi direngli karin fistiilii tedavisinde etkili olmustur ve higbir yan
etkisi gdzlenmemistir. Irinin bosaltilmasi ve graniilasyon olusumu icin tam etkili oldugu

belirtilmistir (Matsumoto et al. 1998).

Campanati ve arkadaslari, ozonlu zeytinyaginin deri yara iyilesmesinde etkili oldugunu gostermek
icin in vivo c¢aligmada klinik degerlendirmeler yapmustir. Reepitelizasyon asamasinda ikinci
derece cilt yaniklarina sahip 30 hasta ¢aligmaya dahil edilmistir. Her cilt yamig1 iki simetrik
boliime ayrilmistir. Bir kismi ozonlu yag ile diger kismu ise hiyaliironik asit jel ile topikal
uygulama ile 12 hafta boyunca giinde bir kez muamele edilmistir. Her iki tedavi yonteminde de
iyilesme goriilmiistiir. Ve ozonlu yagim eritem, gerginlik, kasinti ve yanma hissinde hiyaliironik
asit kadar etkili oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte lezyon sonrasi hiperpigmentasyon

azaltmada hiyaliironik aside kiyasla daha etkili gériinmektedir (Campanati et al. 2013).



Cizelge 2.1 Ozonlu yag ile yapilmis ¢alismalar.

YIL | YAZAR BASLIK KONU

1980 | Sweet, F., Kao, M.S,, Lee, 0.3 ve 0.5 ppm ozon varliginda in vitro
S.C., Hagar, W.L., Sweet, | Ozonun insan kanseri | kosullarda kanser hiicre biiylimesinin
W.E. hiicrelerinin biiylimesini | sirastyla %40 ve %60 inhibe edildigi ve

secici olarak inhibe etmesi kontrol hiicrelerinin etkilenmedigi, 0.8
ppm ozon varhiginda ise kontrol
hiicrelerinin %50’sinden azinin ve kanser
hiicrelerinin ise %901 kadar inhibe
edildigi rapor edilmistir

1990 | Zanker, K.S., Kroczek, R. | 5-fluorourasil'in, diisiik | In vitro ortamda S5-fluorouracil direncli

direngli bir ozona sahip bir | kolon karsinoma hiicrelerinin ozon

kemorezistant timor hiicre | terapiyle beraber kemo-duyarliliginin
hattina ve taze insan timor | artirildigini belirtmislerdir

hiicrelerine karst in vitro

sinerjistik etkinligi

1995 | Turcic, J., Hancevi¢ J, Atesli silah yaralanmasi sonucu doku
Antoljak T, Zic R, Thiersch'e gore bolinmils | defektlerinin tedavisi igin deri grefti +
Alfirevi¢ deri greftlerinin ~ savas | ozon terapi  uygulamasinda  greft

yaralarina iyi gelmesinin | basarisini  %40°dan  %75’e¢  ulastigin

ozon etkisi bildirmistir

2000 | Akiyo Matsumoto, Cikarilabilir Fistiil ve | Cesitli hastanelerden cerrahi operasyon
Shotaro Sakurai, Nariko Cerrahi Operasyon Sonrasi | gecirmis 20 hastaya inatg1 fistiil ve
Shinriki, Yara Tedavisinde | yaralarina ozonlanmig zeytinyagi
Shigeru Suzuki and Ozonlanmis  Zeytinyaginin | uygulamistir. . Ozonlanmis zeytinyagi
Toshiaki Miura Terapotik Etkileri tedavisi vakalarin 19 unda etkili

olmustur.

2004 | Clavo, B., Pérez, J.L., Tiumoér Oksijenasyonu igin | Timor oksijenasyonunun ozonla
Lépez, L., Suarez, G., Ozon Terapisi artirilabilecegi ve ozonun ek bir kemo-
Lloret, M., Rodriguez, V., radyoterapi ajani olabilecegi
Macias, D., Santana, M., vurgulanmistir
Hernandez, M. A., Martin-

Oliva, R., Robaina, F.

2005 | Martinez-Sanchez, G., Al- Diyabetik ayak gelismis hasta grubundaki
Dalain, S.M., Menéndez, Diyabetik ayakli hastalarda | ozon tedavisi uygulanan hastalarda
S., Re, L., Giuliani, A., ozonun terapotik etkinligi antibiyotik tedavisi alanlara gore yara
Candelario-Jalil, E., iyilesmesinde hizlanma, hastanede kalma
Alvarez, H., Fernandez- sirelerinde  kisalma  ve glisemik
Montequin kontrolin daha iyi oldugu rapor

edilmistir

2007 | Zullyt B. Zamora Ozonlu aycicegi yagmm  potasiyel

Rodr"iguez, Ricardo
Gonza’ lez A" lvarez,
Daile’'n Guanche,
NelsonMerino, Frank
Hern’andez Rosales, Silvia
Men’endez Cepero, Yaima
Alonso Gonz’ alez, and
Siegfried Schulz

Sicanlarda Ozonize Aygicegi
Yagmm Etanol Kaynakl
Ulserlerde Etkiler

koruyucu etkilerini belirlemek amaciyla,
saf etanol ile olusturulan sican mide
mukozast  yaralanmasi  arastirmasini
gerceklestirmistir. Ve ozonlu aygigegi
yag1 ile muamele edilen sicanlarda mide
etkisi  oldugu

iilserinin  koruyucu

gosterilmistir.




Cizelge 2.1 (devam ediyor)

2008 | Hee Su Kim, Sun Up Noh, Ozonun akut deri yara iyilesmesini FGF,
Ye Won Han, Kyoung Ozonun Topikal | PDGF, TGF-B ,VEGF gibi biiyliime
Moon Kim, Hoon Kang, Uygulamasinin Akut | faktorleriyle iligkili olarak arttirabilecegi
Hyung Ok Kim and Kutanéz Yara lyilesmesine | gosterilmistir
Young Min Park Terapotik Etkileri

2010 | Giuseppe Valacchi, SKH1 farelerin derisinde yapilan akut
PhD1,2; Yunsook Lim, Ozonlanmis  susam yagi, | kutandz yaralarda ozonlu susam yaginin
PhD2; Giuseppe SKH1 farelerinde kutandz | terapotik etkilerini  degerlendirmistir.
Belmonte, MS1; Clelia yara iyilesmesini arttirmasi Orta derecede ozonlu susam yagmin ilk
Miracco, MD3; 7 giinde diistik ve yiiksek peroksit degeri
lacopo Zanardi, PhD4; olan ozonlu susam yaglarina goére yara
Velio Bocci, MD5; Valter kapatma etkisinin daha yiiksek oldugu
Travagli, PharmD4 gozlemlenmistir.

2013 | A. Campanati,S. De 30 hastanin cilt yamg iki simetrik

Blasio,A. Giuliano,G.
Ganzetti, K. Giuliodori,T.
Pecora, V. Consales, I.
Minnetti, A. Offidani

Ikinci  derece  yaniklarin
tedavisinde topikal
ozonlanmig yag ile

hiyaliironik jelin; prospektif,
karsilastirmali,
olmayan, kontrollii bir klinik
arastirmasi

randomize

bolime ayrilmigtir. Bir kismi ozonlu yag
ile diger kismi ise hiyaliironik asit jel ile
topikal uygulama ile

muamele edilmistirVe ozonlu yagin
eritem, gerginlik, kasintt ve yanma
hissinde hiyaliironik asit kadar etkili
oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte
sonrast  hiperpigmentasyon
azaltmada hiyaliironik aside kiyasla daha
etkili goriinmektedir.

lezyon

Tim bu bulgularin 1518inda, ozonun dogrudan hiicresel penetrasyon yapamadigi fakat
doymamig yag asitleri ile olusturduklar bilesikler sayesinde hiicre i¢i sinyal sistemine etki
edebildigi ve ozon yag1 formu topikal olarak ozonterapinin uygulanmasini kolaylastirdigi, bu
sayede kutandz ve mukozal kronik enfekte alanlar tedavi edilebildigi sonucuna varilmistir.

Bununla beraber, ozon yaginin tibbi alanda iimit verici bir biyomalzeme oldugu anlasilmistir.
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BOLUM 3

NANOTEKNOLOJIi

‘Nano’ sozciik olarak, bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda biri anlamima gelmektedir. Bir
nanometre ise metrenin bir milyarda birine esit bir uzunluk birimidir. Bir nanometre i¢ine yan
yana ancak 2-3 atom dizilebilmektedir; yaklagik 100-1000 atom bir araya gelerek nano
Olceklerde bir nesneyi olusturur. Nanoteknolojinin temeli, atom veya molekiilleri tek tek
hassas sekilde birlestirip, dogadaki atomik dizilimi taklit ederek istenen liriinii elde etme
ilkesine dayanmaktadir. Ciinkii maddeleri farkli kilan; en kiiglik birim olan atomlarin

dizilislerindeki ¢esitliliktir.

Nanoteknolojiye olan ilginin giin gectik¢e artmasinin 3 temel nedeni vardir;
1) Nanoteknolojik arastirmalar, maddenin temel bilgisindeki eksiklikleri tamamlamaktadir.
2) Nanoteknolojinin yeni uygulamalar vaat etmesidir.

3) Endiistriyel protiplendirmenin ticari boyut kazanmasidir (Ilyasoglu ve El 2010).

3.1 NANOTEKNOLOJININ TARIHCESI

Nanoteknolojinin ortaya ¢ikisindan gilinlimiize kadar gecen siirecgte tarihsel gelisimi asagida
verilmistir.

Nanoteknolojinin gelisim basamaklari:

1. Nesil (~2000-): Pasif nano yapilardir. Nano yapili kaplamalar, nano pargaciklar, nano
parcaciklarin dispersiyonu, metal, polimer, seramikten yapilmis nano yapilar 1. nesil {iriinlere
ornek olarak verilebilir.

2. Nesil (~ 2005-): Aktif nano yapilardir. Transistorler, biyolojik ve biyolojik olmayan

sensorler, hedefe giden ilag ve kimyasallar 2. nesil iriinlere Ornek verilebilir
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3. Nesil (~ 2010-): Nano boyutta ve ¢oklu dlgiilii yapilarda ag kuran, birgok sentez yontemi
kullanan ii¢ boyutlu nano sistemlerdir.
4. Nesil (~ 2015-): Nano sistemdeki her molekiiliin 6zel bir yapiya sahip oldugu ve farkli rol

oynadiklar1 heterojen molekiiler nano sistemlerdir (Ilyasoglu ve El 2010).

3.2 NANOPARTIKUL

Nanopartikiiller, yiginsal malzemelerle atomik veya molekiiler yapilar arasindaki boslugu
doldurdugu icin bilimsel agidan biiyiik ilgi goriirler. Bir yigin malzemesi, boyutundan
bagimsiz olarak sabit fiziksel 6zelliklere sahiptir, ancak nano dl¢ceginde bu genellikle gecerli
degildir. Nano Olcekte incelendiginde iyi karakterize edilmis birka¢ yi1gin malzemesinin en
ilging Ozelliklere sahip oldugu bulunmustur. Bunun i¢in, nanoparcaciklarin ¢ok yiiksek en-

boy oranina sahip olmasi da dahil olmak {izere bir¢ok nedeni vardir (Thakkar et al. 2010).

Nanopartikiillerin kimyasal tasarimi ve sentezi, nanoteknolojinin gelisimine katkida
bulunmustur. Nanoteknoloji aragtirmalarinin temelleri, kimyasal sentez sirasinda farkli optik,

elektronik veya manyetik 6zelliklerin ayarlanabilecegi yapilarin boyut ve sekline dayanir.

Boyutlar1 biyolojik molekiillere (6r. Proteinler, DNA) ve yapilara (6r. Viriisler ve bakteriler)
benzer oldugundan, c¢esitli biyomedikal uygulamalarda nanoparcaciklarmm kullanilmasi
konusunda biiyiik bir ilgi vardir. Nanopartikiiller su anda goriintiileme, biyosensifikasyon,

gen ve ila¢ dagitiminda kullanilmaktadir.

Nanoparcaciklarin hiicresel alimina iligkin nicel ve nitel arastirmalar gelistirmeye devam
ederken, biyomedikal uygulamalarda nanoteknolojiyi ilerletmek i¢in biiyiikliik ve sekilleri
acisindan gereklidir. Gelisen nanopartikiillerde, nanopartikiil toksisitesinin degerlendirilmesi;
gorilintiileme, ila¢ aktarimi ve terapotik uygulamalar ve ¢ok islevli nanopartikiilllerin tasarimi
icin Onemlidir. Cogu arastirma, genellikle 100 nm'den biiyiikk lipozomlar ve polimer

parcaciklari tizerine odaklanmustir.

Kati lipid nanopartikiilleri topikal uygulamalarda ila¢ tasiyici olarak umut vermektedir. Artan
hidrasyon ile stratum korneum yoluyla ilaclarin penetrasyonunu artirabilen okliizyon
ozellikleri vardir. Nanoemiilsiyonlarda par¢acik boyutunun azaltilmasi ilag penetrasyonunu ve

ilaglarin sistemik etkinligini artirabilir. Hiicresel canlilik testleri farkli kati lipid nanopartikiil
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preparatlarinin iyi bir lokal tolere edilebilirligini kanitlamistir ve ayrica kati lipid nanopartikiil
dispersiyonlarinin diisiik sitotoksisitesi gozlenmistir. Simdiye kadar, topikal nanopartikiil
formiilasyonlari, nanopartikiil dispersiyonunun, yaygin olarak kullanilan hidrojeller veya
kremler gibi dermal tasiyicilara eklenmesiyle iiretilmistir ve istenen yar1 kati kivamda bir

topikal formiilasyonlar elde edilmistir (Chithrani et al. 2006).

3.3 NANOEMULSIYON

Nanoemiilsiyonlar genellikle karigmayan iki sivi igerir. Bu sivilardan biri kiigiik kiiresel

damlaciklar halinde dagilir ve siirekli faz tiiriine bagli olarak, nano emiilsiyonlar ya su i¢inde

yag (y/s) ya da yag icinde su (s / y) olarak siiflandirilir.

su/vyag yad/su

Sekil 3.1 Yag ve su miselleri

Nanoemiilsiyonlar genellikle yag fazindan (organik faz), sulu fazdan, surfaktan (yiizey aktif

madde) ve/veya co-surfaktandan(yardimci yiizey aktif madde) imal edilir.

W i
lipoflik cekirdek
yag

surfaktan

su

Sekil 3.2 Yag / su nanoemiilsiyon sistemindeki pargaciklarin g¢ekirdek-kabuk yapisinin
sematik gosterimi (Y1ldirim 2015).

