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Cret Humik asitler (HA'lar), antiinflamatuar ve antioksidan

O zelliklere sahip fenoller ve karboksilik asitler dahil olmak tzere
¢ok ¢es itli fonksiyonel gruplardan olug an makromolekullerdir.
HA'lar sadece alkali kos ullarda sulu ortamda tamamen ¢ 6 zinir.
Notr pH'ta, OH/OOH gruplarinin protonasyonu, hidrofobik bir
¢ekirdek iceren misel benzeri yapilarin olus umuna neden olur.
Pluronic F127 (PF127), hidrofobik etkiles imler yoluyla HA'larla
etkiles ime girebilen ylzey aktif madde 6 zelliklerine sahip
noniyonik ve toksik olmayan bir blok kopolimerdir. Bu ¢alis mada,
farmaso tik uygulamalar i¢in HA-PF127 yapilarinin potansiyelini
belirlemek Gzere bu etkiles imler incelenmis tir. Kullanilan HA'lar
fenol (%15.92), karboksilik (%13.70) ve 13C NMR, GC-MS ve FTIR
ile karakterize edilen dider aromatik gruplardan olus uyordu.
Bas langicta, HA-PF127 etkiles imleri, PF127'nin CMC'sinde bes
kat azalma ile tanimlandi. HA:PF127 molar oraninin etkileri,
mekanik karis tirma altinda dogal olarak olus an HA'larin PF127
dispersiyonlarina eklenmesiyle incelenmis tir. En ylksek oranlar
olan 1:8 ve 1:80, sirasiyla yaklas 1k 100 nm'lik misel alti
agregalarin ve -28.37 ve -30.23 mV'lik zeta potansiyellerinin

olus umunu destekledi. HA-PF127 yapilari
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yaklas 1k 0.43'luk bir polidispersite ile kireseldi. Bu sonuglar,
aralarindaki etkiles imin

HA'lar ve PF127 kararl nanopartikdller Gretir. Bu
nanopartikiller, hidrofobik biyoaktif maddeler i¢in bir
tas 1yici olarak ve bir antioksidan veya anti-inflamatuar
ajan olarak kullanilabilir. Bildigimiz kadariyla, bu ¢calis ma

HA-PF127 nanopargaciklarini gelis tirmeye yonelik ilk giris imdir.

Anahtar kelimeler Himik asitler Pluronic F127
Nanopartikiller Farmasd tik uygulama
Antiinflamatuar ajan ilac tas 1yici

giriis

Humik maddeler (HS), karasal toprak, dogal su ve tortudaki
bitkisel ve dogal kalintilarin ¢ irimesinden kaynaklanan organik
maddelerdir (Mac carthy 2001). Himik maddeler tg farkh
fraksiyondan olus ur: hiiminler, fulvik asitler ve humik asitler
(HA'lar).

HA'lar, tanimlanmamis kimyasal maddelere sahip makromolekullerdir.

mens ei ve ekstraksiyon/tretim kos ullarina gore degis en
biles imler. HA'lar, karboksilik asit, fenol, enol, alkol, kinon, eter
ve digerleri dahil olmak Uzere ¢ok sayida fonksiyonel grup igerir
(Sposito 1986; Stevenson 1982). OH gruplari, HA'larin hidrofilik
kisimlarina kars ilik gelirken, aromatik halkalar ve alifatik
zincirler, hidrofobik karakterlerine katkida bulunur ve yuzey aktif

madde 0 zelliklerine yol acar.
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HA'larin yapisindaki OH/OOH gruplari, bu organik asitlerin
insan sagligina faydali olan ¢es itli & zelliklerinden sorumludur.
Protonsuz hale getirildiginde, HA'lar bir virlistin katyonik bé Igelerini
badlayabilir, bdylece virisun hiicre ylzeyine baglanmasini ve
¢ogalmasini engeller (Neyts ve digerleri, 1992). Bu 6 zellik ayrica
antiinflamatuar (Junek ve ark. 2009) ve antimutajenik/desmutajenik
etkileriyle (Ferrara ve ark. 2006) ilis kilidir. HA'lar yapilarinda
antioksidan 6 zellik saglayan birg ok fenolik gruba sahiptir. Fenoller,
serbest radikalleri yakalayarak, zincir reaksiyonlarini 6 nleyerek ve
demir ve bakir gibi metalleri baglayarak elektron donatérleri
olarak hareket eder ve bu nedenle metal katalizi ile serbest radikal
olus umunu engeller (Rice-Evans ve ark. 1997). HA'lar ayrica UV-
g6 rinir aralikta absorbe edebilir ve bu nedenle glines
kremlerinde, yas lanma kars 1ti kremlerde ve genel olarak cilt
bakim Grtinlerinde kullanim potansiyeline sahiptir (Klocking ve
ark. 2013). Bu dogal ¢ zelliklere ek olarak, HA'lar hidrofobik
biles iklerle kompleks olus turarak onlari suda ¢6zinar hale
getirebilir (Martini ve ark. 2010).

