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This study offers a simple and cost-effective method to develop easy-to-use microfabrication technique to
be used for producing and manipulating chitosan particles. The production process was optimized, and the
produced particles were characterized and tested for antimicrobial activity, as depicted in Figure A.
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Figure A. Preparation of antibiotic loaded chitosan particle in microplatform

Purpose: This study aims to develop a simple and cheap method for fabricating microplatforms to produce
polymer nanoparticles

Theory and Methods: Two different microfluidic systems have been designed and fabricated without the
need for conventional microfabrication techniques. The first system was designed by combining an insulin
syringe with narrow tubing. The second system was designed using web-based drawing tools and patterned
on plexiglass with CNC engraving. Chitosan particle formation was successfully performed inside the
fabricated devices with the option to manipulate production conditions to control the size of particles.
Particles were characterized by DLS and SEM imaging. Particles have also been loaded with Ampicillin to
investigate their antibacterial capability.

Results: The developed microsystems have been shown to be suitable for producing particles and
successfully control the production parameters such as flow rate and flow rate ratio. Produced particles
exhibited good characteristics such as size (in range of 39 to 771 nm). Ampicillin loaded particles have
showed significant inhibition against Gram positive and Gram negative bacteria.

Conclusion: These results showed the proposed microfabrication method and designed microsystems can
be used in entrapment of drugs molecules into polymeric nanoparticle without need of specialized
laboratories and expertise. In this respect, it is estimated that this study will make an important contribution
by removing some limitations in the microfabrication field for many researchers and lead to the development
of new techniques.
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Son arastirmalar, ilaglarin yan etkilerini azaltirken kontrollii uygulanmasini saglayan yontemlere odaklanmustir.
Capraz bagli hidrojeller, nanotastyici olarak yaygm kullanima sahiptir. Ideal parcaciklarin iiretiminde uygun
yontemlerin gelistirilmesi igin birgok yaklagim vardir. Mikroteknolojilerdeki ilerlemeler, kontrollii ilag salim
sistemlerini tiretmek igin ¢6ziim olarak goriilmiistiir, ancak 6zel laboratuvarlar gerektirmesi nedeniyle sinirlt
kalmaktadir. Bu ¢aligmada, antibiyotik ytiklii kitosan parcaciklarinin iiretimi i¢in basit bir yontem Onerilmistir.
Siringa tabanli akis odaklama sistemi (dis ¢apt 1 mm, i¢ ¢apt 120 um) ve bilgisayarli sayisal kontrol (CNC)
yardimiyla tasarlanan 250 pm genisliginde ve 100 pm derinliginde mikrokanal olmak tizere iki farkli tasarim
uretilmistir. Parcaciklarin iiretimi igin c¢apraz baglayici ajan olarak Sodyum Trifosfat (TPP) kullanilnus ve
konsantrasyon ve akis hizlariin parcacik olusumuna etkileri incelenmistir. Parcaciklarin, siringa tabanli sistemde
iiretilebildigi, ancak homojen olmadig: goriilmiistiir. CNC mikrokanal ile iretilen pargaciklarin 39 ila 771 nm
arasinda degisen boyutlarda oldugu SEM analizleri ile belirlenmistir ve CNC mikrokanalin, diisiik ve esit akis
hizlarinda (25 pl/dk) daha basarili oldugu goriilmiistiir. Kitosan akis hizinin ve konsantrasyonunun yiiksek oldugu
kosullarda, parcacik boyutunun arttig1 belirlenmistir. CNC mikrokanal ile iiretilen, Ampisilin yiiklii parg¢aciklarin
Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler {izerinde inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar,
mikrosistemlerin tasarimi i¢in Onerilen yaklagimlarin 6zel laboratuvar ve uzmanlk gerektirmeksizin, ilag
tastyicilarinim iiretiminde kullanilabilecegini gostermektedir.
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Recent research has focused on the methods for administration of medications in a controlled manner while
minimizing side effects. Cross-linked hydrogels have wide application area as nanocarriers. There are many
approaches for developing suitable methods to produce ideal particles. Advances in microtechnology have been
considered as a solution to produce controlled drug delivery systems, however, it is limited due to the necessity for
specialized laboratories. In this study, a simple method to produce antibiotic-loaded chitosan particles is proposed.
Production was carried out with two different designs, a syringe-based flow focusing system (outer diameter of 1
mm, inner diameter of 120 pm) and microchannel with 250 um width and 100 pm height fabricated with the
computer numerical control (CNC). Sodium Triphosphate (TPP) was used as cross-linking agent for the production
of particles and the effects of the concentration and flow rates on the particle formation was investigated. It has
been observed that particles can be produced in a syringe-based system, but the resulting particles are not
homogeneous. In the studies carried out with CNC microchannel, it was determined by SEM analysis that the
obtained particles ranged in size from 39 to 771 nm, and it was seen that the CNC microchannel was more effective
at low and equal flow rates (25 pl/min). It has been found that increasing the flow rate and concentration of chitosan
increases the particle size. It was determined that Ampicillin loaded particles synthesized with the CNC
microchannel exhibited high inhibition against Gram positive and Gram negative bacteria. These results show that
the proposed approaches for the design of microsystems can be used in the formation of drug carriers without the
need for specialized laboratories and expertise.
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1. Giris (Introduction)

Son yillarda arastirmalar, ilacin biyoyararlanimim artirmak ve hedef
bolgelere etkili ilag dagitimi gibi tedavi siireglerini iyilestirmek igin
yeni ilaglar ve stratejiler gelistirmeye odaklanmustir. ilaglarin diisiik
¢ozliniirlik, disiik gecirgenlik, sistemik kanda hizli metabolizasyonu
ve viicuttan atilm gibi fizikokimyasal 6zellikleri, etkin tedavi igin
biiyiikk problemlerdir. Ayrica mevcut ilaglar etkisiz hale getiren
direng mekanizmasi ve fizyolojik engeller ile ilag kullanimini
sinirlayan stabilite ve raf omrii gibi faktorler aragtirmacilar alternatif
yontemler gelistirmeye tesvik etmektedir[1, 2].