Organik faz: Triagilgliseroller, diasilgliseroller, monoasilgliseroller, serbest yag asitleri,
tatlandirict yaglar, ugucu yaglar, mineral yaglar, yag ikame maddeleri, mumlar, yagda

¢oziinen vitaminler ve lipofilik nutrasétikler (karotenoidler, Koenzim Q) gibi ¢ok polar
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olmayan bilesenlerin c¢esitleri organik faz formiilasyonunda yer alir. Yag fazimnin toplu
fizikokimyasal ozellikleri (polarite, suda ¢Oziliniirliik, ara ylizey gerilimi, kirilma indisi,
viskozite, yogunluk, faz davranisi ve kimyasal stabilite) nanoemiilsiyonlarin olusumunu,

stabilitesini ve ozelliklerini etkiler.

Sulu faz: Nanoemiilsiyonlarin sulu fazini oncelikle su olusturur, ancak asitler, bazlar,
mineraller, proteinler, karbonhidratlar ve yardimci ¢oziiciiler gibi sulu fazda cesitli diger
kimyasal bilesenler mevcut olabilir. Nanoemiilsiyonlarin olusumu, kararliligi ve fiziko-
kimyasal oOzellikleri kompozisyondan dogrudan etkilenir, ¢linkii bilesenlerin sulu fazdaki
polarite, arayiizey gerilimi, kirilma indeksi, reoloji, yogunluk, faz davranisi, pH ve iyonik

giicii etkiler (Yildirim 2015).

Partikiil boyutu, nanoemiilsiyonlarin en énemli 6zelliklerinden biridir. Nanoemiilsiyonlarin
damlacik boyutlar1 20 nm ila 500 nm arasindadir, ancak nanoemiilsiyonlar1 konvansiyonel
emiilsiyonlardan ayirt etmek ig¢in, literatiirde tanimlanmis farkli boyut araligi yoktur.
Nanoemiilsiyonun stabilitesi, optik 06zelligi ve reolojisi, damlaciklarin biiyiikliiglinden
etkilenir. Nanoemiilsiyon ¢aligmalarinin temel hedefi yiiksek muntazamlikla nanometre
araliginda bir pargacik boyutuna ulagmaktir (monodispers sistem). Polidispersite Indeksi
(Pdl), boyut dagilimi igin bir 6nlem olarak bilinir. PdI 0.200'den kiigiik oldugunda, genellikle
monodispers boyut dagilimi gozlenir. Bir emiilsiyonda ¢ok boyutlu partikiiller varsa,
emiilsiyonlar polidispers olarak tanimlanir (multimodal sistem). Biiylik parcaciklar ve biiyiik

ebatli dagilimlar formiilasyonun kararsizligina isaret eder.

Bir emiilsiyonun faz ayrimini 6nlemek i¢in yiizey aktif maddeler kullanilir. Yiizey aktif
maddeler emiilsiyonun stabilitesini arttirir, ¢linkii bunlar bir araya toplanmayi Onleyen
koruyucu bir tabaka olustururlar. Yiizey aktif maddeler yag ve su molekiilleri arasinda olusan
ara ylizey gerilimi Laplace basincimi diisiiriir. Yiizey aktif maddeler 3 biiyiik kategori altinda
degerlendirilebilir. Bunlar protein, polisakarit ve kiiciik molekiil yilizey aktif maddelerdir

(Yildirim 2015).

1- Protein emiilsiyonlastiricilar: Soya proteini izolati, peynir alti suyu proteini izolati,

B-laktoglobulin gibi baz1 gida proteinleri besin degerlerinde yiiksek olan ve genellikle giivenli

olarak kabul edilen bir surfaktan olarak kullanilirlar. Proteinler amfifilik karakterlere
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sahiptirler ve adsorbe edilmis protein molekiillerinin dis yiizeyinde elektrostatik itme, sterik

engelleme ve ozmotik basing olusumu yoluyla emiilsiyonlar: dengelerler.

2- Polisakkarit emiilsiyon yapicilar: Arabik (Acacia senegal), modifiye nisasta modifiye
edilmis seliilozlar, baz1 pektin ve baz1 galaktomannanlar gida sistemlerinde en ¢ok kullanilan
polisakkarit emiilsiyonlastiricilardir. Fonksiyonel gruplarina bagli olarak, polisakkaritler
anyonik, katyonik ve noniyonik olarak simiflandirilir. Polisakkaritlerin  monomer
kompozisyonlar1 proteinlerle karsilastirildiginda, polisakaritler daha uniformdur ve bu
¢cozlinirliik, viskozite arttirma, baglanma ozellikleri, jellesme gibi 6zel fiziko-kimyasal ve

fonksiyonel 6zellikler saglar.

3- Kiiciik molekiiler yiizey aktif maddeler: Kiiclik molekiiler yilizey aktif maddeler hem

hidrofilik (kafa grubu) hem de hidrofobik kisimlara sahiptir. Bu yiizey aktif maddeler, sulu
ortamdaki hidrofilik islevsel gruplari géz oOniline alinarak 4 alt grup altinda incelenebilir.

Bunlar anyonik, katyonik, noniyonik ve zwitterioniktir.

i.Anyonik siirfaktanlar: Bu siirfaktanlarin negatif yiikii vardir. Yag asitlerinin alkali metal
tuzlarmin anyonlari, uzun zincirli stilfonatlarin anyonlari, siilfatlar ve fosfatlar bu gruba dahildir.

i1. Katyonik stirfaktanlar: Bu siirfaktanlarin pozitif yiikleri vardir. Genellikle amin tuzlari
veya amonyum ve piridinyum bilesiklerinden olusur.

1i1. Noniyonik yiizeyaktif maddeler: Bu yiizey aktif maddeler yaygin olarak polioksietilen
bilesiklerini ifade eder, ancak bu grupta seker esterleri, amin oksitler ve yag alkanolamidleri de
bulunmaktadir.

iv. Zwitteriyonik ylizey aktif cisimleri: Bu yiizey aktif cisimleri, molekiiliin hidrofilik
kisminda pozitif ve negatif yiiklere sahiptir. Lesitin (uzun zincirli fosfonil kolinler) bu gruba aittir.
Yag / su emiilsiyonlarmin kinetik kararliligi genellikle kiiciik molekiiler yilizey aktif cisimler
tarafindan arttirllmistir. Nanoemiilsiyon olusturmak igin; kiiciik molekiil yiizey aktif maddeler,
proteinler ve polisakkaritler yiizey aktif maddeler olarak kullanilabilir (Yildirim 2015).

Bu calismada, yiizey aktif madde olarak Tween 80 ve Tween 40 kullanilmistir. Tween 40 ve
Tween 80 farmasotik, kozmetik ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tween
40, yapisal olarak Tween 80'den farkli olarak, yagli asit yan zinciri olarak palmitik asit,

Tween 80 ise oleik asit igermektedir (O’Sullivan et al. 2004).
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Sekil 3.4 Tween 80'in molekiil yapisi.

Nanoemiilsiyonlar termodinamik agidan kararsiz fakat kinetik olarak kararli sistemlerdir.
Kararl1 bir nano emiilsiyon olusturmak i¢in ylizey aktif maddenin yag orani (SOR) ve sulu
fazin miktar1 ¢ok 6nemli faktorlerdir. Hazirlama yontemi ile sistemin bilesimi ve bileseni
uygun bir sekilde secilirse yliksek kinetik kararliliga sahip nanoemiilsiyonlar elde edilebilir.

Yiizey aktif madde kullanmadan, yiiksek kinetik kararlilig1 olan nanoemdiilsiyon saglanmaz.
Nanoemiilsiyonlarin termodinamik istikrarsizligi, ayr1 fazlarin ve kolloidal dispersiyonlarin

serbest enerjisinden kaynaklanmaktadir. Nanoemdiilsiyonlar i¢in, ayrilan fazlarin serbest

enerjisi kolloidal dispersiyonun serbest enerjisinden daha diisiiktiir.
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Sekil 3.5 Nanoemiilsiyon sistemlerinin serbest enerjisinin sematik diyagramui.

Damlacik biiyiikliigii tizerindeki kolloidal dispersiyon olusumunun serbest enerjisi esitlik 3.1

kullanilarak hesaplanir.

AG=AGI- T AS (3.1)

Esitlik 3.3 nanoemiilsiyonlarin termodinamik ac¢idan olumsuz oldugunu gostermektedir.
Ciinkii sistemler her zaman en diisiik serbest enerjiye sahip olma egilimindedir. Burada AGI,
arayliz serbest enerji terimi ve TAS entropi terimidir. Azalan parcacik boyutlu ara yiizey alani
nedeniyle AGI terimi daima pozitiftir. Bununla birlikte, TAS dagilimin olusumu i¢in
uygundur, ¢linkii pargacik boyutunun azaltilmasiyla damlacik organizasyonunun farkli
yollarinin sayisi artar. iki durum arasindaki serbest enerji bariyeri AG* nedeniyle, sistem uzun
siire (aylar hatta yillar boyunca) kinetik olarak kararli (metastabil) kalir. En uygun duruma

gelmeden once (termodinamik agidan kararli), bu aktivasyon enerjisi agilmalidir.
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Sekil 3.6 Kinetik olarak kararli nanoemiilsiyonlarin sematik diyagrami.

Termodinamik olarak kararsiz nanoemiilsiyon sistemleri, metastabil bir halde bulunabilir,
dolayistyla kinetik olarak kararli olabilirler. Bir emiilsiyon sistemi i¢in farkli metastabil
durumlar vardir ve en termodinamik a¢idan kararli durumlara ulagsana kadar emiilsiyon bir
metastabil durumdan digerine gecer. Emiilsiyonda bir aktivasyon enerjisi olusturmak icin,

emiilsiyon yapicilar kullanilmalidir (Y1ldirim 2015).

3.4 NANOEMULSIYONLARDA FiZIKSEL YAPI VE KARARLILIK
Nanoemiilsiyonlar, termodinamik agidan kararsiz sistemlerdir ve emiilsiyon sistemlerinin
kararliig1r cok farkli sekillerde bozulabilmektedir. Bunlar Ostwald damlacik biiylimesi,
koalesans, kremalagsma, sedimentasyon (¢okme), flokiilasyon ve faz degisimidir.

3.4.1 Ostwald Damlacik Biiyiimesi

Emiilsiyonda, dagilmis halde bulunan kii¢iik damlaciklarin zaman igerisinde ¢6ziinmesi ve

igceriklerinin daha biiyiik damlaciklara tasinmasidir. Emiilsiyon damlacik ¢apimin giderek

biliylimesine neden olmaktadir.
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3.4.2 Koalesans

Siirekli fazda filmlerin parcalanmasina ve iki damlacigin birlesip daha biiyiik tek bir
damlaciga doniismesine neden olmaktadir. Geri doniisiimlii bir durum degildir. Yiizeyler arasi

filmin yapisi ile ilgilidir.

3.4.3 Kremalagsma- Sedimentasyon

Cokme (sedimentasyon), i¢ faz damlaciklarinin asagiya dogru go¢ etmesi olarak
tanimlanirken, kremalagsma bu durumun tersine i¢ faz damlaciklarimin yukariya dogru gog
etmesidir. Entropik kaynakli kuvvetlerin neden oldugu Brownian hareketi, uzun bir siire
tanecikleri asili sekilde korumaktadir. Seyreltik sistemler i¢in, kremalagma/ sedimentasyon

hizlar esitlik 3.2 Stokes esitligi ile verilmektedir:

v =2r2 (p- p0)g /I (3.2

r: Partikiil/ damlacik yaricapi,

n: Dis fazin viskozitesi,

p: I¢ faz damlaciklarinin yogunlugu,
p0: Di1g faz damlaciklarinin yogunlugu,
g: Yer ¢ekimi ivmesidir (9.8 m/s2) .

3.4.4 Flokiilasyon

Emiilsiyonda dagilmis halde bulunan damlaciklarin bir araya gelmesi olarak ifade edilen

flokiilasyon, geri doniisiimlii ve gogunlukla kabul edilebilir bir durumdur.
3.4.5 Faz Degisimi
Emiilsiyonun faz doniisiimiidiir. Fazlarin oranimin ve diger baz1 faktorlerin etkili oldugu bir

durumdur. Uygun yiizey aktif maddelerin yeterli konsantrasyonda kullanilmasi ile faz

degisimi riski en aza indirilebilinmektedir (Ilyasoglu ve Nehir El 2010).
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Sekil 3.7 Nanoemiilsiyonlarin bozunma mekanizmalari (Y1ldirim 2015).

3.5 GORUNUM

Nanoemiilsiyonlar, mikro 6lgekli emiilsiyonlarin sahip oldugu fiziksel 6zelliklerden daha
farkl ilging fiziksel dzelliklere sahiptir. Ornegin mikro 6lgekli emiilsiyonlar genelde goriiniir
15181n giiclii bir sekilde coklu sagilimina neden olmaktadirlar, bu ylizden beyaz bir goriiniime
sahiptirler. Genelde {iriin gériiniimii, iiriiniin mikro yapisina ve bilesimine baglhdir. Uriiniin

goriiniimil, irtiniin goriiniir 151kla etkilesime girme yoluna bagli olarak degismektedir.

Nanoemiilsiyonlardaki yapilarin goriiniir dalga boylarindan daha kii¢lik olmasina bagli olarak
nanoemiilsiyonlar optik olarak transparan goriiniirler. Tiim hacim fraksiyonlar1 i¢in gériiniir
spektrumda geg¢is hemen hemen %100°diir. Buna karsin ultraviyole spektrumda, 1518in dalga
boyu tanecigin yari¢apina yaklastikga nanoemiilsiyonlar 15181 6nemli Olgiide sacarlar.
Koenzim Q10 igeren nanoemiilsiyonlarla ilgili yapilan bir ¢calismada, 100nm’den daha biiyiik
damlaciklar i¢eren nanoemiilsiyonlar beyaz goriiniirken, 70-100 nm civar1 damlaciklar i¢eren
dispersiyonlarin opak goriindiigii, bunun altindakilerin ise saydam oldugu fark edilmistir

(Ilyasoglu ve E1 2010).
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3.6 KIMYASAL YAPI VE KARARLILIK

Genel olarak, kimyasal kararsizliklar bilesenlerin kimyasal dogasim1 ve tek baglarina veya
diger birlesenler ile kimyasal reaksiyonlara girme egilimini yansitmaktadir. Oksidasyon ve
1sik-indiiklii  oksidasyon, gida  formiilasyonlarindaki en  6nemli  sorunlardir.
Nanoemiilsiyonlarda unutulmamasi1 gereken bir sey, kiicilk damlaciklarin toplam ylizey
alaniin artmasia neden olmasi ve bu nedenle oksidasyon hizinin artmasidir. Renk kaybu,
istenmeyen kimyasal reaksiyonlar (karotenoidlerin oksidasyonu gibi) ve kompleks olusturma
(demir iyonlarmin birgok polifenol ile) ile iliskilidir ve kolloidal dispersiyon formunda ilgili
bilesenin daha az reaktif veya daha az ¢6ziinen formlar1 kullanilarak kontrol edilmektedir

(Ilyasoglu ve E1 2010).