HA'larin tanimlanmis  bir bileg imi yoktur. Diger H2S
fraksiyonlarindan, nétr-alkali kos ullar olarak tanimlanan suda
¢6zunudrlige dayal olarak ayirt edilirler (Stevenson 1982). pH'a ek
olarak, ortamdaki katyonlarin varhgi HA'larin ¢ 6 zanarlaguna
etkileyebilir (Von Wandruszka ve ark. 1997). Alkali ortamlarda,
HA'lar tamamen ¢ & zUnUr ¢ Gnkd OH gruplari deprotone edilir ve
bu negatif yakli gruplarin itilmesi, molekdllerin gergin bir
konfiglrasyon almasina neden olur. pH'in diig mesi veya bir
¢ O zeltiye katyonlarin eklenmesi ile bu negatif yukli gruplar
yeniden protonlanir ve ylk itmesi en aza indirilir. Bu degis iklik,
molekullerin kivrilmasina ve hidrofobik ¢ ekirdeklere ve hidrofilik
yuzeylere sahip psé domiseller adi verilen kompakt yapilar
olus turmak Gizere bir araya gelmesine neden olur (Von

Wandruszka et al.

1997; Von Wandruszka 2000). Suda, HA'larin hem ¢ 6 zinir hem
de ¢6zlinmez fraksiyonlari vardir. Kluc’a’kova” ve Pekar™ (2005)
tarafindan 6 nerilen mekanizmalara gére, HA'larin ¢6ztnar
fraksiyonlari ¢6zinmuis molekdller olarak ve ayris mis halde
bulunabilirken, ¢ 6 ziinmeyen fraksiyonlar iyon degis tirici gibi

davranarak gevre ile etkiles ime girebilir ve H'yi serbest birakmak ?

iyonlar ¢ 6 zeltiye girerken, anyonlar ¢6ziinmez kalir.
Amfifilik molekuller olarak HA'lar, yiizey aktif maddelerle

hidrofobik ve elektrostatik etkiles imler yoluyla etkiles ime girer
(Ishiguro ve Koopal 2011; Matsuda
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et al. 2009; Otto ve ark. 2003). Otto ve ark. (2003) , HA'larin CMClyi
iki kat azalttigini go sterdi.

anyonik bir ylizey aktif madde olan sodyum dodesil slfat (SDS),
misel alti HA-SDS kiimelerinin olus umunu diis Gndarr. Tki

biles ik arasindaki elektrostatik itme ile bile, hidrofobik etkiles im
daha 6 nemliydi. Bildigimiz kadariyla, farmaso tik uygulamalarda
kullanim i¢in HA'lar ve slrfaktanlar arasindaki etkiles imleri

aciklayan higbir rapor mevcut degildir.

Pluronic F127 (PF127), PEO-PPO-PEO U¢lu blok yapisindan
olus an blok kopolimerler grubuna ait iyonik olmayan bir yizey
aktif maddedir. Bu ti¢ blokta PEO, poli(etilen oksit)'tir (hidrofilik
kisim) ve PPO, poli(propilen oksit)'dir (hidrofobik kisim). Tim blok
kopolimerler arasinda PF127 en az toksik olanlardan biridir ve bu
nedenle uzun yillardir yara ve yanik iyiles tirme/tedavisi igin
kullanilmaktadir (Schmolka 1972). PF1270'in dis Uk toksisitesi ve

yuksek biyouyumlulugu, bu siirfaktanin bir ilag tas 1yicisi olarak

kullaniimasini ¢ ekici kilmaktadir (Foster ve ark. 2009; Taha ve ark.

2014). Onceki birkag calis ma, PF127'nin diger yiizey aktif
maddelerle etkiles iminin arttigini gé stermis tir.

stabilitesi ve aktif biles iklerin nifuz etme ve diflizyon & zellikleri

(Antunes ve digerleri 2011; Zhang ve digerleri 2011).
Bu calis mada, farmasétik icin tek bas na veya bir ilag

dagitim sistemi olarak yararl olan nanopartikillerin teknolojik

Uretimi potansiyeli olan HA-PF127 etkiles imlerini inceledik.