Tlag salim sistemleri, gesitli ilag tiirlerinin taginim1 ve istenen diizeyde
salimini saglamanin etkili bir yoludur. Nanopargaciklar, ¢oziinmiis,
hapsedilmis veya yiizeye tutunmus aktif bilesenleri kontrollii bir
sekilde salan kati koloidal parcaciklardir. Aktif madde tasiyici sistem
olarak nanopargaciklar, kontrollii ilag salinimi, uzun dolagim siiresi,
gelismis hedefleme yetenegi, gelismis hiicresel alim ve diisiik
toksisite gibi bircok faydasi ile diger ila¢ tasiyici sistemlerinden
avantajlidirlar. Gegtigimiz birkag on yil boyunca, ABD Gida ve ilag
Dairesi (FDA), polimerik, lipozomal ve nanokristal gibi ¢esitli
formiilasyonlar dahil olmak iizere 50'den fazla nanopargacik bazli ilag
salim sistemini onaylamistir. Nanopargaciklarin in vivo performansi,
boyut, yiizey yiikii, morfoloji ve polidispersite gibi fizikokimyasal
Ozelliklerine baghdir ve bu parametrelerin kontrol edilmesi, etkili bir
ilag tasiyici gelistirmek icin oldukg¢a onemlidir [3, 4]. Bu sistemlerin
dretimi igin tekrarlanabilir ve kontrol edilebilir yontemler
gelistirilmesi ve ayrica nanotasiyicilart iiretmek igin genis aralikta
biyomalzemelerin kesfedilmesi, nanopargacik tabanli ila¢ salim
sistemlerinde ilerlemelere yol agmustir [3, 5].

Bu nanotastyicilar aktif veya pasif yollarla hedeflenen bdlgelere
iletilebildiginden, nanoparcaciklarin boyutu ¢ok Onemlidir ve
tedavinin gereksinimleri dogrultusunda tasarlanabilmektedir. Ayrica,
nanoparcaciklarin  bilesimi, bozunabilirlik ve islevsellik gibi
fizyolojik ozellikleri, ilag tastyicilari ve biyolojik sistem arasindaki
etkilesimi ayarlamak icin 6zellestirilebilmektedir [6]. Yapisinda ¢ok
miktarda su bulunduran hidrojeller basta olmak iizere, polimerik
nanopargcaciklar, nanotastyicilarin tasarimi ve iiretimi i¢in umut verici
Ozelliklere sahiptirler. Hidrojeller, esas olarak terapdtik ajanlarin
verilmesi ve salinimi igin gelistirilmis olsa da doku miihendisligi
uygulamalarinda hiicreleri barindirmak igin bir yapi iskelesi olarak da
kullanilmaktadir [7-9]. Hidrojellerin iiretiminde ¢ogunlukla kimyasal
veya iyonik c¢apraz baglama yontemleri kullanilmaktadir.
Hidrojellerin 6zelliklerini belirlemek i¢in ¢apraz baglanma derecesi
onemlidir. Yiksek derecede ¢apraz baglanma, gdzenek ¢apini
azaltirken yapinin elastikiyet katsayisimi arttirir. Tasman ilacin
salinim1 bu sekilde kontrol edilebilmektedir. Hidrojellerin hiicrelere
baglanabilen peptitler ve proteinler ile fonksiyonel hale getirilebilme
6zelligi, hidrojellerin ¢evre ile etkilesiminin ayarlanmasina da olanak
saglamaktadir [10].

Kitosan nanopargaciklar biyouyumlu, toksik olmayan ve biyolojik
olarak pargalanabilen bir biyomalzeme olarak farmasotik
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Pozitif yiike sahip nadir
dogal polikatyonik polimerlerden biridir. Bu nedenle, benzer
biyomalzemeler arasinda kitosan, bir¢ok ila¢ salim uygulamasi igin
biiyiik ilgi gormiistiir. Yiiksek kapsiilleme verimliligi ve ayarlanabilir
salim profilleri nedeniyle kitosan bir¢ok biyometabolitin taginmasi ve
bircok biyolojik ortam i¢in ¢ok uygundur [11]. Kitosan
nanopargcaciklar genel olarak ilgili polimer birimlerinin zit yiiklii bir
molekiille elektrostatik etkilesimler yoluyla ¢apraz baglandig: iyonik
jellesme yontemiyle formiile edilir. Bu sentez yOnteminin
uygulanmasi1 nispeten basit olsa da pargacik boyutu ve
homojenitesinin istenen sekilde olmasi i¢in karigtirma siiresi ve hizi

dahil, sentez parametrelerinin dikkatle ayarlanmasi1 gerekmektedir.
Kitosan nanoparcaciklarmin sentezi i¢in negatif yiikli TPP ile
kovalent olmayan etkilesime dayanan iyonik ¢apraz baglama yontemi
kullanilmaktadir. Kitosan nanopargaciklar iiretiminde pargacik
boyutu ve dagilimini kontrol etmenin bir ydontemi olarak kitosan:T PP
oraninin ayarlanmast yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemde molekiil i¢i ve molekiiller arasi ¢apraz baglanma dogru bir
sekilde kontrol edilmezse pargaciklarin  asirn  bilylimesi
gozlenebilmektedir [12]. Kitosan, polimerler ve metalik
nanokompozitler dahil olmak {izere diger malzemelerle
harmanlanarak yara 0rtiisii, ilag ve gen aktarimi igin gelistirilen nano
boyutlu tasiyicilar ve enzimlerin immobilizasyonu gibi bir¢ok
biyomedikal uygulamada kullanilmaktadir [13].