3.7 NANOEMULSIYONUN AVANTAJLARI VE DEZAVANTAJLARI

e Damlacik boyutlart ¢ok kiiclik oldugundan, damlaciklar iizerine etki eden yerg¢ekimi
kuvveti azalir ve boylece Brown hareketleri yer¢ekimi kuvvetinin istesinden gelebilir.
Bu sebeple saklama siiresince kremalagsma veya ¢okme gozlenmez.

e Damlacik boyutlarinin ¢ok kiigiik olmasi ve damlaciklarin etrafindaki dayanikli ylizey
etkin madde filmi sayesinde damlaciklarin flokiilasyonu ve koalesensi 6nlenir.

e Nanoemiilsiyonlarin diisiik yilizey gerilimine ve ¢ok kiigiik damlacik boyutlarina sahip
olmasi, damlaciklarin deride tek diize olarak yayilmalarina, sistemin biiyiik yilizey
alanma sahip olmasina ve damlaciklarin deriye kolayca penetre olablmesine sebep
olur. Bu sebeple nanoemiilsiyonlar deri yoluyla etkin madde tasinmasinda etkili
sistemlerdir.

e Nanoemiilsiyonlar hazirlanirken herhangi bir kivam arttirict kullanilmaz ise ve de
diisiik yag oranina sahip olurlarsa akiskan yapida olurlar. Bu seffaf yapilar1 sayesinde
ciltte giizel bir his birakirlar. Nanoemiilsiyonlar kisisel bakim {irlinlerinin
hazirlanmasinda kullanilir.

e Nanoemiilsiyon damlaciklar etrafinda lamellar siv1 kristal yap1 olusturarak sistemin
stabilitesini arttirabilirler.

e (Cozinirliik sikintis1 olan maddelerde ¢oziiniirliigiin arttirilmasina yardimer olur.

e (Cok kiiciik damlacik boyutlarin sahip olduklarindan, filtrasyonla sterilazyon islemi

yapilabilir.
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Etkin maddeleri hapsettikleri i¢in ¢evre sartlarindan korumus olurlar.

Oral yoldan uygulamada, kiigiik damlacik boyutlar1 sebebiyle biyoyararlanimi
arttirilar.

Kiiciik damlacik boyutlar1 ve sterilizasyona uygun olduklarindan, parenteral
uygulamalar i¢in ¢ok uygun sistemlerdir.

Nanoemiilsiyonlann hazirlanabilmesi icin 6zel hazirlama tekniklerinin gerekmesi ve
oldukca pahali olmasi, yiiksek basincli homojenizatorler gibi 06zel cihazlar
gerektirmektedir.

Damlacik boyutunun ¢ok kii¢iik olmasi nedeniyle yiiksek stabilite gosterirler. Ostwald
damlacik biiylimesi temel stabilite problemidir (Ayata 2010).
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BOLUM 4

NANOEMULSIYONLARIN HAZIRLANMASI

Nanoemiilsiyon olusum fiziginin anlasilmasi, nanoemiilsiyon damlacik boyutunun kontroli
icin bliylik Onem tasir. Nanoemiilsiyonlar tipik olarak bir makroemiilsiyonun Once
hazirlandig1 ve daha sonra ikinci bir asama ile nanoemiilsiyona doniistiiriildiigli iki asamali bir
siire¢ icinde hazirlanir. Nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasinda kullanilan yontemler ikiye
ayrilir. Bunlar yiiksek enerjili ve diisiik enerjili yontemlerdir. Yiiksek enerji gerektiren
yontemler, yiiksek basingli homojenizatorler, yiiksek 1zda karistiricilar ve ultrasonik
jeneratorler gibi yiiksek mekanik enerji kullanilan yontemleri kapsar. Diisiik enerji gerektiren
yontemler, sistemlerin fizikokimyasal 6zelliklerinden ve bilesenlerin kimyasal enerjisinden
yararlanilan yontemlerdir. Diisiik enerji gerektiren yontemler; faz dontisiim sicakligi (PIT) ve

emiilsiyon doniisiim noktasi (EIP) olmak tizere iki ¢esittir (Gupta et al. 2016).

23



Yuksek Enerji Yontemi

/
' @ o . . . .
(D -
/yiiksek basing \
> 9 homojenizasyonu
oV =
9

yis \ - / nanoemulsuyon

makroemulsiyon
ultrasonikasyon

" Dusgiik Enerji Yontemi

sSu su
eklenmesi eklenmesi o
a : surfaktan
I wnuwm- ' I '
Emiilsivon \A |
Donnsum Noktas: ' >
) . PIT
\ ' : Y
. nanocemilsivon ¢
B Liod Faz Duilyiim wElP &
' makroemiilsivon Sicakliz (PIT) su yag |

Sekil 4.1 Yag/ su nanoemiilsiyonlarinin hazirlanmasi i¢in yiiksek enerjili ve diisiik enerjili
yontemlere genel bakis (Gupta et al. 2016).

4.1 YUKSEK ENERJi GEREKTIREN YONTEMLER

Mikrometre araliginda damlacik boyutlarina sahip emiilsiyonlarin hazirlanmasi yiiksek enerji
girisi iceren Yyiiksek kesmeli karstirma, yiiksek basingli homojenizatorler veya ultrason
jeneratorleri ile saglanir. Nano emiilsiyon olusumu bu yontemlerle oldukca basittir; ¢linkii enerji
girisi yiikseldikge damlacik boyutu daha kiigiik olur. Yiiksek enerji girisi, damlaciklar1 daha
kiiciik parcalara bolebilen deforme kuvvetlere yol acarak laplace basincinin {istesinden gelir. Buna
ek olarak, ara yiizeydeki yiizey aktif madde miktarinin artmasi da laplace basincini diisiiriir. Yani
damlacik boyutunun daha kiigiik olmast i¢in daha fazla enerji ve surfaktan gereklidir (Fernandez
et al. 2004). Bu yontemde formiilasyon parametreleri ve yontemin uygulama parametreleri de ¢ok

onemlidir. Literatiirde yag/su veya yag/yiizey etkin madde gibi oranlarin yontemi etkiledigi
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sonuglarina varilmistir. Yiiksek enerji gerektiren yontemler ¢ok kiiciik damlaciklar elde edilmek

istendiginde uygun bir yontem degildir (Ayata 2010).

4.2 DUSUK ENERJI GEREKTIiREN YONTEMLER

Faz Dontisiim Sicakligi (PIT) ve Emiilsiyon Doniisiim Noktasi (EIP) yontemlerinde, temel
olarak emiilsiyonlarin faz degisimine sebep olan etmenlerden yararlanilir. Bir emiilsiyonun
faz degisimine sebep olan (su/yag emiilsiyonundan yag/su emiilsiyonuna veya yag/su
emiilsiyonundan su/yag emiilsiyonuna degisimi) nedenler; fazlarin ilave sirasi, ylizey etkin
maddenin yapisi, faz hacim oranlari, yiizey etkin maddenin ¢oziiniirliiglintin yiiksek oldugu
fazin dis faz olma egilimidir. Emiilsiyonlarin faz degisimine sebep olan etmenler; fazlarin
ilave sirasi, yiizey etkin maddenin yapisi, faz hacim oranlari, yiizey etkin maddenin

¢ozlinlirliiglintin yliksek oldugu fazin dis faz olma egilimi, sicakligin degistirilmesidir.

Fazlarin ilave sirasinda ayni ylizey etkin madde kullanilarak, su fazi; yag ve yiizey etkin
madde karisimina eklenirse su/yag, yag fazi; su ve yiizey etkin madde karisimina ilave
edilirse yag/su emiilsiyonu elde edilir. Yiizey etkin madde (siirfaktan); yagi seven yapidaysa
su/yag, suyu seven yapidaysa yag/su tipinde emiilsiyon olusturma egilimindedir. Suyun hacmi
yaga gore daha fazla olursa yag/su emiilsiyonu, yagin hacmi suya gore daha fazla su/yag
emiilsiyonu elde edilebilir. Yiizey etkin madde hidrofilik ise yag/su, hidrofobikse su/yag
emiilsiyonu elde edilebilir. Sicakligin degistirilmesi emiilsiyon stabilitesine, iki faz arasindaki
yiizey gerilimine, ara yiizey filminin vizkositesine, yiizey etkin maddenin iki faz arasindaki
¢oziinlirliigline, fazlarin buhar basincina ve viskozitesine ve dispers fazin termal olarak

karigmasina etki eder.

Iyonik olmayan polioksietilen (POE) yiizey etkin madde veya bazi iyonik yiizey etkin madde
ilave edilen emiilsiyonlar, yiizey etkin maddenin afinite karakterinin degismesi ve sicaklik

artist ile doniisiime ugrar.

Elektrolit veya diger ilaveler, iyonik ylizey etkin madde yapisinin degismesine ve dispers
damlaciklarin elektriksel potansiyelinin degisime ugramasma sebep olur ve bdylece
emiilsiyonda doniisiime sebep olabilirler. Uzun zincirli alkol veya yag asitleri eklenmesi ile,
yiizey etkin maddelerle etkilesebilir, bunun sonucunda yiizey etkin maddenin yapis1 degiserek

faz degisimine neden olabilirler (Ayata 2010).
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4.2.1 Faz Doniisiim Sicakhig1 Yontemi (PIT)

PIT emiilsiyonlasma yontemi, 1968'de Shinoda ve Saito tarafindan tanitilmistir. PIT
emiilsiyonlagma yontemi, sicakligin yol agtig1 yiizey aktif madde egriligindeki degisime,veya
bazi noniyonik siirfaktanlarin sicaklik ile lipofilik-hidrofilik dengesindeki degisime (HLB-
sicaklik emiilsiyonlagma yontemi) baghdir. Dolayisiyla bu yontem sadece sicakliktaki
degisikliklere kars1 hassas surfaktanlar, yani polioksietilen tipi noniyonik yiizey aktif cisimler

i¢in uygulanabilir.

Noniyonik siirfaktanlarin hidrofilikligi hidratizasyona baglidir. Noniyonik siirfaktanlarin
sudaki ¢ozlinlirligi, sicaklik arttikca azalir. Noniyonik siirfaktanin polar kismina hidratlayan
su molekiillerinin molekiiler hareketi sicaklik artisi ile birlikte artar. Yiizey aktif cismine
hidrat yapan su molekiillerinin sayis1 azalir ve hidrofilisitelik de azalir. Iyonik olmayan bir
stirfaktan cozeltisi yiiksek sicaklikta bulanik hale (bulut noktasi) gelir. PIT yontemini
kullanarak bir nano emiilsiyon hazirlamak i¢in, yag, su ve iyonik olmayan yiizey aktif
cisimleri oda sicaklifinda karistirilir. Daha sonra karisim yavas yavas isitilir. Sonug olarak,

stirfaktan HLB'si kademeli olarak 7 den fazladan 7 den aza dogru degisir.

PIT'nin altindaki sicakliklarda, {iglii sistem (su/noniyonik siirfaktan/yag) bir makro emiilsiyon
olusumundadir ve molekiiliin lipofilik kismi ile karsilastirildiginda nispeten biiyiik bir hacim
kazanarak, ¢ogunlukla iyonik olmayan ylizey aktif maddenin hidrofilik kismi hidratlanir.
Stirfaktan tek tabaka olarak, bir yag/su emiilsiyonu olusturur ve su fazi icin biiylik bir pozitif
egrilige sahiptir. Sicaklik arttik¢a iyonik olmayan siirfaktan kurutulur. Sekil 4.2 de gosterilen
egrilik su fazi i¢in negatif olur ve bir su/yag emiilsiyon olusur. Sicakliktaki degisiklikler,
yiizey aktif maddenin bas grubunun hidratasyonunda bir degisiklige yol actig1 ve bunun
sonucunda egriliginde bir degisiklige neden oldugu anlamina gelir. PIT veya ara sicaklikta,
her faz i¢in amfifiller afinitesi benzerdir, arayiiz egriligi ¢ok diistiktiir (neredeyse sifira yakin)
ve sifir egriligi olan termodinamik olarak kararl bir diizlemsel yap1 ortaya ¢ikar ve katmanl

stv1 kristaller veya siirekli mikroemdiilsiyonlar olusur.
Saito ve Shinoda, sicakligin hem su hem de siirfaktan fazi arasindaki ara ylizey gerilimi

tizerindeki etkisini ve silirfaktan fazi ile yag arasindaki etkiyi arastirmistir. Su ve yag fazi

arasindaki araylizey gerginliginin sicaklik ile belirgin bir sekilde degistigini ve PIT'in
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yakininda neredeyse sifir oldugunu ve ortalama damlacik ¢apinin da PIT'de kiigiik oldugunu,
ancak sicaklik ile arttigin1 ve emiilsiyon damlaciklarmin birlesim orani, PIT'ye ¢ok yakin
oldugunu gostermislerdir. Bu nedenle, bu yontem kullanilarak hizli sogutma veya 1sitma ile
sicakligin hizli bir sekilde PIT'den uzaklagsmasi1 gerekmekte olup, nikotinik emiilsiyonlar elde

etmek i¢in bu yontem kullanilmaktadir.
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Sekil 4.2 P1t yontemi kullaniarak nanoemiilsiyon hazirlanmasi (Ayata 2010).
4.2.2 Katastrofik Faz Ters Cevirme (CPI) veya Emiilsiyon Doniisiim Noktas1 (EIP)

PIC veya EIP yontemi i¢in temel kavram PIT yontemine benzer. Yag/su emiilsiyonu PIC veya
EIP yontemleriyle hazirlandiginda, surfaktan yagda ¢6ziiliir ve daha sonra su kademeli olarak
ilave edilir. Bu sistemde, yag fazinda bir su/yag tipi emiilsiyon olugur. Su ilavesi ile su fazi
hacmi kademeli olarak artar ve su/yag emiilsiyonu, kullanilan sistemin bilesimine gore
belirlenen belirli bir bilesimde bir yag/su emiilsiyonuna doniisiir. Bir sistemin bilesimi uygun

oldugunda, yag/su nano emiilsiyonu kolayca hazirlanir.
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Sekil 4.3 EIP yonteminin uygulanisi sirasinda sistemin lamellar siv1 kristal/veya siinger tip
mikroemiilsiyon fazindan gegisi (Ayata 2010).