Malzemeler ve yo ntemler

Malzemeler

Hem ticari HA'lar hem de PF127, Sigma-Aldrich'ten (Isvigre) satin

alindi. Tim deneysel ¢alis malarda ultra saf su kullanilmis tir.

Kati HA'larin karakterizasyonu

Element analizi

Karbon, nitrojen, hidrojen ve kukurt i¢ erikleri, bir Fisons-EA-1108
(Thermo Scientific, MA, ABD) kullanilarak yanma toplu element

analizi ile kantitatif olarak belirlendi.
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Kati hal 13C NMR spektroskopisi

HA'larin kati hal 13C NMR spektrumlari, 100 MHz'de
rezonansa giren bir Bruker 400 Gzerinde yuksek guglu
ayris tirma programi (HPDEC) kullanilarak elde edildi.

D6 ndirme hizi, 4 mm Zr rotor kullanilarak 10 kHz'de tutuldu.

Piroliz - gaz kromatografisi - kutle spektroskopisi

HA'larin pirolizi, bir kdl firninda 650 C'de 10 dakika stireyle
gergekles tirildi. Isitma sirasinda olus an buharlar, dikloro
metan ile toplandi ve ¢ikarilan buharlar, He akis gazi ve
HP-5 MS %5 difenil ve %95 dimetilpolisiloksan (30 m9 + 0.25
mm) i¢eren bir Agilent 5975C tek dé rt kutuplu GC-MS

kullanilarak analiz edildi. 9 0.25 Im) ayirmada kullaniimis tir.

Tespit edilen biles ikleri tanimlamak icin &P Standart
Referans Veritabani kullanildi.

Fourier donus Umu kizild tesi (FTIR) analizi

Kati HA'larin FTIR analizi, bir Thermo Scientific Nicolet 6700
spektrofotometre Gzerinde yapildi.

Peletler, 2 mg kati HA'larin 200 mg KBr ile karis tirilmasi ve
karis imin 7 t'de 10 dakika boyunca vakum altinda
preslenmesiyle hazirlandi. Performansin dalga boyu araligi
4000-400 cm-1 ve ¢ zUnurligu 4 cm-1 idi.

PF127 ve HA'lar arasindaki etkiles imler

Kritik misel konsantrasyonu (CMC)

PF127 ve HA-PF127'nin CMC degerleri caydiricydi

oda sicakliginda bir iletkenlik 6I¢er Digimed DM-32'de
iletkenlik 6 I¢ imleri kullanilarak ¢ikarild.

PF127 dispersiyonlari, manyetik karis tirma altinda 50 ve

3000 mg L-1 (%0.005 ve 0.30) arasindaki bir konsantrasyonda

hazirlandi. HA-PF127 deneyleri igin, 700 rpm'de ve 25°C'de
1 saat mekanik karis tirma altinda PF127 dispersiyonlarina
10 mg L-1 kati HA ilave edildi. Daha sonra ¢ 6 zeltiler, ¢c6 ken
HA'lari uzaklas tirmak i¢in 80 g kalitatif filtre kagidi ile
suzlldd. Dagilmig HA'larin nihai konsantrasyonu 6 mg idi .
L-1 t¢ kopya halinde gergekles tirildi.

. tahliller

HA - PF127 nanopargaciklarinin hazirlanmasi

PF127 dispersiyonlari as agidaki konsantrasyonlarda
hazirlandi: %0.1, 1.0 ve %5.0 w/v. PF127 dispersiyonlarina,
700 rpm'de ve 25°C'de 1 saat mekanik karis tirma altinda
kati HA'lar ilave edildi. Daha sonra olus an dispersiyonlar,
¢Okelen HA'lari uzaklas tirmak icin 80 g kalitatif filtre kagidi
ile stzuldu. Coken fraksiyon, HA bas langig kitlesinin
yaklas 1k %40'ini i¢eriyordu. Boylece 6 mg L-1 HA'dan (10
mg L-1 bas langi¢ HA'lar1) 1:80, 1:800 ve 1:4000 HAs:PF127
mol oranlarina sahip soltsyonlar yapildi . En yliksek molar
oran (1:8), %0.1 PF127 dagilimina 55 mg L-1 HA'lar (100 mg
L-1 bas langig HA'lar) eklenerek yapilmis tir. Suiginde 10
mg L-1 HA soltisyonu ve HA icermeyen %0.1, 1.0 ve %5.0 w/
v PF127 solusyonlari kontrol olarak kullanildi. Tahliller Gg
kopya halinde gergekles tirildi.