Birgok biyomedikal uygulama igin, {retilen nanoparcaciklarin
fizikokimyasal 6zelliklerini ihtiya¢ duyulan sekilde belirlemek igin
giivenilir bir yontem gelistirmek oOnemlidir. Nano-¢okeltme ve
monomerlerin kendi kendine birlesmesi gibi geleneksel yaklasimlar,
deneysel parametreler {izerinde daha az kontrole sahiptir. Bu nedenle
genis boyut dagilimina sahip ve partiden partiye fizikokimyasal
Ozelliklerin degisiklik gosterdigi nanoparcaciklar iiretilmektedir.
Geleneksel yontemlere alternatif bir yaklagim, mikroakigkan aygitlar
kullanilarak ~ sentez slirecinin ~ minyatiirize edilmesidir.
Mikrokanallarin kullanimina dayanan bu yontemler mikro 6lgekli
boyutlar ve karistirma, akig parametrelerinin hassas kontrolii, pargactk
boyutunun ayarlanabilirligi ve tekrarlanabilirlik gibi istiinliikleri
nedeniyle  geleneksel  yontemlerdeki — simirlamalart  ortadan
kaldirmaktadir [4]. Hassas kontrol ve hizli karistirma gibi iistiinliikler
vadeden mikroakigkan teknolojileri, ornek ihtiyacinin ve atik
miktarlarinin az olmast nedeniyle de nanopargaciklarin {iretim
siirecinde biiyiik ilgi gormistiir [14]. Yapilan degerlendirmelerde,
mikroakiskanlarm kullaniminin, partikiil iiretimi tizerindeki yiiksek
kontrol nedeniyle daha kiiciik boyutlu ve daha dar dagilimli, daha
homojen nanopargaciklarin iretilebildigi sonucuna varilmigtir [15,
16]. Mikroakigkan sistemleri, mithendislik, fizik, kimya ve biyolojinin
temel ilkelerini birlestiren teknolojik bir alandir. Bu alanin aragtirma
odagi, kiiglik hacimli sivilarin mikro 6lgekli sistemlerde islenmesidir
ve multidisipliner dogast nedeniyle ilgi giderek artmaktadir.
Mikrosistemlerin kiigiik geometrisi, laminer akis rejimi ve gelismis
kiitle ve 1s1 transferi gibi spesifik hidrodinamik &zelliklerin
gelistirilmesine olanak tanimaktadir. Bu nedenle, hasta bagsi testler,
izolasyon, biyo-algilama ve biyometabolitlerin analizi gibi bir¢ok
kimyasal ve biyolojik uygulama igin farkli mikroakiskan aygit
geligtirilmigtir.  Su  anda, COVID-19’a  kars1  pazarlanan
Pfizer/BioNTech ve Moderna asilari mikroakigkan tabanli
nanopargacik metodolojileri kullanilarak formiilize edilmektedir [14].
Bu ornek, mikroakigkan sistemlerinin biiyiik dlgekli kullanimi ve
ticarilesme potansiyeline de 151k tutmaktadir. Temel mikroakigkan
sistemleri, mikrometre boyutundaki kanallarda siirekli akis
rejimlerine dayanir. Capraz akis ve akis odakli cihazlar gibi ¢ok
sayida geleneksel mikro platform, nanopargacik sentezi igin
tasarlanmus ve test edilmistir. Polimerik nanopargaciklarin sentezi i¢in
en yaygin kullanilan mikroakigkan cihaz, mikroakigkan odaklama
cihazidir [14]. Hassas kontrollii kosullar altinda pargaciklarin toplu ve
siirekli sentezi, mikro platformlar aracilifiyla gerceklestirilebilir.
Kanal geometrileri ve akis hizlar1 gibi birgok parametre veya elektrik,
manyetik, akustik veya piezoelektrik kuvvetler gibi dis uyaranlar,
iretim siirecine dahil edilebilmekte veya degistirilerek -etkileri
incelenebilmektedir [3, 17-20]. Mikroakigkan sistemlerin avantajlari,
biyolojik parcaciklar ve iliskili ortamlar {izerinde hassas kontrol ve
isleme yetenekleri nedeniyle cesitli alanlarda kanitlanmis olmasina
ragmen, nispeten karmagik iiretim siirecleri bircok laboratuvar ve
aragtirmaci i¢in sinirlayict olabilmektedir [21]. Baslangicta mikro
elektronik sistemlerin {iretimi i¢in gelistirilen mikrocihaz iiretim
teknikleri, kullanim alami ve ilginin artmasiyla beraber, iiretim
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siirecleri ve malzemeleri ¢esitlendirilmigtir [22]. Mikroakigkan
cihazlar baglangicta silikon veya camdan yapilmis ve mikro isleme
teknikleri kullanilarak {iretilmistir. Malzeme isleme teknikleri
(1slak/kuru agindirma, fotolitografi, elektron 1gin litografisi vb.) bir
yiizey lizerinde istenilen desenin olusturulmasinda kullanilmaktadir.
Ancak bu teknikler pahali iiretim ekipmanlarmin kullanilmasini
gerektirir ve bu da yiliksek maliyetlere yol agmaktadir. Polimerler gibi
malzemelerin kullanima sunulmasiyla birlikte, basit ve yaygin olarak
kullanilan bir teknik, malzeme olarak polidimetilsiloksan (PDMS)
kullanilan yumusak litografi teknigi one ¢ikmustir [5]. Ancak bu
teknik, maske tasarimi, substrat hazirlama, fotorezist gelistirme, UV
ile muamele vb. karmasik ve zaman alic1 adimlar icermektedir. Bu
adimlarm ¢ogu, Ozel ekipman kullanilarak temiz odalarda
gergeklestirilmelidir [23]. Bu 6zel ekipman ve temiz oda altyapilar
ise sinirli sayida laboratuvarlarda bulunmaktadir. Son zamanlarda
alternatif bir teknik olarak ii¢ boyutlu (3B) baski ile, karmasik
mikroakigkan yapilarin hizli bir sekilde iiretilebilmesine kargin
¢oziiniirlik siirlamalar ve miiteakip yumusak litografi adimlarina
duyulan ihtiyag, bu alandaki ilerlemeyi hala engellemektedir [18]. Bu
nedenle, basit mikrofabrikasyon tekniklerinin gelistirilmesi i¢in hala
biiyiik bosluklar ve gereksinimler bulunmaktadir [24].