PIC veya EIP yontemi igin iyonik yiizey aktif maddeler diisiik enerjili emiilsifikasyon i¢in

kullanilabilirken sadece noniyonik yiizey aktif maddeler PIT yontemi i¢in kullanilabilir.

Sol¢ ve ark. EIP emiilsiyonlasma yontemi i¢in bir su / potasyum oleat-oleik asit polioksietilen
lauril eter / hekzadekan sistemi ile yiiksek enerjili emiilsiyonlagsma ydntemlerini (ultra sesli
emiilsifikasyon ve Ultra-Turrax emiilsifikasyonu) karsilagtirmistir. EIP yontemi ile elde edilen
damlacik boyutlari, yiliksek enerjili yontemlerle elde edilenlerden ¢ok daha diisiiktiir. Buna ek
olarak daha kiiciik damlacik boyutlarinin, genis siv1 kristal bolgede ve yiiksek su igeriklerine
kadar genisletildiginde olustugunu belirtmislerdir. Bu durumda, emiilsiyonlasma islemi

sirasinda, sistem, tiim yagin katilmasini saglamak i¢in siv1 kristal fazda yeterince uzun kalir.

Sadtler ve ark. EIP yontemi ile hazirlanan nano emiilsiyonlarin miniemiilsiyon
polimerizasyonu ile sentezlenen PEO kapli polimer nanopartikiillerin hazirlanmasini
arastirmigtir. Stirfaktan olarak Brij 98 (polioksietilen (20) stearil eter),yag fazi i¢in stiren ve
hekzadekan kullanilmistir. EIP yontemi i¢in uygun bdlgeyi ve baslangi¢ noktasini (siirfaktan
ile yag oranini) belirlemek i¢in su / Brij 98 / stiren sisteminin kismi bir faz diyagramini
hazirlamiglardir. Ayrica, nano emiilsiyonlarin hazirlanmasina su ilave etme oraninin etkisi
incelenmistir. Polimerizasyondan sonra partikiil boyutu 36 nm kadar diismiistiir. Nanopartikiil
sentezi i¢in endiistriyel uygulamalarda EIP yoOnteminin c¢ok c¢ekici olabilecegini, ¢linkii
nanoemiilsiyon olusumunda ylizey aktif madde yiiksek konsantrasyona ihtiya¢ duyulmadigi

sonucuna varilmistir (Gohtani and Prasert 2014).
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Ayrica, EIP yontemi ile hazirlanan damlacik boyutunu, yiiksek enerjili bir yontemle (mikro
akiskanlastirma) hazirlanan damlacik boyutu ile karsilastirmiglardir. Kiicliik damlaciklarin
(d <160 nm) her iki yontemle de liretilebilecegi ancak yiiksek enerji yontemi (SOR>0.1) igin
diisiik enerjili yontemden (SOR>0.7) ¢cok daha az siirfaktan gerektigine isaret edilmistir.

Sadtler ve ark. nanopartikiil boyutlarinin SOR'a bagli oldugunu gostermistir. Damlacik boyut
dagiliminin yalnizca su konsantrasyonundan ziyade siirfaktan ile yag arasindaki agirlik

oranina bagli oldugunu bildirmistir.

Nanoemiilsiyonlar genellikle oda sicakliginda (ortam sicakligl) PIC ve EIP yontemleriyle
hazirlanir. Yu ve ark. ytliksek sicaklik etkisini arastirmistir. Yu ve arkadaslari, PIC metoduyla
hazirlanan su icinde yag nanoemiilsiyonu olan su/span80-tween 80 karisimi/ parafin yagi
sisteminde yiiksek sicaklik etkisini arastirmistir. Emiilsiyon damlacik ¢apiin hazirlanma
sicakliginin sicakliginin 20°C ila 70°C arasinda artmasiyla 10.3 mm'den 51 nm'ye diistiiglinii
bulmuslardir. Su ve yiizey aktif madde-yag-¢ozeltisi arasindaki ara yiizey gerilimi sicaklik
artis1 ile azalmistir. Sicaklik artisina karsi arayiizey gerginlik egrisindeki azalma, damla
biiyiikliigiine benzemektedir. Damlacik hacim fraksiyonu < 0.5 oldugunda, bu emiilsiyonun
boyut dagilimi, oda sicakliginda bes aydan daha fazla stabil sekilde kalabilir. Bu sistemin
HLB sicakligr 70 °C'nin tizerindedir.. Hazirlik sicakligindaki artigin yag/su arayliiziinde yilizey
aktif maddenin adsorpsiyonunu arttirdigini ve yag fazinin viskoz direncini azalttigina karar
verilmistir. Yag fazmmin siirekli fazdaki c¢ozlinmezligi Ostwald olgunlasma siirecini

engellemistir (Gohtani and Prasert 2014).

Li ve vd., d-limonen nano emiilsiyonlar1 hazirlamistir. Katastrofik faz ters ¢evirme (CPI) yontemi
ad1 verilen PIC yontemi ile Tween 80 / yag (d-limonen, zeytinyag1 vb.) sistemi hazirlamislardir.
Nano emiilsiyonlar, yag faz1 ve Tween 80'in bir karisimindan, bir faz tersine cevirilinceye kadar
yumusak bir calkanti ile yavas yavas su fazinin eklenmesiyle hazirlanmistir. SOR’un ve bitki
yaglarinin (zeytinyagi, misir0zii yagi, aycicegi yagi ve soya yagi) eklenmesinin bulaniklik,
ortalama damla c¢ap1 ve ostwald olgunlagsmasi iizerine etkisini incelemistir. Nanoemiilsiyonlar
yiiksek ylizey aktif konsantrasyonda elde edilmistir. (SOR = 1.5). Yag faz1 % 15'den az (w / w)
zeytinyagl igerdiginde, nanoemiilsiyonlar hazirlanabilir. 28 ° C'de saklanan D-limonen
nanoemiilsiyonlari, 4°C'de depolananlardan daha stabildir. Yag fazina zeytinyagi eklenmesi
zeytinyaginin daha diisiik ¢6zliniirliigli nedeniyle nano emiilsiyonlarin Ostwald olgunlagmasina

kars1 stabilitesini arttirmistir (Gohtani and Prasert 2014).
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BOLUM 5

NANOEMULSIiYONLARIN MEDIKAL ALANDA KULLANIMI

5.1 KOZMETIK

Nanoemiilsiyonlar, kozmetiklerin kontrollii salim1 i¢in potansiyel araclar olarak ve ozellikle
cilt katmanlarinda aktif bilesenlerin optimum dagilimi i¢in giderek daha da 6nem kazanmastir.
Lipofilik i¢ kisimlar1 nedeniyle, nanoemiilsiyonlar lipofilik bilesiklerin lipozomlara goére
tasinmast i¢in daha uygundur. Lipozomlara benzer sekilde, aktif bilesenlerin deri
penetrasyonunu desteklerler ve bdylece derideki konsantrasyonlarmni arttirirlar. Bir diger
avantaj ise, aktif maddenin cilde etkili bir sekilde taginmasina izin veren, yiiksek yiizey
alanina sahip kiiciik boyutlu damlacik olmasidir. Nanoemiilsiyonlara kendi biyoaktif etkileri
nedeniyle duyulan ilgi artmaktadir. Transepidermal su kaybini azaltabilir, bu da cildin bariyer
islevinin giiglendigini gosterir. Nanoemiilsiyonlarda, makroemdiilsiyonlarla gdzlemlenen dogal
kremalagsma, sedimentasyon, flokiilasyon veya kaynasma goriilmez bu nedenle kozmetikte
tercih edilir. Potansiyel olarak tahris edici ylizey aktif maddelerin karigimi, iiretim sirasinda

yiiksek enerji ekipmani kullanmak suretiyle genellikle engellenebilir.

New Jersey merkezli sirket, cok cesitli cilt bakim iirlinlerinin etkinligini arttirmayi amaglayan
yeni bir nano bazli jel iiretmistir. Nanojelin kolay formiilasyon etrafinda tasarlanmis benzersiz
bir nanoemiilsiyon tastyici sistemi oldugu ve nanoteknoloji Ozelliklerinin getirecegi ek
avantajlart oldugu belirtilmistir. Nanojel teknolojisi, kullanimi kolay, su iginde yag
konsantrasyonundan mikron alt1 emiilsiyonlar olusturmak i¢in basit bir islem ve sistem sunar.
Formiil 6zellikle transepidermal su kaybini en aza indirgemek, cilt iretimini arttirmak ve aktif
maddenin penetrasyonunu saglamak i¢in uygundur. Bu ozellikler, 6zellikle gilinlimiizde
piyasada bulunan bir dizi iirline nanoteknolojinin dahil edildigi belirli alanlarda oldugu gibi
nemlendirici ve yaslanma karsiti kremlerin yani sira glines bakim {irlinleri i¢in de yararl

olacagim1 gostermektedir. Ayni sekilde, cilt bakim formiilasyonlarina iyi bir cilt hissi,
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formiillestiriciler i¢in giderek daha onemli bir 6zellik kazandirmaya yardimci oldugu da
vurgulanmigtir. Nanoemiilsiyonlar son yillarda kisisel bakim iiriinlerinde kozmetiklerin belirli
deri katmanlarinda aktif bilesenlerin optimum dagilimi olarak uygulanmasi amaciyla biiyiik

ilgi gormiistiir (Shah et al. 2010).

5.2 ANTIMIKROBIYEL NANOEMULSIYONLAR

Antimikrobik nanoemiilsiyonlar, 200 ila 600 nm arasinda degisen su i¢inde yag damlalaridir.
Bunlar yag ve sudan olusur ve yiizey aktif maddeler ve alkol ile dengelenirler.
Nanoemiilsiyonlar, bakterilere (6rnegin E. coil, Salmonella, S. aureus), zarflanmis viriislere
(6rnegin HIV, Herpes simplex'e), mantarlara (6rn., Candida, Dermatophytes) ve sporlara (or.,
Sarbon) kars1 genis spektrumlu bir faaliyete sahiptir. Nanoemiilsiyon parcaciklar lipid iceren
organizmalarla kaynasmak i¢in termodinamik olarak ydnlendirilir. Nanoemiilsiyonlarin cilt
veya mukoza ig¢in tahris edici olmayan konsantrasyonlarda mikroplara karsi secici
toksisitededir. Damlaciklar hedeflenen  mikroplar1 saglikli hiicrelere zarar vermeden
istikrarsizlagtirmak igin yeterli enerjiye ve yiizey aktiflife sahiptir. Sonu¢ olarak
nanoemiiliyonlar daha oOnce sistemik antibiyotiklerle elde edilen belli bir topikal

antimikrobiyalleri aktive edebilir (Shah et al. 2010).

5.3 MUKOZAL ASI OLARAK NANOEMULSIYONLAR

Nanoemiilsiyonlar, bagisiklik tiretmek i¢in rekombinant proteinleri veya inaktif organizmalari
mukozal bir yiizeye vermek icin kullanilmaktadir. Ik uygulamalar, bir influenza asis1 ve bir
HIV asis1 olmustur ve klinik aragtirmalara devam edilmektedir. Nanoemiilsiyonlar, mukozal
yiizeye uygulanan proteinlerin adjuvanlastirilmasina ve antijen sunan hiicreler tarafindan
alinmay1 kolaylastirmasina neden olur. Bu, spesifik IgG ve IgA antikorunun yani sira hiicresel
bagisiklik iiretimini igeren belirgin bir sistemik ve mukozal immiin yanit ile sonuclanir.
Influenzadaki ilk ¢alisma, hayvanlarin, emiilsiyonla karisan viriise sadece tek bir mukozaya

maruz kaldiktan sonra influenzaya kars1 korunabildigini gostermistir (Shah et al. 2010).

5.4 HUCRE KULTUR TEKNOLOJISINDE NANOEMULSIYONLAR

Hiicre kiiltiirleri in vitro deneylerde veya antikorlar veya rekombinant proteinler gibi biyolojik

bilesikler tiretmek i¢in kullanilir. Hiicre biiylimesini optimize etmek i¢in, kiiltiir ortami bir
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takim tanimlanmis molekiillerle veya kan serumu ile takviye edilebilir. Simdiye kadar,
hiicrelerin yagda ¢oziinen maddelerle tamamlanmasi ¢ok zor olmus ve bu lipofilik bilesiklerin
sadece kii¢iik miktarlar1 hiicreler tarafindan emilmistir. Nanoemiilsiyonlar, yagda ¢oziinen
maddelerin memeli hiicre Kkiiltiirlerine tasinmasi i¢in yeni bir yontemdir. Aktarim,
fosfolipidlerle dengelenen bir nanoemiilsiyona dayanir. Bu nanoemiilsiyonlar seffaftir ve
sterilizasyon i¢in 0,1 mm'lik filtrelerden gecirilebilir. Nanoemiilsiyon damlaciklar hiicreler
tarafindan kolayca alinir. Dolayisiyla, kapsiillenmis yagda ¢ozilinebilir maddeler, kiiltiir
hiicrelerinde  yliksek bir biyoyararlanima sahiptir.  Hiicre kiiltiirii  teknolojisinde
nanomiilsiyonlar1 kullanmanin avantajlari; hiicre kiiltiirlerinde yagda ¢oziinen ek maddelerin
daha iyi alinmasidir. Kiiltiirdeki hiicrelerin biiyiimesini ve canliligin1 gelistirir ve hiicre

kiiltiirlerinde yagda ¢6ziinen ilaglarin toksisite ¢aligmalarina izin verir (Shah et al. 2010).

55 KANSER TEDAVISINDE VE HEDEFLENEN iLAC DAGITIMINDA
NANOEMULSIYON

D1-179 melanoma tasiyan hamsterlerdeki intravendz (IV) enjeksiyonundan sonra Gd'nin
biyo-dagilimi iizerine lipid nanoemiilsiyon (Gd-nanoLE) igeren gadolinyum (Gd)
formiilasyonunun ve pargacik bilesiminin etkileri kanser ndtron yakalanmasi igin
uygulanmasi agisindan degerlendirilmistir. Biyolojik dagilim verileri, Brij 700 ve HCO-60'n

Gd'nin kandaki tutulumunu uzattigin1 ve tiimorlerde birikimini arttirdigini ortaya koymustur.