HA-PF127 nanopargaciklarinin karakterizasyonu
Boyut, ¢oklu dagilim indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli

HA-PF127, PF127 ve HA yapilarinin boyutu, ¢oklu dagiima
indeksi ve zeta potansiyeli, bir Autosizer 4700, Zetasizer
Nano (Malvern) i¢inde dinamik is 1k sagilimi (DLS)
kullanilarak 6 ¢ Gldu. Ekipman her numuneyi on kez
ol¢mus tar.

taramali elektron mikroskobu

HA-PF nanopargaciklarinin morfolojisi (1:80 molar oran),
numune kurutulduktan ve 1,5 nm iridyum ile kaplandiktan
sonra taramali elektron mikroskobu (SEM) ile dogrulandi.
Analiz, 20 kV hizlandirici voltajda galis an bir Quanta FEG
250 mikroskobu kullanilarak gergekles tirildi.

Sonuglar ve tartis ma

Kati HA'larin karakterizasyonu

Ko keni/dzutleme is lemine bagli olarak HA biles imindeki
dedis kenlik nedeniyle, bu ¢alis mada kullanilan biles igi
karakterize etmek gerekliydi. Bu ¢alis mada kullanilan
HA'larin CNHS element analizi s u sonuglari verdi: C'nin
%38,13'U, H'nin %3,21'i, N'nin %0,66'sI ve S'nin %0,36'sl.
Oksijen ve
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inorganik biles enler, biles igin geri kalanini olus turdu.
Sonuglar, 6 zellikle yazarlarin toplam HA biles iminin
%55.60' olarak nitelendirdigi karbon konsantrasyonu
acisindan Sigma-Aldrich'in (Sidiqui ve ark. 2009) HA'lart ile
ilgili dnceki calis malarindan farkhdir. Bu fark, tedarikgi
tarafindan belirtilmeyen farkh ekstraksiyon kaynaklarindan
veya biles igin farkli saflik seviyelerinden kaynaklaniyor
olabilir.

Fonksiyonel gruplar, HA'lara farmaso tik 6 zelliklerini
veren OH ve COOH'nin varligini belirlemek igin kati hal 13C
NMR spektroskopisi ve piroliz-GC/MS ile karakterize edildi.

S ekil 1a'da sunulan HA'larin 13C NMR spektrumlari, Pretsch
ve diderlerinin raporlarina gore alifatik, aromatik, karboksilik
ve tiyokarbonil gruplarindan 13C'nin kimyasal kaymalarina
kars 1lik gelen tepe noktalari sergiler .

(2000). Alifatik gruplarin varlidi, d50 ile 0 ppm arasindaki
sinyalle dogrulanirken, aromatik gruplarin varlidi, d 160 ile
100 ppm arasindaki yogun bir sinyalle belirtilir. d 150
ppm'deki omuz, bir fenolik grubun varligini gé sterir. d 190
ve 160 ppm arasindaki sinyal, HA'larda karboksilik gruplarin
varligina kars 1lik gelir. Muhtemelen tiokarbonil gruplarina
kars 1lik gelen d 240-220 ppm araliginda daha az yogun bir
sinyal vardir. D6 rt tepe noktasinin rezonans integralleri
Tablo 1'de gé sterilmektedir. I¢erikleri, her bir biles ik icin
tepe alaninin ylzdelerinin toplami olarak hesaplandi.
Aromatik gruplar, fenolik gruplari da igeren toplam

biles imin %56,18'ine tekabll etmekteydi, ¢unku bu gruplari
ayri ayri entegre etmek mumkan degildi. Alifatik ve
karboksilik asitler sirasiyla toplam biles imin %24.77'sine ve
%13.70'ine kars 1lik geldi ve tiyo karboniller toplam pik
alaninin %5.35'ine kars 1k geldi.

HA'larin pirolize ekstraktinin GC-MS kromatogrami, $ ekil
1b'de g6 sterilmis tir. Onbes pik belirlendi ve tim biles ikler
Tablo 2'de listelendi. I¢erikleri as agidakilerin toplami
olarak hesapland:
her biles ik i¢in pik alaninin yuzdeleri.