Bu caligmanin temel amaci, ilag tastyici kitosan pargaciklarin tiretimi
i¢in bir mikroaygit tasarlamak ve bu mikroaygitin iiretimi i¢in biitiin
laboratuvarlarda uygulanabilecek, uzmanlik gerektirmeyen, ucuz ve
basit bir yontem gelistirmektir. Bu amagla, biyoyararlanimlar1 diisiik
ilag molekiillerinin pargaciklar i¢inde enkapsiilasyonunu optimize
etmek ve en uygun boyut dagilimima sahip kitosan pargaciklar
iretmek  i¢in  geleneksel  mikrofabrikasyon  tekniklerinin
dezavantajlarini ortadan kaldiran etkili bir yontem Onerilmistir.

2. Deneysel Metot (Experimental Method)
2.1. Mikrofabrikasyon (Microfabrication)

Parcaciklarin sentezi i¢in 2 farkli mikroaygit tasarlanmig ve
dretilmistir. Kitosan parcacik sentezi i¢in akis odaklama ilkesine
dayali bir Kendin Yap (Do it Yourself -DIY) mikrosistemi
tasarlanmistir. Temel olarak pleksiglas levhada matkap yardimu ile 1
mm'lik kanal agilmig ve standart 31G kiint insiilin siringa ignesi (i¢
gapt 120 um, dis cap 250 pum, uzunluk 12 mm) yatay olarak
takilmistir. Baglanti silikon yapistirict kullanilarak kapatilmis ve
deneyler sirasinda herhangi bir sizintt goézlenmemistir. Siringa
pompasi ile mikroaygit sistemini baglamak ve g¢ozeltilerin kararli
akiglarini saglamak igin ve silikon hortumlar kullanilmigtir.

Y seklinde 2 giris ve 1 ¢ikistan olusan bir mikrokanal tasarimina sahip
ikinci mikroaygit, tezgah iistii lazer destekli CNC cihazi (Creality 3D
CP-01) ile ve mikrodesen dogrudan bir pleksiglas yiizey lizerine
kazilarak dretilmistir. Mikrodesen, ¢esitli mikroakigkan ¢ipleri
tasarlamak i¢in birgok hazir mikro yapi igeren web tabanl bir tasarim
aract (3DuF, https://3duf.org/) kullanilarak tasarlanmistir [25] 3. DuF
tamamen Javascript'te olusturulmus ve tarayici i¢inde ¢aligabilen bir
aractir. Bu durum, karmagik bilgisayar destekli ¢izim (CAD) tabanli
tasarimlara kiyasla tasarim adimini ¢ok kolaylagtirmaktadir. Bu arag,
istenen mikroakiskan modeli tasarlamak ve olusturmak igin
etkilesimli bir tuval igeren, kullanimi ¢ok kolay bir arayiiz
saglamaktadir. Boylece 3DuF lizerinde 2 giris portu, 1 ¢ikis portu ve
250 um genisliginde ve 100 pm derinliginde uzun bir mikrokanal
iceren mikroakiskan deseni tasarlanmistir. Daha sonra olusturulan
dosyalar, .cvg dosyasi olarak kaydedilmis ve web tabanli bir
dontigtiiricii (http:/jscut.org/jscut.html)  kullanilarak  .gcode
dosyasma doniistiriilmiistir. Bu doniistirme ile kazinmak istenen
mikrodesenin derinligi ve genisligi, CNC ucunun ¢ap1 ve hareket hizi
secilerek, dosya, CNC cihazmin dogrudan okuyabilecegi
caligtirabilecegi bir forma donistiiriilmistiir. Bu dosya daha sonra
CNC cihazina yiikklenmis ve 50x25x5 mm boyutlarinda pleksiglas
plaka iizerine kazima yapilarak mikrokanal olusturulmustur.
Pleksiglas iizerinde olusturulan agik mikrokanal yiizeyi daha sonra
giris ve ¢ikis delikleri olan baska bir pleksiglas plakaya ¢ift tarafli bant
ile yapistirilarak kapali kanal mikroaygit elde edilmistir.

