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O2Z: Son yillarda, biyomedikal uygulamalarda farkli morfolojilere sahip polimerik mikro/nano partikiiller
kontrollii ilag salimi gibi bir¢cok uygulamadaki potansiyelleri nedeniyle ilgi géormektedir. Bu ¢alismada,
polimer kapli mikrobaloncuklardan nanopartikiiller iiretmek icin T-baglantili mikroakigskan cihaz
kullanulmistir. Mikrobaloncuklarin ve nanopartikiillerin morfolojisi ve yapist optik mikroskop, taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve Fourier Doniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FT-IR) kullanilarak iiretim
isleminden sonra incelendi. Elde edilen mikrobaloncuklarin ve nanopartikiillerin ¢ap1 sirastyla 104 + 91
pm ve 116 + 13 nm idi. Soliisyonun akis hizinin nanopartikiillerin ¢api {izerinde 6nemli bir etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Ortaya c¢ikan bu sonuglar, biyomedikal tedavide hiicre nakli, ileri terapotik
uygulamalar ve gida endiistrisi gibi bir¢ok uygulama i¢in ¢ok yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobaloncuk, Polimerik nanopartikiil, Mikroakiskan cihaz, Polivinil alkol

Production and Characterization of Polymeric Microbubble / Nanoparticles Using a Microfluidic
Device

ABSTRACT: In recent years, polymeric micro/nanoparticles with different morphologies in biomedical
applications have gained attention due to their potential in many applications such as controlled drug
release. In this study, a T-junction microfluidic device was used to produce nanoparticles from polymer-
coated microbubbles. The morphology and structure of microbubbles and nanoparticles were performed
after the production process using optical microscopy, scanning electron microscopy (SEM), and Fourier-
transform infrared spectroscopy (FT-IR). The diameter of the produced microbubbles and nanoparticles
was 104 +91 um and 116 + 13 nm, respectively. The flow rate of the solution was found to have a significant
effect on the diameter of the nanoparticles. These results can be very useful for many applications such as
advanced therapeutic applications, cell transplantation in biomedical therapy, and the food industry.
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GIRIS INTRODUCTION)

Mikrobaloncuklar ve nanopartikiil uygulamalarimin hastalik tespiti ve tedavisi, ilaglarin veya
biyoaktif molekiillerin enkapsiile edilmesi ve hedeflenen organlara dogrudan iletilme yetenekleri;
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kimyasal reaktifler, hiicre/enzim deneyleri, genler gibi genis uygulama yelpazesi nedeniyle son yillarda
giderek 6nemi artmaktadir (Fernandez-Fernandez ve dig., 2011; Martinez-Gémez ve dig., 2017; Xu ve dig.,
2011). Polimerik partikiiller, gesitli hastaliklarin tedavisinde goriintiileme ve ilag tasiyici sistem olarak
kullanilmaktadir. Calismalarda polimerik partikiiller kanser tedavisi, diyabet tedavisi ve doku
mithendisligi i¢in kullanilmistir. Yenilik¢i immiinoterapi (otoimmiin hastaliklarin tedavisi veya kanser
tedavisi i¢in immiinostimiilasyon) ve endotelyal hastalik terapisi alanlarinda polimerik partikiiller artan
bir rol oynamaktadir ( Liu ve dig., 2017). Polimerik tasiyicilar, kanser ve diger hastaliklarda ilaclarin yavas
salinmasi ve hedefli tedavi icin klinik 6ncesi ve klinik olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Jain ve dig.,
2012). Polimer tastyicilarin partikiil boyutu, iiriiniin biyo-dagilimini yoneten ana parametrelerden biridir
ve ayrica ilaglarin biyoyararlanimi i¢in de kritik bir 6neme sahiptir (Banerjee ve dig., 2016; Kumar ve dig.,
2015).

Spreyle kurutma, elektrohidrodinamik teknikler, ¢Okeltme, faz ayrilmasi gibi polimerik
mikropartikiillerin hazirlanmasina yonelik cesitli geleneksel yontemler vardir (Cam ve dig., 2019a). Bu
yontemlerle tek tip nano Olgekli partikiiller iiretilemez (Peltonen ve dig., 2010). Monodispers (tek
dagilimli) mikrobaloncuklar geleneksel hazirlama yontemlerinin aksine, tek adimli mikroakiskan bazli bir
yontem kullanilarak elde edilir (Pancholi ve dig., 2008).