Karboksilik asitler, piroliz is lemi sirasinda CO2'deki termal
bozunmalarindan dolayi tanimlanmamis tir . Fenolik gruplar
toplam bileg imin %15.92'sine kars ilik gelirken, diger tim
aromatikler toplam biles imin %82.05'ine kars 1lik geldi.
Analiz, alifatik gruplarin toplam biles imin %2.03'Une

kars ilik geldigini go sterdi.
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GC-MS ile karakterize edilen ylksek alkilbenzen igerigi ve
dus uk alifatik grup igerigi, aromatik hidrokarbonlari

olus turan alifatik zincirlere bagli aromatik halkalarin termal
bozunmasiyla ag iklanabilir (Abbt-Braum ve digerleri 1989;
Schulten 1987).

S ekil 1¢, kati HA'larin FTIR spektrumunu go stermektedir
ve Gunzler ve Gremlich (2002)'ye gére yorumlanmis tir.
Alifatiklerin varhgi, 2917 ve 2848 cm-1'de C-H'nin iki germe
bandi ve 1380'de (duzlem iginde) ve 1030 cm-1'de (diizlem
dis inda) iki bikilme bandiyla kanitlandi. 1030 cm-1'deki
bant, tiokarbonillerin C=S gerilmesine de atfedilebilir. 1615
cm-1'de 1500'den 1800 cm-1'e kadar belirgin bir zirve
g6zlemledik C=C ve C=0 germe bant@rd6is;chid0de
cm-1'deki omuz, karboksilik asitlerin veya ketonlafifPeRasik
gerilmesinin bir sonucu olabilir. Ketonlar diger iki
karakterizasyon yo ntemiyle tanimlanmadigindan, bu omuzu
karboksilik asitlerin varligina bagladik. Karboksilik asitler
ayrica C-O'nun 1093-1030 cm-1 b Igesindeki esneyen
titres im bantlarini ve C-O-H'nin diizlemde 1380 cm-1'de
bukulmesini agiklayabilir aromatikler 1600 ila 1585 cm-1
arasinda ve 690'da gorinur cm-1 ve 912 cm-1'deki pik, bu
gruplardaki C-H deformasyonuna kars ilik gelir. Hidroksil
germe bantlari (3691-3436 cm-1 )CHfl&4rekt&ulunan fenolik
ve karboksilik asitlerin bir sonucu olabilir.

(t karakterizasyon y&é ntemi birbirini tamamliyordu.

FTIR spektrumu, aromatik ve fenolik/karboksilik gruplarin
C=C ve C=0 germe bantlarina kars ilik gelen buyuk bir tepe
noktasi i¢eriyordu, ¢ inki ne 13C NMR ne de GC-MS,
HA'larda ketonlarin varligini gé stermedi. FTIR'da
aromatiklere kiyasla alifatiklerin dis Uk yogunluklu pikleri,
diger karakterizasyon yo ntemleriyle uyum igindeydi. 13C
NMR ve GC-MS kullanarak karboksilik asitlerin ve fenollerin
toplam HA'larin sirasiyla %13.70 ve %15.92'sini

olus turdugunu belirledik.

Bu sonug lar, literatirde Sigma-Aldrich'ten HA'lar igin
bulunan degerlerle uyumludur (Baigorri ve digerleri. 2009;
Shin ve digerleri. 1999). Bdylece, HA'larin yaklas 1k %70.00',
sudaki HA yapilarinin polar olmayan ¢ekirdegine katkida
bulunan hidrofobik biles enlerden olus ur.
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S ekil 1 Bu ¢calis mada
kullanilan HA'larin
karakterizasyonu. 13C NMR
spektrumu (a). HA'larin (b)
pirolize ekstraktinin GC -
MS kromatogrami. FTIR
spektrumu (c)
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Tablo 1 Bagil yogunluk dagilimi

Fonksiyonel gru Kimyasal kayma (ppm Goreceli yogunluk (%
ve fonksiyonelin kimyasal y grup 4 yma (ppm) yog )
kaymasi tiokarbonil 240-220 535
Bu ¢alis mada kullanilan Karboksilik asit 190-160 13.70
HA'nin 13C NMR

. Aromatik 160-100 56.18
spektrumundaki gruplar

alifatik 50-0 24.77
Tablo 2 Piroliz-GC/ ile elde Birles tirmek Rt (dK) Bolluk (%) Taban (m/2)
edilen biles iklerin zaman
tutma, bolluk ve baz m/z'si toluen 4.58 38.42 91

i i 5.41 2.03
Bu ¢alis mada kullanilan HA'larin dimetilheksan 57,114
MS'si etilbenzen 7.19 5.92 91,106