2.2. Kitosan pargaciklarin sentezi (Synthesis of chitosan particles)

Kitosan parcaciklarinin hazirlanmasi igin kitosan polimerlerinin
iyonik jellesmesine dayali yontem kullanilmistir. Kisaca, kitosan, %1
(hacimce) asit asetik soliisyonunda ve TPP saf su igerisinde
¢oziindiiriilmiistiir. Sentez kosullari1 optimize etmek igin polimer
derisimi, capraz baglayict ajan derisimi, akis hizlar1 ve akis hizlari
oram gibi degiskenler test edilmistir. Uretilen parcaciklar, santrifuj
(14000 rpm, 30 dakika) yoluyla ortamdan ayrilmis ve sonraki
caligmalar igin saf su i¢inde siispanse edilmistir. Par¢aciklarin tiretimi
icin uygulanan deney kosullar1 Tablo 1 ve Tablo 2'de 6zetlenmistir.

2.3. Kitosan par¢aciklarin karakterizasyonu
(Characterization of chitosan particles)

Boyut Dagilimi analizi; pargaciklarin boyut dagilimin belirlemek i¢in
Dinamik Isik Sagilimi (DLS, Malvern Zetasizer Nano ZSP) analizi
yapilmustir. Dispersan olarak saf su kullanilmistir.

Tablo 1. DIY mikroaygitinda parcacik iiretimi i¢in deneysel kosullar (Experimental conditions for particle synthesis in DIY microsystem)

Ornek Dagitilan faz  Siirekli Faz

Dagitilan faz akis hizi (uL/min)  Siirekli faz akig hizi (uL/min)  Akis hizlar1 orani

D1 %0,5 TPP %0,25 kitosan 20 200 1:10
D2 %0,5 TPP %0,25 kitosan 40 200 1:5
D3 %0,5 kitosan %0,5 TPP 50 200 4:1
Tablo 2. CNC ile tasarlanan mikrokanal sisteminde pargacik iiretimi i¢in deneysel kosullar
(Experimental conditions for nanoparticle synthesis in CNC patterned microsystem)
Omek Kitosan konsantrasyonu % TPP konsantrasyonu % Kitosan akis hizi pL/min TPP akis hizi uL/min Akis hiz1 orani
Cl1 0,1 0,1 25 25 1:1
C2 0,1 0,1 20 40 1:2
C3 0,1 0,1 40 20 2:1
C4 0,1 0,1 50 50 1:1
Cs 0,05 0,1 25 25 1:1
C6 0,05 0,1 20 40 1:2
C7 0,05 0,1 40 20 2:1
C8 0,05 0,1 50 50 1:1
C9 0,5 0,5 25 50 1:2
C10 0,5 0,5 50 50 1:1
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Taramali Elektron Mikroskobu Analizi; parcaciklar yiizey ve yapisal
ozellikler acgisindan incelemek icin taramali elektron mikroskobu
(SEM, Zeiss Sigma 300) kullanilarak morfolojileri ve pargacik boyutu
gozlemlenmistir.

2.4. Ilag yiikleme ve salim ¢alismalart (Drug loading release studies)

Uygun kosullar altinda iiretilen kitosan parcaciklar model molekiil
olarak Kurkumin ile yiiklenmistir. Yiikleme i¢in Kurkumin, Etanol:
PBS;1:1 ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilmiis ve pargacik olusumundan 6nce
polimer ¢ozeltisi ile karistirilmigtir. Nihai konsantrasyonu 1 mg/ml
olarak ayarlanmistir. Parcaciklarin sentezi, CNC ile iretilen
mikroaygotta Kurkumin-kitosan karisimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Uretilen Kurkumin yiiklii parcaciklar santrifiij ile
ayrilmis ve iist fazdaki serbest Kurkumin miktar1 spektrofotometrik
olarak (425 nm) belirlenerek yiikleme verimi hesaplanmigtir.

Yiikleme verimi (%) agagidaki gibi hesaplanmugtir (Es. 1).

Yiikleme Verimi (%) =
Toplam Kurkumin - Serbest Kurkumin) / (Toplam Kurkumin)*100
1

Yiikleme verimi ve salim kinetiginin belirlenmesinde ve Kurkumin
miktarinin hesaplanmasi igin standart kalibrasyon egrisi hazirlanmig
ve kullanilmistir. Pargaciklarin salim profilini  belirlemek igin
Etanol:PBS (1:1) ¢ozeltisinde karigtirilarak siispansiyon haline
getirilen Kurkumin yiikli kitosan pargaciklari belirli zaman
araliklarinda numuneler alinarak santrifiij edilmis ve siipernatanttaki
Kurkumin miktar1 6l¢iilmiistiir.

2.5. Kitosan pargaciklarin antimikrobiyal aktivitesi
(Antimicrobial activity of chitosan particles)

Antibiyotik yiiklii kitosan pargaciklar, 80 mg Ampisilin'in, %0,5
kitosan ve %1 Tween 20 iceren 10 ml polimer ¢ozeltisi ile
karistirtlmasi ve CNC ile tasarlanmig mikroaygitta retilmesi ile
hazirlanmistir. Uretim, takiben parcaciklar ortamdan ayrilmis ve oda
sicakliginda kurutmaya birakilmistir. Kurutulmus numuneler 1 mg/ml
pargacik derisiminde olacak sekilde saf su ile siispanse edilmistir ve
antimikrobiyal aktivite caligmalarinda kullanilmistir. Hazirlanan
parcaciklar, Gram negatif (Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia
coli) ve Gram pozitif (Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus)
bakterilere karsi antimikrobiyal etkinliklerini belirlemek iizere test
edilmistir. Bu amagla agar diflizyon yontemi uygulanmistir. Petri
kaplarindaki agar tabakasi lizerinde 6 mm capinda kuyucuklar
olusturulmus ve kuyucuklara test edilecek 80 pL Ampisilin yiikli
kitosan pargacik igeren numune eklenmistir (0.2-1 mg/ml,). 37°C'de
24 saatlik inkiibasyonu takiben petriler gozlemlenmistir. Kontrol
olarak Ampisilin (50 mg/mL) ve pargaciklardan elde edilen
siipernatant kullamlmistir.