Mikroakigskan teknikler, gaz basimnci ve sivi akisinin kolay kontrolii gibi 6zellikleri nedeniyle
monodispers mikrobaloncuklarin/partikiillerin {iretimini saglarlar (Garstecki ve dig., 2004; McEwan ve
dig., 2016). Dahasi, bu teknik, baloncuklarin tek bir adimda ve diger tekniklerden daha uygun maliyetle
tiretilmesine izin verir. Literatiirde T kavsaklar, akan veya capraz akisli cihazlar ve akis odakli kilcal
borular gibi cesitli cihaz geometrilerine sahip mikroakiskan yontemleri arastirilmistir. Bu yontemler
arasinda T-baglanti cihazi, yiiksek oranda homojen ve oOlgeklenebilir baloncuk {iretmenin en kolay
yontemlerinden biridir. Polimer ¢0zeltisi gaza ulastiginda baloncuklar olusur, genisler ve diismeye baslar.
Gaz basinc, akis hizi ve polimer ¢ozeltisinin fiziksel 6zellikleri baloncuk boyutunu ve dagilimini etkileyen
ana parametrelerdir (Elsayed ve dig., 2016). Tek dagilimlilik, ilag verme sistemlerinde kullanilan
mikrokapsiiller icin ¢ok onemlidir, ¢linkii mikrokapsiillerin in vivo dagilimi ve biyolojik hiicreler ile
etkilesimi partikiil boyutundan 6nemli Olciide etkilenir. Tek dagilimli mikrokapsiiller biyoyararlanimi
artirabilir ve istenmeyen yan etkileri sinirlayabilir. Ayrica partikiil boyutu ve nanopartikiillerin ylizey
Ozellikleri, parenteral uygulamadan sonra hem pasif hem de aktif ila¢ hedeflemeyi gerceklestirmek igin
basitce kontrol edilebilir (Giindiiz ve dig., 2013).

Cok islevli partikiiller, ilag tasiyici sistemler icin dogal ve sentetik biyopolimerlerden yapilabilir.
Sentetik polimerler biyouyumlu, parcalanabilir ve iyi mekanik &zellikleri nedeniyle arastirmalarda
genellikle tercih edilir (Cam ve dig., 2019b; Cesur ve dig., 2019). Doku miihendisligj, ilag tasiyici sistem ve
rejeneratif tipta 6nemli bir rol oynar. Polivinil alkol (PVA) diisiik toksisite, iyi kimyasal stabilite ve iyi
esneklige sahip suda ¢oziiniir bir sentetik biyopolimerdir (Martinez-Gémez ve dig., 2017). Ilag tastyict
sistemler, yara Ortiisii ve yapay kan damarlar:1 gibi biyomedikal ve farmasotik alanlarda yaygin olarak
kullanulir (Jiang ve dig., 2011).

Bu ¢alismada, PVA biyopolimer esash mikrobaloncuklar tiretmek i¢in T-baglantili mikroakiskan cihaz
kullanilmistir. Daha sonra bu mikrobaloncuklarin patlamasiyla oldukga diizgiin boyut, sekil ve yapida
polimer nanopartikiilleri elde edilmistir. Cozeltinin yogunluk, viskozite ve ylizey gerilimi gibi fiziksel
ozellikleri incelenmistir. Baloncuk ve partikiillerin optik mikroskop, taramali elektron mikroskobu ve
Fourier dontisimlii

MATERYAL VE YONTEM (MATERIAL AND METHOD)

Polivinil alkol (PVA, Molekiil agirl1$1=89,000-98,000,% 99 hidrolize) Sigma Aldrich firmasindan satin
alind1.
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Cozeltinin Hazirlamas: ve Karakterizasyonu (Preparation and Characterization of Solution)

Agirlikca % 0.3 PVA, yaklasik 1 saat siireyle manyetik karistiricida (Wise Stir®, MSH-20 A, Almanya)
120 °C'de sicaklikta, 10 ml saf su igerisinde ¢ozlinduriildi.

Cozeltinin fiziksel karakterizasyonu bir viskozimetre, piknometre ve yiizey gerilim cihazi
kullanilarak yapildi. Yogunluk, standart bir 10 ml lik yogunluk sisesi (DIN ISO 3507- Boru Cam, Tiirkiye)
kullanilarak 6l¢iildii. Cozeltinin yiizey gerilimi degerleri, platin halkali bir kuvvet tansiyometresi (Sigma
703D, Dikkat, Almanya) ile 6l¢lilmiistiir. Viskozitesi ise dijital viskozimetre (DV-E, Brookfield AMETEK,
ABD) ile ol¢iildii. Tiim deneyler, oda sicakliginda (23°C) yapild:.