Her bir Gd-nanol, 24 saat arayla bir kez veya iki kez enjekte edildiginde, tiimoérdeki Gd
konsantrasyonu toplam Gd dozu ile iyi korelasyon gostermis ve maksimum 189 mg / g 1slak
timore ulastmigtir. Bu maksimum Gd seviyesi, ndtron yakalama terapisinde timor
biliylimesini 6nemli dl¢lide bastirmak icin gereken sinirin {izerindedir. Sistemik kagisi en aza
indirirken Paclitaxel'in (PCL) daha derin deri katmanlarina niifuz etmesini saglamak i¢in bir

nanoemiilsiyon formiile edilmis ve in vivo farmakokinetik performansi degerlendirilmistir.
Ayrica, PCL'nin peroral biyoyararlanimi arttirilmasi i¢in ayn1 formiilasyon arastirilmistir. Bu

arastirma, deride yiiksek molekiil agirlikli lipofilik ila¢ olan PCL'nin lokalizasyonu hakkinda
dogrudan kanit saglamaktadir (Shah et al. 2010).

33



Dahasi, nanoemiilsiyon formiilasyonu, peroral biyoyararlanimi énemli 6l¢iide% 70'den fazla
arttirmistir. Gelistirilen nanoemiilsiyon formiilasyonu PCL'nin hem peroral hem de dermal

olarak verilmesi i¢in giivenli ve etkilidir.

Kamptotesin, genis bir kanser tiiriine kars1 etki eden bir topoizomeraz I inhibitoriidiir. Ancak
instabilitesi ve toksisitesi klinik uygulama sinirli kalmasina sebep olmaktadir. Bu ¢alismanin
amaci, bu sorunlar1 ortadan kaldirmak amaciyla kamptotesin kapsiillemesi i¢in akustik olarak
aktif nanoemiilsiyonlar gelistirmektir. Nanoemiilsiyonlar, i¢ fazin g¢ekirdekleri olarak sivi
perflorokarbonlar ve hindistancevizi yag kullanilarak hazirlanmistir. Bu nanoemiilsiyonlar
fosfolipidler ve / veya Pluronic F68 (PF68) ile stabilize edilmistir. Nanoemlsiyonlar ortalama
220-420 nm'lik bir damlacik ¢apiyla yaklasik % 1001k yiiksek ila¢ yiiklemesi ile
hazirlanmistir. Bu sistemlerde kamptotesin, gecikmis ila¢ salinimi1 gdstermistir. Daha diisiik
bir yag konsantrasyonuna sahip nanoemiilsiyonlardaki kamptotesin melanomlara ve
yumurtalik kanseri hiicrelerine karsi sitotoksisite sergilemistir. Konfokal lazer tarama
mikroskopisi, nanoemiilsiyonun hiicrelere ge¢cmesini dogrulamistir. 1 MHZ'lik bir ultrason
kullanilarak, diisiik bir yag konsantrasyonuna sahip sistemden kamptotenin saliminin artmast,

bir ilag hedefleme etkisi gostermistir (Shah et al. 2010).

Cesitli lipofilik anti-kanser ilaglarinin mikron alt1 y/s emiilsiyonunda formiile edilmesinin
avantajlart agiktir. Emiilsiyon sistemlerinin yag fazi, lipofilik bilesik i¢in bir ¢oziindiiriicii
olarak islev gorebilir. Bu nedenle, lipofilik ilaclarin ¢oziinilirligii, bir emiilsiyon sisteminde
onemli oOlgiide arttirilabilir ve bu da sulu bir ¢ozeltiye kiyasla daha diisiik uygulama
hacimlerine yol agar. Buna ek olarak, lipofilik ilaglar en igteki yag fazina dahil olduklar igin
viicut stvilart ve dokular ile dogrudan temastan kenetlenirler. Lipid emiilsiyonlari, damarlari
ilaglarin daha diisiik konsantrasyonlarina maruz birakarak veya doku tahris edici bir aragtan
kagiarak intravendz olarak uygulanan ilaglarla iligkili agriy1 en aza indirebilir. Bu, propofol,

diazepam, metoheksital, klaritromisin ve etomidat ile gésterilmistir.

Bir bagka caligmada, yag fazi olarak bir tokoferol ve emiilsiyon yapicilar olarak bir tokoferil
polietilen glikol-1000 suksinat (TGPS) ve poloksamer 407 kullanilan paklitakselin filtre ile
sterilize edilebilir emiilsiyon formiilasyonunun formiilasyonunu rapor etmistir. Formiilasyon
farelerde B16 melanom tiimorii modelinde ¢alisildiginda tolere edilebildigini ve iyi bir etkinlik
gosterdigini  kanitlamistir. Emiilsiyon formiilasyonlar1 ayrica, kanser kemoterapisinde

intramiiskiiler ve intratiimdral enjeksiyondan (su / yag sistemleri) sonra ila¢ salimini uzatmak
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icin ve anti-kanser ilaglarinin lenfatik sistem yoluyla taginmasini arttirmanin bir aract olarak
kullanilmay1 vaat etmektedir. Pozitif yiiklii nanoemiilsiyon sistemlerinin negatif yiikli hiicre
yiizeyi ile daha verimli etkilesime girmesi beklenir ve pozitif yiiklii nanoemiilsiyonlarin bu

yOnii, kanser hiicrelerine oligoniikleotid verilmesi ihtimali i¢in arastirilmistir (Shah et al. 2010).

5.6 CESITLI HASTALIK DURUMLARININ TEDAViISINDE NANOEMULSIYON

ABD merkezli bir sirket, osteoartrit (OA) agris1 i¢in potansiyel bir tedavi olarak
nanoemiilsiyon topikal diklofenak kremi gelistirmistir. OA, ABD'de 30 milyondan fazla
insan1 etkileyen agrili bir durumdur ve basta yasli olmak iizere yetiskinler arasinda fiziksel
engelliligin en sik nedenidir. Topikal diklofenak ayrica yumusak doku yaralanmalari,
burkulma ve suslar i¢in tedavi olarak diistiniilmektedir. Oral NSAID'lerin (Steroidsiz iltihap
giderici agri kesiciler) gastrointestinal yan etkileri ve COX-2 dnleyicilerinin kardiyovaskiiler
riski nedeniyle OA hastalarinin% 20'sinde tedavi géremedigi tahmin edilmektedir. Gelismis
bir giivenlik profili ile yaralanma alanini1 hedef alan yeterli agr1 kesici sunan bir topikal
NSAID, bu hastalar i¢in bir tedavi alternatifi olabilir. ABD'de OA tedavisi i¢in onaylanmis
topikal NSAID'ler yoktur. Nanoemiilsiyon teknolojisi, sulu bir fazda diizgiin sekilde dagilmis
100 ila 200 nm arasinda ortalama damlacik boyutuna sahip, su icinde yag emiilsiyonlarinin
kararli, mikron alt1 parcaciklardaki etkin ¢oziicli icermeyen topikal ila¢ tutunmasini igerir.
Nanoemiilsiyon teknolojisinin benzersiz Ozelliklerinden biri, toplam parcacik hacminin
yiiksek yilizdesinin, damlaciklarin igindeki hidrofobik yag ¢ekirdegi tarafindan isgal edilmis
olmasidir. Bu, lipozomlar gibi diger lipoidal tasiyicilarla karsilastirildiginda lipofilik
bilesikler icin yiiksek ¢oziiniirliik kapasitesi saglar. Viskozite veren ajanlar, cilde uygulanmak
lizere istenen yan kati kivamda kremler iiretmek iizere nanoemiilsiyon kalinlastirma igin
kullanilir. Coziicli igermeyen nanoemiilsiyon verme teknolojisinin deriye niifuz edici
ozellikleri ve diisiik irritansi, bu yeni topikal nanofizik malzemeyi lipofilik ilaglarin efektif
olarak transkutanoz olarak verilmesi i¢in umut verici bir aday haline getirir. Nanoteknolojinin
topikal uygulamalari, hayvan modellerinde kas ve eklemlere lipofilik ilaclarin miikemmel bir
hedefleme ile verilmesi seklinde kanitlanmistir. Klinik 6ncesi veriler hayvan modellerinde
pengce Odemini kullanarak, ticari formiilasyonlar ile karsilastirildiginda, nanoemiilsiyon
kremlerinde kapsiillenmis NSAID’ler ile arttirilmis anti-inflamatuar aktivite géstermistir.
Radyoaktif olarak isaretlenmis diklofenak ve ketoprofen iceren nanoemiilsiyon topikal
kremleri kullanarak farmakokinetik c¢aligmalar, cilt yoluyla ilag penetrasyonunu

degerlendirmek ve lokal dokuyu (kas ve eklem) ve ilaglarin plazma seviyelerini topikal
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uygulama sonrasinda belirlemek i¢in  gerceklestirilmigtir.  Oral uygulama ile
karsilastirildiginda  diklofenak ve ketoprofen, nanoemiilsiyon topikal kremler yoluyla
uygulandiginda, plazmada 4-6 kat daha diisiik ila¢ konsantrasyonu, kas dokusunda 60-80 kat
daha fazla ilag ve eklemlerde yaklasik 9 kat daha fazla ilag ortaya ¢ikmistir (Shah et al. 2010).

Diklofenak igeren bir nanoemiilsiyon topik krem iiriinii, 25 saglikli goniillii insanda, cilt tahris
calismasinda test edilmistir. Topikal uygulama sonrasinda higbir tahris veya alerji
gozlemlenmemistir. Nanoemiilsiyon diklofenak kremi, 2006 yilinda 16 saglikli erkek ve kadin
goniilliide daha test edilmistir. Calisma nanoemiilsiyon diklofenak kreminin ii¢ giinliik
verilisinin ardindan 14 giinlik takiple topikal kremin emniyeti, tolerabilitesi ve
farmakokinetik profilini degerlendirmistir. Farmakokinetik analiz, tekrarlanan giinliik
uygulamalardan sonra diklofnakin higbir ilag¢ birikimi olmadan diisiik sisteme maruz kaldigini
gostermistir. Nanoemiilsiyon teknolojisinin cilt niifuz ozelligi, disiik irritansi, lipofilik
ilaglarin artan transkutandz ilag penetrasyonunu saglamak i¢in umut vericidir (Shah et al.

2010).

57 AZ COZUNEN ILACLARIN ORAL ALIM ICiN NANOEMULSIYON
FORMULASYONLARI iLE IYILESTIRILMESI

Hidrofobik ilaglarin oral biyoyararlanimini arttirmak i¢in nanoemiilsiyon formiilasyonlari
gelistirilmigtir. Paklitaksel, bir model hidrofobik ila¢ olarak se¢ilmistir, i¢ yag fazi olarak cam
fistig1 yagi, birincil emiilsiyonlastirict olarak yumurta lesitini ve harici faz olarak su ile su
icinde yag (y / s) nanoemiilsiyonlar yapilmistir. Emiilsiyonlara sirasiyla pozitif ve negatif yilik
vermek i¢in stearilamin ve deoksikolik asit kullanilmistir. Formiile edilmis nanoemiilsiyonlar,
90-120 nm'lik bir pargacik boyutu araligina ve 134 mV'den 245 mV'ye kadar degisen bir zeta
potansiyeline sahiptir. Oral uygulamay1r takiben, kontrollii sulu c¢ozeltiye gore
nanoemiilsyonda uygulandiginda, sistemik dolasimda anlamli Ol¢iide daha yiiksek bir
paklitaksel konsantrasyonu gozlemlenmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, nanoemiilsiyonlarin
hidrofobik ilaglarin oral biyoyararliligini artirabilecek yeni formiilasyonlar vaat ettigini
gostermektedir (Shah et al. 2010).

Ubiquinone olarak da bilinen Coenzim Q10 (CoQ10), hiicrelerdeki enerji iiretiminde
kullanilir ve bir anti-oksidan gorevi goriir. CoQ10 son derece lipofilik oldugundan topikal ve
oral biyoyararlanim ¢ok disiiktiir. Absorpsiyonu iyilestirmek i¢in ¢esitli girisimler

yapilmistir. Son teknik gelismeler, Co'larin dokulara niifuz etmesinin biyoyararlanimi 6nemli
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Olciide arttirdigini ortaya koymaktadir. CoQ10'un uygulanmasi, bireysel nano damlaciklarda
tokoferol ve CoQ10 igeren yeni CoQ10 ¢ift nanoemiilsyonlarin gelistirilmesi ile daha da
gelistirildi. Buna ek olarak, bu nanoemiilsiyonlardaki CoQ10 konsantrasyonu, bir asiri

doymamis CoQ10 nanoemiilsiyonun gelistirilmesiyle arttirilabilir (Shah et al. 2010).

5.8 TRANSDERMAL AKTARIM ICIN NANOEMULSIYONLARIN KULLANIMI

In vitro ve in vivo verilerden, gelismis nanoemiilsiyonlarin, aceklofenak'in transdermal ilag
aktariminda biiyiik bir potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ketoprofen igeren
sistemin nanoemiilsiyonlar1 yiliksek derecede kararlilik gostermistir. Ketoprofen yiikli
nanoemiilsiyonlar kontrol ile karsilastirildiginda fare derileri vasitasi ile in vitro permeasyon
oranini arttirmigtir. Calisma, nanoemiilsiyonun karvediloliin ¢dziliniirliigiinii ve in vitro
transdermal iletimi arttirma potansiyelini degerlendirmek icin gelistirilmistir. Hazirlanan
nanoemiilsyonlar fiziksel denge testlerine tabi tutulmustur. Karvediloliin si¢an karin
derisinden transdermal gecirgenligi Keshary Chien diflizyon hiicresi ile belirlenmistir.
Nanoemiilsiyon formiilasyonlarinda, kontrol veya ila¢ yiiklii diizgiin komponentlere kiyasla,
sabit durum fluksunda (Jss) ve gecirgenlik katsayisinda (Kp) belirgin bir artis (P, 0.05)
gozlenmigtir. Tahris ¢aligmalari, optimize edilmis nanoemiilsiyonun tahris edici olmayan bir

transdermal beslenme sistemi oldugunu gostermektedir (Shah et al. 2010).

Selektif bir siklo-oksijenaz 2 inhibitorii olan selekoksib artrit ve osteoartrit tedavisinde oral
olarak Onerilmistir. Uzun siireli selekoksibin oral yoldan verilmesi ciddi gastrointestinal yan
etkilere neden olur. Selekoksibin cilt niifuz etme mekanizmasi FTIR spektral analizi, DSC
termogrami, aktivasyon enerjisi Ol¢limii ve histopatolojik inceleme ile degerlendirilmistir.
Optimize edilmis nanoemiilsiyon, Wistar erkek siganlar {izerinde farmakokinetik
(biyoyararlanim) caligmalarina tabi tutulmustur. Bir cilt numunesinin fotomikrografisi, lipit
bilayerleri farkli bosluklar olarak parcaladigini ve bos alanlarin epidermal bolgede
goriilebildigini gostermistir. Transdermal olarak uygulanan nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon
jel ile selekkosit emilimi, oral kapsiil formiilasyonuna kiyasla biyoyararlanimda 3.30 ve 2.97
kat artma ile sonuclanmistir. Cilt niifuz etme mekanizmasi ve farmakokinetik ¢aligsmalarin
sonuclari, nanoemiilsiyonlarin zayif ¢oziiniir ilaclarin deri gecirgenligini ve biyoyararlanimini
arttirmak icin potansiyel araglar olarak basariyla kullanilabilecegini gostermistir (Shah et al.
2010).
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BOLUM 6

DENEYSEL CALISMALAR

Ozonlanmis zeytinyag Aktifoks Ozonid'den (Izmir, Tiirkiye) satin almmistir. Ozonlanmis
yagin peroksit degeri, iyot degeri ve asitligi sirastyla 247.01 meqO2 / kg, 10.21 Wijs ve %
36.07 (oleik asit) olarak belirlenmistir (TUBITAK-MAM ile analiz edilmistir). Tween®40 ve
Tween®80 Sigma-Aldrich (Almanya) 'dan satin alinmigtir.