3. Sonuglar ve Tartismalar (Results and Discussions)

3.1. Pargaciklarin sentezi ve optimizasyonu
(Synthesis and optimization of particles)

Kitosan pargaciklarin kitosan ve TPP arasindaki etkilesime dayanan
iyonik jellesmesi Sekil 1'de gosterilen DIY siringa bazli akis
odaklama mikroaygiti (iistte) ve CNC ile tasarlanan mikroakigkan
cihazda (altta) gerceklestirilmistir. Parcaciklarin olusumu, TPP ve
kitosan konsantrasyonunu ve her iki fazin akis hizlarini kontrol ederek
optimize edilmigtir.

Yapilan denemeler sonunda boyut dagilim analizleri yapilmis ve
elde edilen parcaciklarin boyut dagilimlar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Elde edilen kitosan pargaciklarin DLS ile belirlenen
ortalama boyutlar1
(Average particle size of produced chitosan particles)

Ornek Ortalama boyut (nm)

D1 387,4+19,63
DIY mikroaygit D2 2936 £429,5
D3 1716 £212, 3
Cl 351,2+10,87
Cc2 558,3+32,84
C3 2749 + 107
Cc4 472,3 £ 38,98
C5 1004 £ 83,93
C6 8675 £ 3620
C7 422+ 11,96
(&) 5264+ 316
c9 610,4+19,62
Cl10 5859 +1191

CNC ile tasarlanan mikroakigkan

DIY mikroaygitta, 1 mm ¢apl giristen siirekli faz akis1 saglanirken,
dagilmis faz, i¢ ¢ap1 120 pm olan siringa ignesi yardimryla verilmistir.
Siirekli faz olarak %0,25 kitosan, dagilmis faz olarak %0,5 TPP’nin
kullanildig1 deneylerde (Tablo 1; D1 ve D2), akig hizlar1 orani,
dagilmis fazin akis hizini sabit; siirekli fazin akis hizini artirarak test
edilmistir. Stirekli fazin daha diigiik akis hizinda (20 pl/min), ortalama
parcacik boyutunun yaklasik 387,4 + 19,63 nm oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, boyut dagilimi pargaciklarin homojen olmadigini
gostermistir (Sekil 2, D1). Siirekli fazin daha yiiksek akig hizi (40
wW/min) ile gerceklestirildigi deneyde, pargacik boyutlarinin énemli
Olgiide arttig1 (2936 + 429,5 nm), ancak elde edilen parcgaciklarin
boyutlarmni olduk¢a homojen oldugu belirlenmistir (Sekil 2, D2).
Siirekli faz ve dagilmis faz yer degistirildiginde ve dagitilan fazin akis
hiz1 50 pl/min olarak ayarlandiginda (Sekil 2, D3), homojen, ancak
daha biiyiik (1716 £212,3 nm) pargaciklarin olustugu gézlenmistir.
Sonuglar, kitosan pargacik {iretimi i¢in DIY akis odaklama
mikroaygtinin kullanmanin miimkiin oldugunu, ancak pargagik
boyutunu kontrol etmenin veya manipiile etmenin ¢ok zor oldugunu
gostermistir.

CNC ile tasarlanan mikroakiskan cihaz ile yapilan ilk grup deneyler
(Tablo 2; C1, C2, C3, C4), kitosan ve TPP konsantrasyonlar1 %0,1'de
sabit tutularak ve akis hizlar1 degistirilerek gerceklestirilmistir. Boyut
dagilimi goz Oniine alindiginda, her iki ¢ozeltinin akis hizlari esit
oldugunda en kii¢iik pargaciklarm (sirastyla C1 ve C4, 351,2 + 10,87
ve 472,3 + 38,98 nm) elde edildigi gbzlenmistir. Aksine, kitosan akig
hizinin arttirilmasinin, pargacik boyutunu biiylik 6lgiide arttirdigi,
daha yiiksek TPP akis hiz1 ile hafif¢e arttig: tespit edilmistir. Kitosan
akig hizinin daha yiiksek oldugu durumlarda daha biiyiik boyuta sahip
parcaciklarin olustugu belirlenmistir. ikinci grup deneyler, TPP
konsantrasyonu %0,1'de sabit tutulurken kitosan konsantrasyonu
%0,05'e disitiriilerek gerceklestirilmis ve farkli akis hizi oranlar
uygulanmistir (Tablo 2; C5, C6, C7, C8). En kiigiik boyuta sahip
pargaciklar (C7, 422 + 11,96 nm), TPP ¢ozeltisinin daha disiik akis
hizinda uygulandiginda elde edilmistir. Diger tiim kosullar i¢in,
ozellikle TPP akis hizinin daha yiiksek oldugu kosullarda iiretilen
pargaciklarin, nano dlgekte olmadigi gdzlenmistir. Uretilen tiim
pargaciklarin boyut dagilimi grafikleri Sekil 3'te verilmektedir.
Ucgiincii grup deneyler (Tablo 2; C9, C10), yiiksek konsantrasyonda
kitosan (%0,5) ve TPPmin (%0,5) parcacik bilyiikliigii tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in yapilmistir. Bu denemelerde de akis
hizlarmin 50 pl/min ve esit oldugu kosullarda ¢ok biiyiik pargaciklarin
olustugu, kitosan akis hizinin (25 pl/min) TPP akis hizindan (50
ul/min) daha disik oldugu durumlarda pargacik boyutunun
kiigtildiigii  belirlenmistir. Bu bulgular, TPP konsantrasyonunun
azaltilmasiyla daha biiylik pargaciklarin olugsacagini gosteren raporla
tutarhdir [26].
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Sekil 1. DIY siringa bazli akig odaklama mikroaygiti (iistte) ve CNC ile tasarlanan mikroakigkan cihaz (altta) lizerinde pargacik
olusumu (Particle formation on the DIY syringe-based flow focusing microsystem (top) and CNC patterned microfluidic device (bottom))
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Sekil 2. DIY mikrosistemi ile iiretilen pargaciklar (D1, %0,1 kitosan - %0,1 TPP) SEM goriintiisii (solda) ve Boyut dagilimi (sagda)
(SEM image (D1, %0.1 chitosan - %0.1 TPP left) and size distribution (right) of particles produced by DIY microsystem)
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Sekil 3. CNC ile tasarlanan mikrosistem ile iiretilen pargaciklarin boyut dagilimi analizi. Orneklere ait sentez kosullar1 Tablo 2’de