Ksilen (izomer) 7.43 14.27 91,106

Ksilen (izomer) 8.16 5.66 91,106

Metil-etilbenzen (izomer) 10.40 213 105, 120

Metil-etilbenzen (izomer) 10.44 1.88 105, 120

Fenol 11.13 11.05 66, 94

Trimetilbenzen (izomer) 11.42 2.90 105, 120

Trimetilbenzen (izomer) 12.34 2,46 105, 120

metilfenol 13.45 2,76 79,90, 108

kresol 14.11 2.1 77,91, 108

Naftalin 17.31 4.04 102, 128

Metilnaftalin (izomer) 20.47 2,85 115, 141

Metilnaftalin (izomer) 10.93 1.45 115,141

PF127 ve HA'lar arasindaki etkiles imler

Kritik misel konsantrasyonu (CMC)

PF127 ve HA'lar arasindaki etkiles imler ilk olarak

elektriksel iletkenlik 6 1¢ tmleri kullanilarak PF127 ve
HA-PF127'nin CMC belirlemeleri kullanilarak
incelenmis tir. '"CMC' olarak is aretlenen egimdeki ani
degis iklik S ekil 2'de g6 sterilmektedir. PF127 icin
CMC degeri 822 mg L-1'dir (%0,082), bu daha 6 nce
bildirilen degerlerle kars 1las tirilabilir duzeydedir
(Sezgin ve ark. 2006; Vasilescu ve Bandula 2011). HA-

Humik maddeler arasindaki etkiles imler ve
surfaktanlar daha & nce Otto ve diderleri tarafindan incelenmis tir.
(2003). Yazarlar hiimik maddelerin miselizasyondan
6 nce SDS agregasyonunu arttirdigini ve daha 6 nemli
hidrofobik etkilere neden oldugunu go sterdi. Ayrica
pozitif yukli setiltrimetilamonyum bromur (CTAB) ile

himik maddeler arasinda kararli iyon ¢iftleri
olus mus tur.

Ces itli AH/PF127 oranlarinin etkileri

PF127 i¢in CMC, 160 mg L-1 (%0,016) idi. Bas ka bir deyis le$ ekil 3, ilk PF127 konsantrasyonunun fonksiyonu

HA icermeyen PF127 ile kars 1las tirldiginda CMC
degerinde bes kat azalma olmus tur. 10 mg L -1
HA'larin eklenmesinden sonra, tim analizlerde

yaklas 1k 4 mg L-1 ¢6ktl (%40). Bu nedenle PF127,
misel benzeri yapilarda yalnizca HA'larla etkiles ime girdi.

123

olarak HA'lar, PF127 dispersiyonlari ve HA-PF127
yapilariicinis 1k sagilimi kullanilarak elde edilen
hidrodinamik ¢aplarin Yogunluk (Iad6 ) ve Sayi (Nad)
dagihimlarini gésterir. Tablo 3, ayni numuneler igin
zeta potansiyelini gé stermektedir.
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S ekil 2 PF127 ve HA-PF127'nin CMC belirlemeleri. PF127 (a).
HA-PF127 (b)

S ekil 3a, b, suda olus an HA'larin misel benzeri
yapilarina kars ilik gelir. dagitimi
¢cap yaklas 1k 100-1000 nm arasindaydi ve maksimum
yaklas 1k 300 nm'deydi. Ek olarak, yaklas 1k 10.000
nm ¢apinda kig Uk bir misel benzeri yapi populasyonu
da tespit edildi. Iad6é'dan hesaplanan baskin
Nad'a gore ortalama ¢ap 342 nm idi.

S ekil 3¢, 10 ila 100 nm arasinda degis en PF127
%0.1 misellerinin ¢aplarini go stermektedir.
HA:PF127'nin 1:80 oranindaki HA'larin varlidi, yaklas 1k
10 nm'deki zirveyi buyuk 6l¢ ide azaltti ve HA
ps6 domisellerinin zirvesini 100-1000'den 100-500
nm'ye hafif¢e kaydirdi, bu da PF127 ile karis 1k
misellerin olus umunu das Gndirdd. Bununla birlikte,
Nad (S ekil 3d), dagilimda 5 nm PF127 misellerinin
baskin oldugunu g6 stermektedir. S ekil 3e, f, 1:800'de