6.1 EMULSIYON HAZIRLAMA

Nanoemiilsiyon olusumu daha once tarif edilen EIP yontemine gére hazirlanmistir (Ayata,
2010). Kisaca, kendiliginden emiilsiyonlastirma organik faza manyetik karistirma ile su
eklenerek gergeklestirilmistir. ilk olarak; organik faz, yiizey aktif madde ve yagmn 30 dakika
boyunca manyetik karistiricida karistirilmasiyla elde edilmistir. Daha sonra sulu faz 60 dakika

boyunca, manyetik karistirici ile sistem karigmaya devam ederken, organik faza eklenmistir.
Emiilsiyonlar farkli SOR oranlarinda surfaktan ve su miktar1 degistirilerek hazirlanmistir.
Ornegin; SOR= 2 olan bir sistemi hazirlamak igin, 10 g surfaktan ve 5 g yag karistirilr.
Daha sonra 35 g su 1 saat boyunca eklenir.

6.1.1 incelenen Ozellikler

4 ana degisken test edilmistir. SOR orani, surfaktan konsantrasyonu, karistirma hizi, surfaktan

tipinin nanoemdiilsiyon boyutu iizerine etkisi incelenmistir.
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6.1.1.1 Sor Orani Etkisi

Toplam surfaktan igerigi % 5 oraninda sabit tutularak yag ve su oranlar1 degistirilerek, SOR

orani 0.5, 1, 2, 2.5 olacak sekilde gerceklestirilmistir.

6.1.1.2 Surfaktan Konsantrasyonu EtkKisi

Belirlenen en iyi iki SOR oranlarinda surfaktan oranlar1 % 1, % 3 ve % 5 seklinde

degistirilerek gerceklestirilmistir.

6.1.1.3 Kanistirma Hizi1 Etkisi

Manyetik karistirict 750 rpm ve 1500 rpm olacak sekilde iki farkli sekilde gerceklestirilmistir.

6.1.1.4 Surfaktan Tipi Etkisi

Surfaktan tween 40 ve tween 80 olacak sekilde iki farkli sekilde gerceklestirilmistir.

Asagida hazirlanan nanoemiilsiyonlarda kullanilan surfaktan cinsi, karigtirma hizi, SOR orani

ve yag, yiizey aktif madde, su yiizdeleri verilmistir.

Cizelge 6.1 Farkli nanoemiilsiyon sistemlerinde kullanilan bilesenlerin yiizdeleri.

Formiilasyon Surfaktan Karigtirma SOR Bilesen Yiizdesi (%)(v/v)

hiz1 (rpm) Yag Surfaktan Su
F1 Tween 40 750 0.5 10 5 85
F2 Tween 40 750 1 5 5 90
F3 Tween 40 750 2 2.5 5 92.5
F4 Tween 40 750 2.5 2 5 93
F5 Tween 40 750 2 0.5 1 98.5
F6 Tween 40 750 2 15 3 95.5
F7 Tween 40 750 2.5 0.4 1 98.6
F8 Tween 40 750 2.5 1.2 3 95.8
F9 Tween 40 1500 2 15 3 95.5
F10 Tween 40 1500 2 2.5 5 92.5
F11 Tween 40 1500 2.5 1.2 3 95.8
F12 Tween 40 1500 2.5 2 5 93
F13 Tween 80 750 2 15 3 95.5
F14 Tween 80 750 2 2.5 5 92.5
F15 Tween 80 750 2.5 1.2 3 95.8
F16 Tween 80 750 2.5 2 5 93
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6.2 EMULSIYON KARAKTERIZASYONU

6.2.1 Termodinamik Stabilite

Secilen formiilasyonlarin fiziksel stabilitesini degerlendirmek i¢in farkli termodinamik

kararlilik testlerine tabi tutulmustur.
6.2.1.1 Isitma Sogutma Dongiisii
Her bir sicaklikta 48 saat bekletilen bir inkiibator (Niive, Almanya) i¢inde buzdolabi sicakligi

(4 °C) ile 45 °C arasinda alti dongli yapilmis ve bulamklik ve faz ayrimi gdstermeyen

formiilasyonlar bu sicakliklar santrifiije tabi tutulmustur.

6.2.1.2 Santrifiijleme

Formiilasyonlar, 1500 rpm'de 30 dakika santrifiije tabi tutulmus ve faz ayrim
gozlemlenmistir. Dondurarak-¢éziilme dongiisii i¢in gorsel gozlem ile teyit edilen herhangi

bir faz ayrimin1 géstermeyen formiilasyonlar alinmistir.

6.2.1.3 Dondurarak Coziilme Dongiisii

Bu devirler 48 saat boyunca -20°C ile 25°C arasindaki formiilasyonlar i¢in gergeklestirilmistir.
Bir dondurma-¢6zme dongiisii, -20 °C'de 24 saat siireyle nanoemiilsiyonun depolanmasini,
ardindan 24 sat siireyle 25 °C'de saklanmasini igermektedir. Bu {i¢ buz eritme donglisi
gergeklestirilmistir ve nanoemiilsiyonun fiziksel stabilitesi gozlemlenmistir (Gupta et al.

2010).

6.2.2 Partikiil Biiyiikliigii

Ortalama parikiil boyutu ve polidispersite indeksi Malvern Mastersizer 2000 kullanilarak

Olciilmiistlir. Hazirlanan her biri 20 pL 6rnekler, 1 ml saf su i¢inde seyreltilmistir.
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6.2.3 Zeta Potansiyel

Emiilgatorler sadece mekanik bir bariyer olarak degil ayn1 zamanda yaklasan yag damlaciklar
arasinda itici elektrik kuvvetleri {iretebilen ve kaynagmaya engel olan yiizey yiikleri olan zeta
potansiyeli yardimi ile olusurlar. Negatif zeta potansiyeli ne kadar yiiksekse, damlaciklarin
net yiikii o kadar yiiksek olur ve emiilsiyon daha kararlhidir. Zeta potansiyel degerleri -30
mv'den diigiikse genel olarak yiiksek bir fiziksel kararlilik derecesine isaret eder. Emiilsiyon
kararliligimin kontroliinde damlacik ebadi ve zeta potansiyeli belirgin parametrelerdir (Gupta

etal. 2010). Asagida anlatilan prosediire gore zeta potansiyel incelenmistir.

Ortalama parikiil boyutu ve polidispersite indeksi Malvern Mastersizer 2000 kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Hazirlanan her biri 20 pL 6rnekler, 1 ml saf su i¢inde seyreltilmistir (Araujo et

al. 2010). Emiilsiyon kararliligini degerlendirmek i¢in bu 6zellikler 3 ay boyunca izlenmistir.

6.2.4 Kinetik Stabilite- Kremlesme Testi

Kremlesme, daginik faz ve dispersiyon ortami arasindaki belirgin yogunluk farkina dayanan
emiilsiyon fazlariin ayristirllmasidir. Kremlesme istenmeyen bir siiregtir. bununla birlikte,
diizgiin sarsildiginda geri dondiiriilebilir bir siirectir. Kremlesmeyi 6nlemek i¢in, daginik fazin

ve dispersiyon ortaminin yogunluk farki ¢ok yiiksek olmamalidir (Ali vd. 2013).

Termodinamik stabiliteden gegen formiilasyonlar, kremlesme testi kullanilarak kinetik
stabilite calismalarina tabi tutulmustur. Nanoemiilsiyon numuneleri (10 mL) test tiiplerine (13
mm i¢ ¢ap ve 100 mm yiikseklik) aktarilmistir ve daha sonra oda sicakliginda 30 giin boyunca
depolanmistir. Depolamadan sonra, se¢ilen zaman araliklarinda, iistte bir krem tabakasina ve
altta seffaf (veya bulanik) bir serum tabakasina ayrilip ayrilmamasi halinde nanoemiilsiyonlar
gozlemlenmistir. Daha sonra, yercekimine karsi fiziksel goriiniislerine gore kararli ya da

kararsiz olarak kategorize edilmistir.

6.2.5 Sicakhik Kontrollii Stabilite- pH ve Viskozite Ol¢iimleri

Nanoemiilsiyonlar 30 giin siireyle 25 °C ve 4 °C'de depolanmis ve dnceden belirlenmis zaman

araliklarinda viskozite ve pH degerleri belirlenmistir. Nano emiilsiyonlarin viskozitesi
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Fungilab Smart L Viskometre (Fungilab, ispanya) ile bir AISI 316 mili kullamlarak belirlenmistir.
Formiilasyonlarin goriiniir pH's1 bir pH metre ile dl¢iilmistiir (Hanna HI 2020, UK).

6.2.6 Partikiil Bityiikliigii ve Morfoloji

Nanoemiilsiyonlarin boyut, boyut dagilimi ve zeta potansiyeli, Zetasizer Nano-S (Malvern,
Ingiltere) ile dinamik 151k sag¢ilmas1 (DLS) ile analiz edilmistir. Analiz, 25 ° C'lik bir
sicaklikta tic kez gergeklestirilmistir ve emiilsiyonlar analizden once bir oran (1: 100 v / v)
oraninda damitilmis su ile seyreltilmistir. Polidispersite indeks araligi 0-1 arasindadir.
Nanoemiilsiyon morfolojisi, alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FESEM, FEG450,
Quanta) ile 5 ila 10 kV arasindaki calisma voltaj1 ile goriintiilenmistir. Bir damla seyreltik
nano emiilsiyon bir karbon filmine damlatilmistir ve 6rnekler altin ile argon atmosferi altinda

kaplanmustir.

6.2.7 -13C- NMR Analizi

Zeytinyagl ve nanoemiilsiyonlarin (taze ve 30 gilinliikk depolamadan sonra) niikleer manyetik
rezonans (3C NMR) spektrumlari, 300 MHz / 54 mm Ultra Shield Plus NMR kullanarak bir
tetrametilsilan dahili standardi ile 17 ° C'de CDCls iginde analiz edilmistir (Burker, Ultra long
hold time).

6.2.8 Fourier Transform Infrared Spekroskopisi (FTIR)

Zeytinyag1 ve nano emiilsiyonlarin kizilotesi spektrumu(taze ve 30 giinliik depolama sonrasi)
400-4000 cm-1 araliginda Fourier transform infrared spektrofotometre (Thermo Fisher
Scientific, Nicolet 1S10, ABD) kullanilarak ozonun nanoemiilsiyonlar ic¢inde varligini

dogrulamak tizere belirlenmistir.

6.2.9 Antimikrobiyal Aktivite Testi- Zon Testi

Ozonlanmis yag ve ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin bakteri suslarinda seyreltmelerle
(1:1) (v/v) olusan antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Ozonlanmis yag ve ozonlanmis
yag nanoemiilsiyonlar1 sirasiyla zeytinyagi ve su ile seyreltilmistir. Negatif kontrol

zeytinyagidir. Test edilen suslarin hassasiyetini belirlemek i¢in pozitif referans standartlari
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olarak Gentamisin (5 mg / ml) kullanilmigtir. Numuneler (5 uL), Gram pozitif Staphylococcus
aureus'a (Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu No.6538) ve Gram-negatif Escherichia coli'ye
(American Type Culture Collection No0.25922) karsi inhibisyon yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Tryptic Soy Broth, bakteri suslarinin biiyiitiilmesi i¢in (gece boyunca 37
°C'de ve aerobik kosullar altinda) kullanilmistir. Daha sonra agar seyreltme yontemi bakteri
suslari ile 37 °C'de (pH = 7.4) 24 saat boyunca degerlendirilmistir. inhibisyon bdlgesinin cap1

(D, mm) Sl¢iilmiistiir. Tiim deneyler ticer defa yapilmustir.

6.2.10 istatiksel Analiz

Tiim veriler, ii¢ benzer deneyin ortalama + standart sapmalari olarak ifade edilmistir.
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BOLUM 7

BULGULAR VE TARTISMALAR

7.1 OZONLANMIS YAG SISTEMLERININ HAZIRLANMASI

Ozonlanmig yag nanoemiilsiyon sistemlerinin optimum formiilasyonu, nanoemiilsiyon
sistemleri su, ylizey aktif madde ve yag ile uygun oranlarda formiile edilebildiginden yag-
surfaktan-su  kombinasyonlarmin  degerlendirilmesi  ile  belirlenmistir.  Ozonlamis
nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 Cizelge 6.1’de gosterilmistir. Bu calismada, temelde, bir
nanoemiilsiyonun uygun tasarimi goéz Oniine alinarak dort onemli faktér arastirilmistir.
Ozonlanmig zeytinyagina en uygun bilesimleri degerlendirmek igin siirfaktan / yag oraninin
(SOR), siirfaktan konsantrasyonunun, karistirma hizinin ve stirfaktan tiiriiniin partikiil ¢ap1 ve

emiilsiyon stabilitesi iizerindeki etkisi arastirilmistir.

7.2 TERMODINAMIK STABILITE

Nanoemiilsiyonlar, birbiri i¢ine gerekli ylizey aktif madde igeren ara yliz tabakasina sahip
kiiciik kiiresel damlaciklar seklinde dagilmis iki fazdan olusur (McClements and Rao 2011).
Bu sistemle temel olarak termodinamik kararhiliklarindan farkli olan nanoemiilsiyon ve
mikron alti emiilsiyonlar hazirlamak miimkiindiir. Nanoemiilsiyonlar termodinamik olarak
kararli iken, submikronlar termodinamik olarak kararsizdir ve bu da toplanmaya, topaklasma,
birlesmeye ve nihai faz ayrilmasina neden olur (Uluata vd. 2016).Baslangicta, ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlari, Cizelge 6.1'de (F1 ila F4) listelenen SOR (0.5, 1, 2 ve 2.5) degisimi

acisindan formiile edilmistir.
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Cizelge 7.1 750 rpm'de Tween 40 ile formiile edilen ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin
termodinamik stabilitesi.