Cihaz Tasarimi ve Yapimi (Device Design and Construction)

Calismada, mikrobaloncuklar/nanopartikiiller {iretmek i¢in kullanilan T-baglant1 cihazi Sekil 1'de
gosterilmektedir. Cihaz, CNC ile isleme kullanilarak polimetilmetakrilat (PMMA) ile imal edilmistir.
Cihaz, mikrobaloncuk iiretim iglemi sirasinda yiiksek basinglara dayanacak sekilde tasarlanmistir. I¢ capi
ID =100 pum ve dis ¢cap1 OD = 1.6 mm olan teflon FEP (florlanmus etilen polipropilen) kilcal borular, PMMA
bloguna (22 x 27 x 15 mm) gomiilmiistiir.

Sekil 1. (a) T-baglantili mikroakiskan sistem, (b) mikrobaloncuk iiretim asamas, (c) polivinil alkol (PVA)
polimeri kullanilarak iiretilen mikrobaloncuklarin optik mikroskop goriintiileri ve (d) baloncuk

patlamasi ile elde edilen polimerik nanopartikiiller
Figure 1. (a) T-junction microfluidic system, (b) microbubble production stage, (c) optical microscope images of microbubbles produced using
polyvinyl alcohol (PVA) polymer, and (d) polymeric nanoparticles obtained by bubble burst

Mikrobaloncuk Uretimi (Microbubble Generation)

Mikrobaloncuk ve nanopartikiillerin iiretim asamasit Sekil 1'de gosterilmektedir. Gaz ve ¢ozelti ile
beslenen mikro kanallarin giris ve ¢ikislarini baglamak igin teflon FEP tiipti (ID = 100 pm) kullanildi. T-
baglanti cihazinin iist borusu, kontrollii basing altinda N2 saglayan bir basing manometresine baglandi.
Cozeltinin akis hizi, dijital olarak kontrol edilen siringa pompasina (NE-300, New Era Pump Systems, Inc.,
ABD) monte edilmis 10 mI'lik bir plastik siringa kullanilarak kontrol edildi. Cozelti ve gaz, iki dik kilcal
kisim arasindaki kesisme noktasinda bulusturuldu. Mikrobaloncuklar daha sonra T-baglantis: altinda yer
alan kilcal borudan ¢ikarak tiretildi. Baloncuklar cam slaytlar tizerinde topland.
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Baloncuk ve Nanopartikiil Karakterizasyonu (Bubble and Nanoparticle Characterization)

Uretilen mikrobaloncuklarin ve nanopartikiillerin 6zelliklerini incelemek igin bazi karakterizasyon
testleri yapilmistir. Mikrobaloncuklarin ve nanopartikiillerin morfolojisi ve yapist optik mikroskop ve
SEM kullanilarak belirlendi. Boyut analizi, mikrobaloncuklarin morfolojik dagilimi, tek tip olup
olmadiklari ve yapilari optik mikroskop altinda incelenerek analiz edildi (Olympus AnalySIS, ABD). Cam
slaytlar iizerinde toplanan kabarciklar, ortam kosullar1 (23 °C) altinda kurutuldu. Uretilen
nanopartikiillerin boyutunu ve morfolojisini karakterize etmek igin taramali elektron mikroskopisi (SEM,
EVO LS 10, ZEISS) kullanildi. Goriintiilemeden 6nce, nanopartikiillere bir Quorum SC7620 Mini Sprey
kaplayici kullanilarak altin-paladyum piiskiirtiildii. Ayrica PVA nanopartikiillerinin baglanma yapilarin
ve fonksiyonel gruplarini incelemek icin Jasco FI/IR-4700 model bir FTIR cihazi kullanildi. Tiim
spektrumlar 4 cm-1 ¢oziiniirliikte 4000-400 cm-1 ¢oziiniirliikte alinmistir.

SONUC ve TARTISMALAR (RESULTS and DISCUSSIONS)

Bir T-baglant1 cihazi kullanilarak mikrobaloncuklarin patlamas: ile cesitli monodispers polimerik
nanopartikiiller iiretildi. Mikrobaloncuklar elde etmek i¢in, karistirma alanina iki farkli kanaldan biri
polimer ¢ozeltisi digeri N2 gazi verilir. Polimer ¢ozeltisinin gazi emmesiyle iiretim baslar. Kapsiillenmis
mikrobaloncuklar ¢ikis kilcal kanalindan asag1 akar ve baloncuklar olusur (Kucuk ve dig., 2018). Elde
edilen baloncuklarin boyutlar1 gaz ve sivi akis hizindan etkilenir (Gunduz ve dig., 2012). Bunun yarusira
viskozite ve yiizey gerilimi, monodispers mikrobaloncuk olusumunu etkileyen en 6nemli faktorlerdir.
Polimer konsantrasyona bagli olarak degisirler (Parhizkar ve dig., 2015). Polimer ¢ozeltisinin yiizey
gerilimi 42.90 mN/m ve viskozitesi 280 mPa.s olarak o6lctildi.