HA misel benzeri yapilarda PF127'nin hafif bir s ekilde dahil gdilsh@i€li 59 FFRﬂHPG'éW@HkiIenebilecegini gosterir. en diis tkte

orani, 100 ila 600 nm arasinda degis en boyutlarda
ve dagilimda 5 nm PF127 misellerinin baskin oldugu
HA-PF127 yapilari olus turur. 1:4000 oraninda (S ekil
3g, h), yuzey aktif madde misellerine kars ilik gelen
Iad6 tepe noktalari korunurken veya yalnizca kig Uk
dedis ikliklere maruz kalirken, buytk ¢apli
poptilasyonlar 100-10.000 nm araliginda ortaya ¢ ikti.
Bu deneyde, daha yuksek yuzey aktif madde
konsantrasyonlari, HA misel benzeri yapilarla

etkiles ime girmeden molekuller arasi baglarin

olus umunu induklemis olabilir. 1:80 ve 1:800 oranli
deneylere benzer s ekilde Nad, dagilimdaki ana

populasyonun PF127 misellerinden olus tugunu & ne surlyor.

Son olarak, $ ekil 3i, j, en yuksek HA-PF127 oranini
(1:8) temsil eder. Iad6 , PF127 misellerinin sayisinda
bir azalma ve surfaktanin HA yalanci misellerine dahil
edilmesini 6 nermektedir. Bunun nedeni, HA'lardaki
aromatik gruplar ile yuzey aktif maddeden gelen PPO
arasindaki hidrofobik etkiles imler olabilir. Nad
bu oran i¢in dagilimdaki baskin populasyonun yaklas 1k
100 nm ¢apinda HA - PF127 yapilarindan olus tugunu
g0 sterir. Bu sonuclar, HA'lar ve PF127 arasindaki
etkiles imlerin siki dizilimi glglendirebilecegini ve HA-
PF127 yapilarinda uyumlu bir ¢ ekirdek olus turabilecegini
goO stermektedir (Lee ve digerleri 2011; Manaspon ve
digerleri. 2012). Daha hidrofobik bir ¢ ekirdege sahip olan
bu nanopargaciklarin polar olmayan biyoaktif biles ikleri
yakalama olasiligi daha yuksek olacaktir (Owen ve digerleri
2012; Wei ve digerleri. 2009).

Cap dagilimlarina ek olarak, HA'larin varhgi, PF127
misellerinin polidispersitesini yaklas 1k 0,27-0,43
degerlerinden %0,1 ve %1,0'a ytkselterek a¢iklanan
etkiles imleri dogruladi.

Tablo 3, zeta potansiyeli analizinin sonuglarini
g6 stermektedir. 6 mg L-1'deki HA'lar i¢in biraz negatif
degerler (-3,25 mV) ve 55 mg L-1'deki HA'lar i¢in daha
yuksek degerler (-32,03 mV) 6l Gldu ; Olgrl(pGid- PF127
miselleri i¢in hafif negatif degerler 6 I¢aldu.

topaklas maya egilimli dispersiyonlarin dus Uk
stabilitesine sahiptir. PF127 dispersiyonlarina 1:8, 1:80
ve 1:800 oranlarinda HA'larin eklenmesi, sirasiyla
-28,37,-30,23 ve -15,52 mV gibi ylksek negatif zeta
potansiyel degerleri ile sonuglanir. Bu, strfaktanin

S ekil 4'te g6 sterildigi gibi HA psé domiselleri ile
etkiles ime girdigini ve zeta potansiyel degerinin
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b S ekil 315 ik sagilimindan elde edilen hidrodinamik ¢ap igin yogunluk ve S ekil 4, HA-PF127 yapilarinda HA'lar ve PF127 arasindaki
sayl dagilimlari. HA'lar 6 mg L-1 (a). cj igin: PF127 %0,1, 1,0 ve %5,0 (kesikli olasi etkiles imi go stermektedir.

¢izgi) ve HA-PF127 (kalin ¢izgi). Oran HA:PF (mol/mol) 1:80 (a ve b). 1:800 (c

) o Bas langigta PF127, CMC'sinin Gzerinde oldugu igin
ve d). 1:4000 (e ve f). 1:8 (g ve s). Veriler, her bir Gglu tahlilin ortalama

. ) kendiliginden miseller halinde birles ir. HA'larin ¢6zinur fraksiyonu
6 lgumlerini temsil eder.