verilmigtir.

(Size distribution analysis of particles produced by CNC patterned microsystem. Synthesis conditions are given in Table 2).
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Sekil 4. CNC ile tasarlanan mikrosistemde incelenen se¢ilmis formiilasyonlarin (C1 ve C4) SEM goriintiileri ve boyut dagilim1
(SEM image and size distribution of selected formulation studied in CNC patterned microsystem)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
0 20 40 60

Kiimiilatif Kurkumin %

80 100 120 140 160

Zaman min

Sekil 5. Kurkumin yiiklii kitosan parcaciklarin salim profili (Release profile of Curcumin loaded chitosan particles)

Daha yiiksek konsantrasyonda, TPP ve kitosan etkilesiminin,
dolayistyla ¢apraz baglamanin hizli olmasi ve bunun da daha biiyiik
pargacik olusumuna neden olmasi da miimkiindiir. Soheili vd. [27]
TPP konsantrasyonunu artirarak, TPP iyonlarmin kitosan ile artan
etkilesiminin bir sonucu olarak daha biiyiik pargaciklarin olustuguna
dair benzer bulgular bildirmis ve ayrica pargacik boyutunu kontrol
etmek igin akis hiz1 oraminin énemine dikkat ¢ekmislerdir. Uretilen
pargaciklarin yapisal 6zelliklerini belirlemek i¢cin SEM goriintiileri
alinmigtir. SEM karakterizasyonlari igin elde edilen biitiin pargaciklar
degil, DLS analizlerinde en kiigiik boyuta sahip pargaciklar (sirasiyla
C1 ve C4, 351,2 + 10,87 ve 472,3 + 38,98 nm) Ornekler analiz igin
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se¢ilmigtir. Buna gore, SEM goriintiilerinde (Sekil 4) farkli boyutlarda
(39 nm ila 771 nm arasinda) pargaciklar gézlenmistir, bu da DLS
analizlerine kiyasla ¢ok daha kiiciik boyutlardaki pargaciklarin
olustugunu gostermistir. DLS ve SEM boyut analizi arasindaki fark,
DLS i¢in numune hazirlama sirasinda numunelerin aglomerasyonuyla
iligkili olabilir. Kitosan partikiillerinin sahip oldugu fonksiyonel
gruplar nedeniyle yapigkan dogasi, sulu ¢ozeltilerde partikiillerin
topaklagsmasi gozlenebilmektedir. Bu nedenle sulu ortamlarda uzun
slireli depolanmasi, partikiillerin kullanimmi kisitlayan stabilite
sorunlarma yol acgabilmektedir [28]. DLS analizlerinde 6rneklerin
tekrar siispanse hale getirilmesi ve analizlerin 1slak olarak yapilmasi
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pargaciklarin 6zellikle uzun bekleme siireleri s6z konusu oldugunda
agrege olma riski artmaktadir. SEM goriintiilerinde pargaciklarmn
neredeyse homojen oldugu belirlenmis, ancak aglomerasyon
nedeniyle bazi daha biiyiik yapilarin olustugu da gozlemlenmis ve bu
da pargaciklarin hem boyutunu hem de homojenligini degistirmistir.
Ayrica pargaciklarin  kiiresel formlara sahip oldugu sonucuna
vartmstir. Cesitli 3B baski ve yumusak litografi teknikleriyle imal
edilmis  mikroakigkan  platformlar  kullanilarak  hidrojel
nanopargaciklarin liretimi hakkinda bir¢ok ¢aligma bildirilmistir [8,
17, 26-29]. Pittermannova vd. [30], yag ve aljinat g¢ozeltileri
kullanilarak, farkli konsantrasyonlar, akis hizlar1 ve hacim oranlari
altinda mikrodamlacik bazli bir mikrosistemde ortalama cap:1 10,5 -
0,5 um olan mikropargaciklar iiretmislerdir. Asik vd. [26], TPP
konsantrasyonundaki ve akis hizindaki bir azalmanin nispeten
nanoparcactk boyutu iizerinde olumlu bir etkisi oldugunu
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte, daha diisiik bir akis hizinin kalig
stiresini ve asir1 jellesmeyi artiracagini ve bunun da mikrokanal i¢inde
tikanmalara veya kiimelenmeye neden olabilecegini bildirmislerdir.
Hemen hemen tiim c¢alismalarda arastirmacilar benzer sonuglar
gozlemlemisler ve konsantrasyon, akis hizi ve akis hizi oranini
manipiile etmenin dnemine isaret etmektedirler. Ancak, bu ¢aligmalar
maliyeti yiiksek ve tiim laboratuvarlarda bulunmayan karmasik
mikrofabrikasyon teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Mevcut
caligma, bu tiir mikro platformlarin tasarimi ve liretimi igin alternatif,
erigilebilir ve uygun maliyetli bir yontem Onermektedir. Mevcut
caligmada elde edilen sonuglar, CNC ile tasarlanan mikroplatformun
¢esitli parametreler ve kosullar altinda kitosan pargaciklari iiretmek
i¢in kullanilabilecegini ortaya koymustur.