Termodinamik Stabilite
Nanoefnﬁlsiyon SOR Stirfaktan Isitma-Sogutma N Donfjurma-
Formiilasyonu (%) (viv) AmS08U Santrifiij Cozme
Donglist Dongiisu

F1 0.5 5 X X X

F2 1.0 5 X X X

F3 2.0 5 ol ol v

F4 25 5 V ol V

F5 2.0 1 X X X

F6 2.0 3 ol ol v

F7 25 1 X X X

F8 2.5 3 ol v v

Formiilasyonlar (F1 ila F4) icin termodinamik kararlilik testleri kullanilmis ve sonuglar
Cizelge 7.1'de gosterilmistir. Cizelge 6.1 de goriildiigii gibi F3 ve F4, formiilasyonlarinda 2 ve
2.5 SOR ile hazirlanan testlerden gegirilmistir.

Yiizey aktif madde konsantrasyonunun termodinamik kararlilik {izerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in, termodinamik olarak gecirilmis ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlari
Cizelge 6.1'de listelenen farkli yiizey aktif madde konsantrasyonu yiizdeleri (% 1 ve % 3) ile
yeniden formiile edilmistir. Sonuglar, % 1 (v / v) yiizey aktif cismi ile formiile edilen
ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlar1 (F5 ve F7) termodinamik olarak kararsizdir (Cizelge 7.1).
Boylece, daha iyi analizler, SOR'larin (2 ve 2.5) ve siirfaktan konsantrasyonlarinin (% 3 ve %
5 (v/v)) optimize edilmis termodinamik olarak stabil ozonlanmis yag nanoemiilsiyon

formiilasyonlar1 ile gerceklestirilmistir.

7.3 PARTIKUL BUYUKLUGU, DAGILIM VE ZETA POTANSIYELI

7.3.1 Surfaktan- Yag Oranimin (SOR) Etkileri

Baslangigta, 750 rpm karistirma oraninda yiizey aktif madde olarak Tween 40 ile {iretilen

emiilsiyonlarin ortalama parcacik c¢api, pargacik boyutu dagilimi ve zeta-potansiyeli

tizerindeki SOR etkisi arastirilmistir.
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Cizelge 7.2 Secilen ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlariin, 750 rpm'de Tween 40 ile formiile
edilmis partikiil boyutu analizi ve 30 giin sonraki stabilitesi (kremlesme testi).

0. GUN 30. GUN

Nanoemiilsiyon Zeta Zeta Kremlesme

. Y d(nm) pdl potansiyeli d(nm) pdi potansiyeli $
Formiilasyonu Testi

(mV) (mV)

F6 212.7+0.2 | 0.040 -28.3+0.1 238+0.8 0.176 -18.4+£1.2 N

F3 225.2+0.3 0.091 -21.5+£0.2 276+1.5 0.127 -12.8+£0.9 N

F8 158.3+0.4 | 0.074 -21.2+0.3 244+1.3 0.124 -16.3+1.3 N

F4 155.140.2 | 0.063 | -18.5+0.5 | 262+0.9 | 0.291 -13.5+1.1 \

Cizelge 7.2 de goriildiigii gibi, ortalama partikiil boyutu SOR'a olduk¢a bagimlidir, artan SOR
ile pargacik boyutu azalmistir. Artan SOR ile pargacik boyutunun azaltilmasi, daha once
bagka arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Ostertag et al. 2012, Polychniatou et al. 2014,
Uluata et al. 2016, Komaiko and McClements. 2015).

Damlaciklarin  emiilsiyonda nasil dagildigint degerlendirmek igin, ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlarinin  PDI'st belirlenmistir (Cizelge 7.2). Sonuglar, yiiksek kararlilikla
monodispers emiilsiyonlar1 gdsteren diisiik PDI degerlerini (<0.1) gostermektedir (Cizelge
7.2). Incelenmesi gereken bir baska énemli parametre, karsilikli elektrostatik itme nedeniyle
emiilsiyonlarin stabilitesine karsilik gelen nanotermlerin zeta potansiyelidir ({ potansiyeli).
Z-potansiyelindeki (sifira dogru) artis, hizli sedimantasyona neden olacak daha biiyiik
partikiillerin olusumunu gésterir (Polychniatou, 2014). Cizelge 7.2°de gorildiigi gibi, yiiksek
SOR'larda (2.5) ortalama pargacik boyutunda bir azalma olmasina ragmen, bu nano

emiilsiyonlarin (-potansiyelinde hafif bir artis tespit edilmistir.
7.3.2 Karnistirma Hizinin Etkisi
Yiizey aktif cismi olarak Tween 40 vasitasiyla liretilen emiilsiyonlarin ortalama pargacik ¢api,

parcacik boyutu dagilimi ve zeta-potansiyeli lizerindeki karigma hizinin etkisi 1500 rpm'de

karistirma hizinin arttirilmasiyla aragtirilmistir.
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izelge 7. rpm'de Tween 40'a gore secilmis ozonlanmis yag. nanoemiilsiyonlarinin
Cizelge 7.3 1500 'de T 40'a go ilmi 1 5 tilsiyonl
partikiil boyutu ve 30 giin sonraki stabilitesi (kremlesme testi).

0 GONLUK 30 GONLUK
d(nm) Pdl Zeta d(nm) pdl zeta Kremlesme
testi
F9 2404+05 | 0163 | -252+02 | 216210 | 0.182 | -20.120.6 X
F10 3154202 | 0283 | -26.0+0.1 | 372.0:09 | 0298 | -19.6:08 X
F11 2505502 | 0270 | -23.9403 | 2462+13 | 0232 | 21.7£03 X
F12 3182404 | 0331 | 229+04 | 336.7:1.5 | 0348 | -17.8x12 X

Cizelge 7.3’de goriildiigli gibi, yiiksek stabiliteye sahip (yliksek C-potansiyeli) diizensiz
emiilsiyonlar1 belirten yiiksek PDI degerleri (> 0.1) olan her iki SOR (2 ve 2.5) i¢in nano
emiilsiyonlarin ortalama partikiil caplar1 hafif¢e artmaktadir (~ 300 nm'ye kadar). Daha once,
diisiik enerjili yontemin, yeterince yiiksek siirfaktan diizeyleri (SOR'lar) kullanildiginda,
sofistike veya pahali liretim ekipmanina ihtiya¢ duymadan nanoemiilsiyonlar iiretmek icin
uygun oldugu gosterilmistir. (Ostertag ve McClements. 2012). Bununla birlikte, siirfaktan
konsantrasyonundaki artis (% 3 ila % 5) ortalama ¢ap1 hafifce artirir (Cizelge 7.3), bu da

yiiksek karisim hizlarinda ¢ok daha az siirfaktan gerektiginden bir avantajdir.

7.3.3 Yiizey Aktif Madde Tiiriiniin Etkisi

Bircok ¢alisma, spontan emiilsifikasyonla olusan damlaciklarin boyutunun, siirfaktan tiiriiniin
biiyiik 6l¢iide etkilendigini bildirmistir (Ostertag and McClements. 2012, Polychniatou et al.
2014, Komaiko and McClements 2015). Sonuglar, siirfaktanlarin ara HLB degerlerinin
yaklasik 15 oldugu zaman (Komaiko and McClements 2015, Pouton 1997) en kiigiik pargacik
boyutuna ulasildigimi gostermistir. Yiizey aktif maddenin hidrofobik fazdaki afinitesi,
nanoemiilsiyon olusumunda 6nemli bir rol oynadigindan, ozonlanmis yag nanoemdiilsiyonu

olusumu ig¢in iki surfaktan (Tween 40 ve Tween 80: HLB yaklasik 15) se¢ilmistir.
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Cizelge 7.4 Tween 80 vasitasiyla 750 rpm'de formiile edilmis seg¢ilmis ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlarinin partikiil boyutu ve 30 giin sonraki stabilitesi (kremlesme

testi).
0 GUNLUK 30 GUNLUK
d(nm) pdl zeta d(nm) pdl Zeta Kremlesme testi
F13 216.9 0.234 -21.6 214.5 0.212 3.97 X
F14 311.6 0.412 -19.7 293 0.213 -17.4 X
F15 275.9 0.439 -17.1 253.9 0.319 -28.3 X
F16 303.8 0.419 -22.6 281.9 0.234 -18.5 X

Cizelge 7.4, her iki SOR i¢in nanomemiilsiyonlarin ortalama tanecik ¢aplarinin, Tween 80 ile
formiile edilen yaklagik 200 nm oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, Tween 80 ile
hazirlanan nano emiilsiyonlar Tween 40'a kiyasla daha yiiksek PDI degerlerine sahip gibi
gozikmektedir (Cizelge 7.4). Bu sonu¢ emiilgator tipinin PDI {izerine olan etkisini

gostermekte ve bu da 6nceki ¢alismalarla dogrudan korelasyon gostermektedir (Polychniatou
etal. 2014).

7.4 DEPOLAMA, KINETIK VE SICAKLIK STABILITESI

Nanoemiilsiyon sistemleri, faz ayrimina karsi kendiliginden bir egilime sahip olsalar da, uzun
kinetik kararliliga sahip olabilirler ve damlaciklarin nispeten kiiclik boyutlarindan dolayi
kiimiilasyona veya ¢okelmeye karst makul derecede direnglidirler (Polychniatou et al. 2014).
Damlacik boyutunun azaltilmasi yercekimi ayrimma kararliligi biiyiik oOlclide artirabilir;
clinkii Brown hareket kuvvetleri yercekimi kuvvetleri ile ayni diizende bulunur ve
nanoemiilsiyonlarin parcacik yigilmasina olan kararliligini arttirir (Tadros 2004). Bu
calismada, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlar1 oda sicakliginda 30 giinliik kremlesme testine

tabi tutulmus ve yer ¢cekim direncine bagli olarak kararliliklar1 degerlendirilmistir.

30 giin sonra, 750 rpm'de Tween 40 ile formiile edilen ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlari
kararlilik testinden ge¢cmis, ¢cokme ya da herhangi bir kremsi tabaka gortilmemistir. (Cizelge
7.2). Bununla birlikte, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin ortalama parcacik ¢aplari, daha
yiiksek SOR'larda (2.5) artmistir ve ayrica SOR degeri 2 olan nanoemiilsiyonlar i¢in hafif bir
artis tespit edilmistir (Cizelge 7.2). Dahasi, 30 giin sonra, yliksek PDI degerleri (> 0.1) ve
diisiik zeta potansiyelleri (Cizelge 7.2), parcaciklarin bir araya toplanmaya basladigin1 ve

stabilitesini kaybetme egilimine sahip olabileceklerini gostermistir.
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Cizelge 7.3 ve Cizelge 7.4'den goriilecegi lizere, 1500 rpm karistirma hizinda form verilen
ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlart ve Tween 80 ile formiile edilen ozonlanmis yag
nanoemilsiyonlarinin  kremlesme testi basarisiz olmustur (¢cokelme ve faz ayrimi

gbozlemlenmistir).

Cizelge 7.5 Ozonlanmis yag nanoparcaciklarinin kinetik stabilitesi.

Zaman
1. Giin 5. Giin 15. Giin 30. Giin
F6 N N N N
F3 N N N N
F8 N \ N N
F4 N N N N
F9 N N X X
F11 N N X X
F10 N N X X
F12 N N X X
F13 N X X X
F15 N X X X
F14 N X X X
F16 N X X X

Cizelge 7.5, formiile edilmis ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarmin kinetik stabilitesini
gostermektedir. Cizelge 7.5'den goriilecegi lizere, Tween 80 ile formiile edilen ozonlanmig
yag nanoemiilsiyonlar1 ve 1500 rpm'lik karistirma oraninda formiile edilmis ozonlanmis yag

nanoemiilsiyonlar1 sirastyla 5 giin ve 15 giin sonra kararliliklarini kaybederler.

Nanoemiilsiyonlarin stabilitesi dogrudan depolama kosullarina baghdir ve depolama sicakligi
Ozelliklerinden dolayr kararliligi kaybetme egilimi vardir (Kadam et al. 2014). Dolayisiyla,
depolama sicakliginin, pH ve viskozite degerlendirmeleri ile formiile edilmis ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlarinin stabilitesi {izerindeki etkisini arastirmak diisliniilebilir. Daha once,
pH'daki degisikliklerin emiilsiyonlarda flokiilasyonu tesvik edebilecegi bildirilmistir
(Midmore 1999). Dahasi, bir nano emiilsiyonun zeta-potansiyeli pH degerine baghidir (Poluri
2011).
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Sekil 7.1 Formiile edilmis ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin pH degerleri ve sicaklik
kararlilig1.
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Sekil 7.1 (devam ediyor)
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Sekil 7.1'de gosterildigi gibi, tiim nanoemiilsiyon formiilasyonlarmin pH'i depolama

sicakligina olduk¢a bagimlidir. Tiim nanoemiilsiyonlarin pH'1, 25°C'lik depolamadan 30 giin

sonra azalmistir. Ayrica, emiilsiyonlarin 25 © C'de depolanmasi iizerine negatif zeta potansiyel
degerlerinde disiisler tespit edilmistir (Cizelge 7.2-7.4). Sekil 7.1'de goriildiigii gibi, tim nano

emiilsiyonlarin pH degerleri neredeyse sabit kalmistir, bu da nanoemiilsiyonlarin 4°C

depolama sicakliginda oldukga kararli oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 7.2 Formiile edilmis ozonlanmis yag

sicaklik kararlilig.

nanoemiilsiyonlarmin viskozite degerleri ve
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Sekil 7.2 (devam ediyor)
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Sekil 7.2, 25°C'de ve 4°C'de 30 giin depolanan nanoemiilsiyonlarin viskozitelerini
gostermektedir. Tween 40 vasitasiyla 750 rpm'de (F6, F3, F8 ve F4) formiile edilen
ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin viskozite degerleri her iki saklama sicakligi icin
kesinlikle degismemistir (Sekil 7.2). Bununla birlikte, formiilize edilmis nanoemdiilsiyonlarin
geri kalan kismi i¢in 25°C'de kiigiik degisiklikler belirlenirken, degerler 4°C'de neredeyse
sabit kalmistir. Sonug olarak, 750 rpm'de Tween 40 ile formiilize edilen ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlari, stabilite ¢aligmalarina gore tiim formiilasyonlara kiyasla oda sicakliginda
daha kararli olarak degerlendirilmistir. Boylece, secilen nanoemiilsiyon formiilasyonu ile
daha fazla yapisal ve antimikrobiyal aktivite caligmalar yiirtitiilmiistiir; F6, en diisiik ortalama

pargacik ¢apina ve PDI'nin en yiiksek {-potansiyeline sahiptir.
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7.5 MORFOLOJIK VE YAPISAL DEGERLENDIRME

S—— AT} =~

FEI QUANTA FEG 4%

Sekil 7.3 F6 nanoemiilsiyonlarinin SEM goriintiileri (a) (x100.000), (b) 30 giin sonra
(x100.000).
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Sekil 7.3, taze hazirlanmis (Sekil 7.3a) ve 30 giinlilk depolamadan sonra nanoemiilsiyonlarin
(F6) SEM goriintiilerini  gostermektedir (Sekil 7.3b). Sekil 7.3’te gortldigi gibi,
nanoemiilsiyonlar diizgiin kiiresel seklindedir (Sekil 7.3a). Bununla birlikte, nanoemiilsiyon
dagilimi biraz degismis ve 30 giinden sonra bir parcacik aglomerasyonu olusmustur (Sekil
7.3b). FESEM goriintiileri, hazirlanan nanopargaciklarin boyut ve boyut dagilimlarinin DLS

Olctimleri ile iyi uyum i¢inde oldugunu gostermistir.

zeytinyag:

3465

Ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonu

%T

1104

N\
3465 N

30. giinde
ozonlanmis vag
nanoemiilsivonu
1104
<000 800 3200 200 2000 200 1800 1200 1200 1000 620

Sekil 7.4 Zeytinyagi, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonu ve 30. Gilinde ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonun FTIR spektrumlari.