sulu ¢6zelti, ndtr pH'ta bazi OH/OOH gruplarinin

deprotonasyonundan kaynaklanan yik itme nedeniyle

molekuller arasi ayris maya ugrar (Kluc’a’kova” ve Pekar”
orani (1:4000), zeta potansiyeli degeri, dagilimdaki fazlaliklari 2005; Von Wan druszka ve digerleri 1997; Von Wandruszka
nedeniyle PF127'nin misel yapilarina kars ilik gelir. 2000). PF127'nin sudaki stabil olmayan miselleri HA'larla

etkiles ime girer

daha 6 nce hidrofobik ilaglar i¢in bildirildigi gibi (Lee ve ark.
Tablo 3 HA'larin zeta potansiyeli, PF127 dagilimlari %0,1, 1,0 ve %5,0 w/v 2011; Zhang ve ark. 2011). Bu hidrofobik etkiles imler, HA-
konsantrasyonlarinda ve farkli HA:PF127 oranlari i¢cin HA-PF127 PF127'nin tek ba§ ina HA'lardan daha bUyUk ve daha

hidrofobik ¢ ekirdegine katkida bulundu; bu, polar olmayan

Yapi Zeta potansiyeli (V) ilaglari yakalama ve ilag dagitimi i¢in mevcut nanopartikillere

yeni bir alternatif olarak hareket etme yeteneklerini artirabilir.

Sahip olmak

6mg L-155 3,251 0,71
mg L1 32,035,229 Antioksidan ve antiinflamatuar aktivite gibi HA'larda
PF127 suda bulunan etkilere sahip ilaglarin kapsillenmesinden sinerjistik
%0,1 371£1,00 bir etki elde edilebilir. HA'larin bu aktiviteleri arttirmasi ve
%1.0 6,02 0,64 uygulanan ilaglarin gerekli konsantrasyonunu dus Grmesiyle
sonuglanmasi beklenmektedir.
%5.0 -3,96 £ 1,61

HA:PF127 l:mol
orant(motmol S ekil 5, SEM yoluyla elde edilen 1:80 mol orani icin HA-

18 28372617 PF127 yapilarinin morfolojisini g6 stermektedir. GO riintuler,

1:80 -30,23 +3,88

1:800 15524369 HA- varligina kars 1lik gelen, yaklas 1k 70-100 nm ¢apinda,

B -15,52 ¢ 3,

kiimelenmemis kuresel yapilari g6 stermektedir.
1:4000 -4,68 £ 1,97
0 o 1 P
N T B > o \‘: >
H10 o = Self-assembl U A i
{- = o _— Yy > M HAs (solid)
PF127 PF127 micelles
Deprotonation of
OH/OOH groups and
intermolecular

disaggregation of HAs

HA-PF127
nanoparticles Hydrophobic interactions

S ekil 4 PF127 miselleri ile HA'larin misel benzeri yapilari arasindaki etkiles imin ve HA- PF127 nanopargaciklarinin olus umunun s ematik go sterimi
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S ekil 5 HA-PF127 yapilarinin taramali elektron mikroskobu
1:80 HA:PF127 mol orani igin suda olus ur

PF127 yapilari, HAs pseudomi hiicreleri ve PF127 miselleri
ile denge halindedir.

Beklendigi gibi, HA-PF127'nin boyutlari, SEM gériintuleri
ile kars ilas tinldiginda DLS'den daha ylksekti. Bunun
nedeni, DLS'nin pargaciklarin gergek ¢aplarindan daha
buyuk olan hidrodinamik ¢aplari 6 I¢ mesidir (Sokolova ve
ark. 2011).

Birlikte, bu sonuglar HA - PF127 yapilarinin elektrostatik
olarak kararli nanopartikiller oldugunu go stermektedir.
Potansiyel olarak antioksidan veya anti enflamatuar ajanlar
olarak hareket edebilirler ve hidrofobik biyoaktif biles ikleri
yapis kan ¢ekirdeklerinde tutabilirler.

Sonuglar

13C NMR, GC-MS ve FTIR analizi, bu ¢alis mada kullanilan
HA'larda fenollerin ve karboksilik gruplarin bulundugunu ve
bunlarin antioksidan ve antienflamatuar ajanlar olarak
hareket etme potansiyellerine is aret ettigini gé sterdi.
HA'lar ve PF127 arasindaki etkiles imler daha fazlaydi.

daha yuksek HA:PF127 oranlari kullanildiginda uygundur
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ve hidrofobik bir ¢ekirdege sahip kuresel ve elektrostatik
olarak kararli nanopartikdller tretti. Sonuglar, HA-PF127
nanopargaciklarinin farmasé tik uygulamalar ve biyoaktif
biles ikleri hapsetmek i¢in umut verici oldugunu gé sterdi.

Tes ekkir Bu ¢alis ma CNPq (Ulusal Bilimsel ve Teknolojik
Gelis im Konseyi) ve Fapesp (Sdo Paulo Eyaleti Aras tirma
Destedi Vakfi) tarafindan desteklenmis tir.
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