Mikrobaloncuklarin Optik Mikroskop Sonuclar: (Optical Microscope Results of Microbubbles)

T-baglant1 cihazinin 1. girisine agirlik¢a % 0.3 PVA ¢ozeltisi enjekte edildi, giris 2'ye ise N2 gazi
pompalandi. Mikrobaloncuklarin {iretiminde, gaz basinci 40 kPa'da sabit tutuldu ve akis hizlar1 40'dan
100 pl/dakikaya yiikseltildi. Mikrobaloncuklarin optik mikroskop goriintiilerine gore (Sekil 2), akis
hizindaki artis mikrobaloncuklarin ¢apini 115 + 50 um'den 104 + 91 um'ye diisiirdii. Bu sonuca gore
mikrobaloncuklarin daha diizenli ve monodisperse oldugu gozlenmistir (Parhizkar ve dig., 2013).
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Sekil 2. Farkl akis hizlarinda {iretilen mikrobaloncuklarin optik goriintiileri ve cap dagilimi a) 40 pl /

dak b) 100 ul / dak
Figure 2. Optical images and diameter distribution of microbubbles produced at different flow rates a) 40 ul / min b) 100 ul / min

Nanopartikiillerin SEM Sonuglar1 (SEM Results of Nanoparticles)

Mikrobaloncuklarin patlamas: ile elde edilen nanopartikiillerin SEM goriintiilerine (Sekil 3) gore,
ortalama caplar1 sabit 40 kPa gaz basincinda 40 pl/dakika igin 198 + 35 nm ve 100 pl/dakika iginse akis
hizin arttirilmasinin nanopartikiil biiyiikliigiinii azalttig1 gozlenmistir. Bu da yiiksek akig hizinda tiretilen
nanopartikiillerin daha homojen ve muntazam boyutta oldugunu gosterdi.
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Sekil 3. Farkli akis hizlarinda {iretilen nanopartikiillerin taramali elektron mikroskopisi (SEM)
goriintiileri ve ¢ap dagilimi: a) 40 ul / dak ve b) 100 pl / dak

Figure 3. Scanning electron microscopy (SEM) images and diameter distribution of nanoparticles produced at different flow rates: a) 40 ul /
min and b) 100 ul / min

FTIR Analizi (FTIR Analysis)

Saf PVA polimeri ve elde edilen polimerik nanopartikiiliin fonksiyonel gruplarini arastirmak igin
FTIR analizi yapilmistir (Sekil 4). Saf PVA polimerinin bilesimi, 450-4000 cm™ araliginda elde edilen FT-
IR spektrumlari ile teyit edildi. Sekilde goriildiigii gibi, PVA karakteristik kizilotesi bantlar 3286 cm-1'de
O-H germe ve 1116 cm-1'de C=O germe (Roberts ve dig., 2002) gozlendi. Saf PVA tozlarinin ve elde edilen
nanopartikiillerin spektrumlari karsilastirildiginda, saf PVA ve PVA nanopartikiillerinin spektrumlari,
baz1 ekstra absorpsiyon pikleri disinda biiyiik 6lciide benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4. a) Saf PVA tozlar1 b) Elde edilen PVA nanopartikiillerinin FTIR spektrumu
Figure 4. FTIR Spectra of a) pure PVA powders b) the resultant PV A nanoparticles.

SONUC (CONCLUSION)

Bu calismada, monodispers polimer kapli mikrobaloncuklardan nanopartikiil iiretmek igin T-
baglantili mikroakiskan cihaz kullandik. Cozeltinin akis hizinin nanopartikiillerin ¢api {izerinde onemli
bir etkiye sahip oldugunu gordiik. Mikrobaloncuklar ve nanopartikiillerin optik mikroskop ve SEM
gorintiileri incelendiginde, agirlikca % 0.3 PVA ¢ozeltisi, 40 kPa basing ve 100 ul / dakika akis hizi ile
optimize edildi. Mikrobaloncuk ve nanopartikiillerin capi sirasiyla 104 + 91 um ve 116 + 13 nm idi. Elde
edilen bu sonuglara gore, T-baglantili mikroakiskan sistem oniimiizdeki ¢alismalarda 6zellikle ilag tastyici
sistemler ile kontrollii salim gibi terapotik uygulamalarda kullanilmak icin biiyiik bir potansiyele sahiptir.
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