Zeytinyagmin,  ozonlanmis  yag  nanoemiilsiyonlarinin  ve  ozonlanmi§s  yag
nanoemiilsiyonlarinin 30 giin sonra FTIR spektrumu Sekil 7.4 de verilmistir.
Sekil 7.4 den goriilecegi lizere, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarmin FTIR’1 3466, 1745 ve
1104 cm™de pik yaparak ozonoliz reaksiyonu sirasinda yag asidi zincirinde meydana gelen

kimyasal degisiklikleri gostermektedir (John 2004). Ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin
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spektrumunda yagh asit zincirlerinin, C = C baglarindaki zincir par¢alanmasina bagl olarak 2923
cm? ve 2855 cm™’deki (hem -CH,- hem de -CHs- 'de C-H asimetrik gerilmede) tepelerin
yogunlugu beklendigi gibi azalmustir. Boylece, 1104 cm™'deki (ozonit CO germe) pik, ozonitin
varh@im gostermistir. 30 giin sonra, spektrumda bulunan ozonit zirvesi ozonun halen nano
emiilsiyon yapisinda oldugunu gostermistir. Ustelik, 3465 cm ~! 'deki zirve, arastirilan ozonlanmis

yag nanoemiilsiyonlarinin her ikisinde de hidroksil gruplarinin varligina isaret etmektedir.

Zeytinyag:

Ozonlanmus yag
nanoemiilsiyonu

R v 1

30.giinde ozonlanms yag
nanoemiilsivonu

T T T I - lJ 1 T v o T 1

200 180 160 140 120 100 &0 80 w 20 0 pam

Sekil 7.5 30 giin sonra zeytinyagi, ozonlanmis yag nanoemiilsyonu ve ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonun 3C NMR spektrumlari.
30 giinlik depolamadan sonra zeytinyagi, ozonlanmig yag nanoemiilsiyonu ve ozonlanmis

yag nanoemiilsiyonu 3C NMR spektrumu Sekil 7.5'de gdsterilmektedir. NMR analizleri,

ozonlama sirasinda 104 ppm'lik bir sinyalle zeytinyagi tarafindan yapilan yapisal

61



degisiklikleri teyit etmistir (1,2 karbon halkasi, 4-trioksolan) (Sekil 7.5). Daha 6nce baska
arastirmacilar tarafindan bildirilen ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin spektrumunda
bulunmustur (Zanardi 2008). Ayrica, ozonun 30 giin sonra nanoemiilsiyon yapisindan

ayrilmadig da teyit edilmistir.
7.5 ANTIBAKTERIYEL AKTIVITE
Ozonlanmis yaglar, Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler de dahil olmak iizere genis bir

mikroorganizma grubunda genis ¢apta ispatlanmig olan antibakteriyel etkinlikleri nedeniyle
aragtirtlmistir (Serio 2010, Montevecchi 2013, Sechi 2001, Diaz 2005, Almeida 2013).

A: ozonlanmig yag Al: seyreltilmis ozonlanmis yag (1:1) (v/v), B: Zeytin, B1: seyreltilmis 6zler (1:1) (v/v),
K: Kontrol, Ant: Gentamisin. D (mm): Inhibisyon bélgesinin ¢api.

Sekil 7.6 A, Al, B, B1, Kontrol ve antibiyotigin antibakteriyel aktivitesi.

Bu calismada, ozonlanmis yag ve ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin antimikrobiyal

etkinliklerini degerlendirmek i¢in bolge inhibisyon testi yapilmistir (Sekil 7.6).
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Cizelge 7.6 Ozonlanmis yagin ve ozonlanmis yag nanoemdiilsiyonlarinin antibakteriyel
etkisini gosteren inhibisyon zonlarinin ¢ap1 (mm).

Seyreltilmis Seyreltilmis
Bakteri Ozonlavnmls O%onlu Ozonlan'r'n1§ Yag Ozonltl Yag Kontrol Gentamisin
yag Yag (1:1) | Nanoemiilsiyonu | Nanoemiilsiyonu (5 mg/mL)
(VIv) (1:1) (viv)
Staphylococcus 1 9 9.6 9 i 20.3
aureus
Escherl_chla ) ) 9.6 ) ) 226
coli

Inhibisyon bolgesinin ¢ap1 Sekil 7.6'dan olgiilmiistir ve Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli i¢in sonuglar Cizelge 7.6'de gdsterilmistir. Staphylococcus aureus'a karsi olan
tim numuneler, kontrol numuneleri haricinde bir inhibisyon zonuna neden olmaktadir.
Seyreltme yoluyla ozon konsantrasyonu diistiik¢e, inhibisyon bolgesi alani azalir (Cizelge
7.6). Sonuglar ozonlanmis yaglarin antibakteriyel etkilerini nanoemiilsiyon formlarinda da
korudugunu gostermistir. Bununla birlikte, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlar1 numuneleri
haricinde Escherichia coli'ye kars1 herhangi bir inhibisyon zonu tespit edilmemistir. Bu sonug,
bu iki mikroorganizmanin hiicre zari bilesiminin farkliliklarina bagli olabilir (Guerra-Rosas
2017). Gram negatif bakteriler kompleksdir ve hidrofobik bilesiklerin lipopolisakkarid
tabakas1 boyunca diflizyonunu simirlarken, Gram pozitif bakterilerde hidrofobik molekiiller
kalin peptidoglikan tabakasina kolayca niifuz edebilir (Alboofetilen 2014, Wu 2014). Nano
araliktaki damlalarla emiilsiyonlarin Escherichia coli'nin dis zarindan etkin bir sekilde
taginabilecegi ve yaglarin etkili bir sekilde verilmesini saglayarak daha yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye neden oldugu bildirilmistir (Guerra-Rosas 2017). Bu galisma, ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlarinin  hem Staphylococcus aureus hem de Escherichia coli'ye karsi

antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu gostermektedir.
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BOLUM 8

SONUCLAR

Ozonlanmis yag nanoemiilsiyon sistemlerinin optimum formiilasyonu, nanoemiilsiyon
sistemleri su, ylizey aktif madde ve yagdan uygun oranlarda formiile edilebildiginden yag-
surfaktan-su kombinasyonlarinin degerlendirilmesi ile belirlenmistir. Calismada yag olarak
ozonlanmis zeytinyagi, surfaktan olarak tween 80 ve tween 40 iceren emulsiyonlarin
formulasyonu uzerinde calisilmistir. Formulasyonlarin hazirlanmasi sirasinda diisiik hizda
tiretim yontemlerinden EIP kullanilmistir. Bu calismada, temelde, bir nanoemiilsiyonun
uygun tasarimi goz Oniine alinarak dort onemli faktor arastirilmistir. Ozonlanmis zeytinyagina
en uygun bilesimleri degerlendirmek i¢in siirfaktan/yag oraninin (SOR), siirfaktan
konsantrasyonunun, karistirma hizinin ve siirfaktan tiirliniin partikiil ¢apt ve emiilsiyon
stabilitesi lizerindeki etkisi aragtirilmistir. Bu emulsiyon formulasyonlart ile ilgili asagidaki

sonuclara ulasilmistir:

o Ortalama partikiil boyutu SOR'a olduk¢a bagimlidir, artan SOR ile pargacik boyutu
azalmistir. Damlaciklarin  emiilsiyonda nasil dagildigini  degerlendirmek igin,
ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlariin PDI's1 belirlenmistir. Sonuglar, yiiksek
kararlilikla monodispers emiilsiyonlar1 gosteren disiik PDI degerlerini (<0.1)
gostermektedir. Yiiksek SOR'larda (2.5) ortalama pargacik boyutunda bir azalma
olmasma ragmen, bu nano emiilsiyonlarin (-potansiyelinde hafif bir artis tespit
edilmistir.

o Yiiksek stabiliteye sahip (yliksek {-potansiyeli) diizensiz emiilsiyonlart belirten yliksek
PDI degerleri (> 0.1) olan her iki SOR (2 ve 2.5) i¢in nano emiilsiyonlarin ortalama
partikiil caplar1 hafifce artmaktadir (~ 300 nm'ye kadar) . Bununla birlikte, siirfaktan
konsantrasyonundaki artis (% 3 ila% 5) ortalama c¢ap1 hafifce arttirmistir, bu da yiliksek

karistm  hizlarinda ¢ok daha az  siirfaktan  gerekti§inden bir avantajdir.
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Tween 80 vasitasiyla formiile edilen her iki SOR i¢in nanoemiilsiyonlarin ortalama
pargacik ¢aplarinin yaklasik 200 nm oldugunu géstermektedir. Bununla birlikte, Tween
80 ile hazirlanan nano emiilsiyonlarin, Tween 40'a kiyasla daha yliksek PDI degerlerine
sahip oldugu goriilmiistiir.

30 giin sonra, 750 rpm'de Tween 40 ile formiile edilen ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlar1 kararlilik testinden gegmis, ¢cokme ya da herhangi bir kremsi tabaka
gorilmemistir. Bununla birlikte, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin ortalama
pargacik c¢aplari, daha yiliksek SOR'larda (2.5) artmistir ve ayrica SOR degeri 2 olan
nanoemiilsiyonlar i¢in hafif bir artig tespit edilmistir. Dahasi, 30 giin sonra, yiiksek PDI
degerleri (> 0.1) ve disiik zeta potansiyelleri, pargaciklarin bir araya toplanmaya
basladigini ve stabilitesini kaybetme egilimine sahip olabileceklerini géstermistir.

1500 rpm karistirma hizinda form verilen ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlar1 ve Tween
80 ile formiile edilen ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin kremlesme testi basarisiz
olmustur (¢okelme ve faz ayrimi gézlemlenmistir).

Tween 80 ile formiile edilen ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlar1 ve 1500 rpm'lik
karistirma oraninda formiile edilmis ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlar: sirasiyla 5 giin
ve 15 giin sonra kararliliklarini kaybetmislerdir.

Tiim nanoemiilsiyonlarin pH'l, 25°C'lik depolamadan 30 giin sonra azalmistir. Ayrica,
emiilsiyonlarin 25°C'de depolanmasi iizerine negatif zeta potansiyel degerlerinde
diisiisler tespit edilmistir. Tiim nano emiilsiyonlarin pH degerleri neredeyse sabit
kalmistir, bu da nanoemiilsiyonlarin 4°C depolama sicakliginda olduk¢a kararh
oldugunu gostermektedir.

Tween 40 kullanilarak 750 rpm'de (F6, F3, F8 ve F4) formiile edilen ozonlanmis yag
nano emdiilsiyonlarinin viskozite degerleri 4°C ve 25°C de degismemistir. Bununla
birlikte, formiile edilmis nano emiilsiyonlarin geri kalan kismi i¢in 25°C'de kiiciik
degisiklikler belirlenirken, degerler 4°C'de neredeyse sabit kalmistir.

Sonu¢ olarak, 750 rpm'de Tween 40 ile formiile edilen ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlari, stabilite c¢aligmalarina gore tiim formiilasyonlara kiyasla oda
sicakliginda daha kararli olarak degerlendirilmistir. Bdylece, secilen nanoemiilsiyon
formiilasyonu ile yapisal ve antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir; F6, en
diisiik ortalama parcacik ¢apina ve PDI'nin en yiiksek {-potansiyeline sahiptir.
Nanoemdiilsiyonlarin (F6) SEM goriintiileri incelendiginde diizgiin kiiresel seklinde

oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte, nanoemiilsiyon dagilimi biraz degismis ve 30
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giinden sonra bir pargacik aglomerasyonu olusmustur. FESEM goriintiileri, hazirlanan
nanopargaciklarin boyut ve boyut dagilimlarinin DLS 6l¢limleri ile iyi uyum iginde
oldugunu gostermistir.

Zeytinyagmin, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlarinin ve ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlarinin 30 giin sonra FTIR spektrumu incelendiginde, ozonitin varligini
gozlenmistir. 30 giin sonra, spektrumda bulunan ozonit piki ozonun halen nano
emiilsiyon yapisinda oldugunu gostermistir. Ustelik arastirilan ozonlanmis yag
nanoemiilsiyonlarinin her ikisinde de hidroksil gruplarinin varligina isaret etmektedir.
30 gilinliik depolamadan sonra zeytinyagi, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonu ve
ozonlanmis yag nanoemiilsiyonu 3C NMR spektrumu incelendiginde, NMR analizleri,
ozonlama sirasindaki sinyalle zeytinyagi tarafindan yapilan yapisal degisiklikleri teyit
etmistir. Ayrica, ozonun 30 giin sonra nanoemiilsiyon yapisindan ayrilmadigi da teyit
edilmistir.

Staphylococcus aureus'a karst degerlendirilen tiim numuneler, kontrol numuneleri
haricinde bir inhibisyon zonuna neden olmaktadir. Seyreltme yoluyla ozon
konsantrasyonu diistiikce, inhibisyon bolgesi alani azalmistir. Sonuglar ozonlanmis
yaglarin antibakteriyel etkilerini nanoemiilsiyon formlarinda da korudugunu
gostermistir. Bununla birlikte, ozonlanmis yag nanoemiilsiyonlari numuneleri haricinde
Escherichia coli'ye karst herhangi bir inhibisyon zonu tespit edilmemistir. Bu ¢alisma,
ozonlanmig yag nanoemiilsiyonlarinin hem Staphylococcus aureus hem de Escherichia

coli'ye kars1 antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu gostermistir.
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