3.2. Ilag yiikleme ve salim ¢alismalar
(Drug loading release studies)

Parcaciklarin sentezi, CNC ile iiretilen mikroaygitta Kurkumin-
kitosan karigimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney kosullari
olarak en kiiciik parcaciklarin elde edildigi, kitosan ve TPP
konsantrasyonlarmin %0,1 oldugu deney kosullar1 (C1) se¢ilmistir.
Kitosan parcaciklarin yiikkleme verimi %99,6 olarak belirlenmistir. Bu
bulgu, benzer calismalara kiyasla ¢ok daha yiiksek kapsiilleme
verimliligine isaret etmektedir [29, 31, 32]. Kitosan pargaciklarn
Kurkumin ilag salim grafigi Sekil 5°te gosterilmistir. Goriildiigii gibi,
¢ogunlukla benzer nanotasiyicilarda bulunan ilk patlama salimini
(initial burst release) takiben, zaman iginde kararl1 bir salinim profili
gozlenmistir [8, 33].

3.3. Kitosan parcaciklarin antimikrobiyal aktivitesi
(Antimicrobial activity of chitosan particles)

Uretilen pargaciklarin antimikrobiyal aktiviteleri, iki Gram negatif
(E.coli ve P.aeruginosa) ve iki Gram pozitif (B. Subtilis ve S. aureus)
bakterilerine kars1 test edilmistir. Ampisilin yiikli  kitosan
pargaciklarin her iki bakteri grubuna karsi 6nemli inhibisyon bolgeleri
gelistirdigi gozlenmistir. Inhibisyon bdlgelerinin ¢api Tablo 4'te
sunulmustur. Kontrol olarak kullanilan siipernatant daha biiyiik
inhibisyon bolgeleri gostermistir. Bu bulgu, Ampisilin'in kitosan
parcaciklarina yiiklenmesinin beklenenden daha diisiik olabilecegini
ve siipernatant fazda hala yiiklenmemis antibiyotik bulundugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, yiiklii pargaciklar tarafindan
olusturulan inhibisyon boélgeleri karsilastirilabilir oldugu ve iiretilen
parcaciklarin daha diisiik kargo ile bile iyi ¢alistigini gostermektedir.
Bu bulgular diger ¢alismalarla da tutarhdir [34, 35]. Ote yandan,
sonuglar goz Oniine alindiginda, biyoaktif maddenin parcaciklara
bagariyla yiiklendigi ve antibiyotigin saf su ile 3 kez santrifii
edilmesine ve 3 giin boyunca oda sicakliginda kurutulmasina ragmen
parcaciklar tarafindan tutuldugu ve korundugu sonucuna varilabilir.

Tablo 4 Ampisilin yiiklenmis kitosan pargaciklarin inhibisyon
caplari (Inhibition diameters of ampicillin-loaded chitosan particles)

Ornek Inhibisyon cap1t (mm)

S. aureus  B. subtilis E. coli P. aeruginosa
Kitosan NP 19 13 21 21
Stipernatant 29 23 36 35

4. Sonuglar (Conclusions)

Son zamanlarda, polimerik hidrojel nanopargaciklarin iiretimi i¢in
mikroakigkan tabanl platformlar ilgi odagi olmustur. Mikroakiskan
sistemler tarafindan sunulan; kanal geometrisi ve en boy orani, uygun
nanopargcaciklarm olusumu i¢in birgok parametreyi manipiile etme
firsat1 saglar. Bununla birlikte, mikroakigkan sistemlerin imalatindaki
karmagikliklar ve yilksek maliyetler, bu sistemlerin gesitli
uygulamalarda yaygim olarak kullanilmasimin Oniindeki en biiyiik
engellerdir. Bu caligmada, kitosan pargaciklarin iiretimi i¢in basit,
ucuz ve etkili bir mikrosistem tasarlanmistir. Pargacik olusumu,
tasarlanan mikro platformlardaki akis hizi, akis hizi oranlarn ve
konsantrasyonlar degistirilerek gergeklestirilmistir. Parametrelerin
parcaciklart olusturmak i¢in bagarili bir sekilde degistirilebilecegi ve
iretilen pargaciklarin beklenen boyut dagilimina sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica, parcaciklar, antibakteriyel etkinliklerini
aragtirmak i¢in Ampisilin ile yliklenmig ve test edilmistir. Sonuglar,
tiretilen pargaciklarin antibiyotikleri basariyla tasiyabildigini ve
bakteriyel liremeyi durdurdugunu gosteristir. Bu ¢alisma kapsaminda
gelistirilen yontem, hidrojel pargaciklarin  birgok alandan
aragtirmacilar tarafindan, 6zel laboratuvarlara ve biitgelere ihtiyag
duymadan, daha az uzmanlikla {iretilmesi i¢in uygulanabilecek bir
yontemdir. Bu bakimdan bu c¢alismanin birgok aragtirmacinimn
Oniindeki bazi engelleri kaldiracagi ve yeni tekniklerin
gelistirilmesine yol agacagi ongériilmektedir.
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