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Nano partikiillerin, kozmetik sektoriinde ozellikle deri ile temast
bulunan giines kremi gibi {irlinlerde kullanimi gittikge artmaktadir.
Nanopartikiillerin kullanimi getirdigi iistiin 6zelliklerle beraber toksikoloji
gibi dezavantajlar1 da beraberinde getirmektedir. Cinko oksit partikiilleri de
sahip oldugu fiziksel UV koruma 6zelliginden dolayi tercih edilmektedir. Bu
calismada nano birincil tanelere sahip mikron boyutlu plaka sekilli ¢inko
oksit tozlarinin iiretim yontemi, sentez kosullar1 ve getirdigi nihai 6zellikleri
detayl olarak incelenmistir. Yaklasik 2-10pm boyutlara sahip nano kalinliga
sahip transparan Cinko Gliserolat kompleksi elde edilmistir. Sentezlenen
tozlarin tane boyut dagilimi ve sinterlenme davranigi incelenmistir. Ayni
zamanda tiretim miktarini arttirma ¢alismasi yapilmistir. Plaka sekilli ZnO ile
nano boyutlu ZnO tozlar karsilastirilmali olarak TIG-114 (fibroblast)
hiicrelerinde in-vitro sitotoksisite (MTT) ve genotoksisite (KOMET) testleri
uygulanmis ve plaka sekilli tozlarinin nano boyutlu ZnO tozlarina gore daha
az toksik oldugu goriilmiistiir. Plaka sekilli ZnO partikiilleri mikroemiilsiyon

formiilasyonuna doniistiiriilmiis ve UV-goriiniir spektrumlari incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cinko Oksit, giines kremi, plaka, toksisite
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SYNTHESIS OF ZINC OXIDE (ZnO) PARTICLES WITH DESIGNED
MORPHOLOGY AND EVALUATING THEIR IN-VITRO TOXICITY

Ugur Can OZOGUT
Anadolu University
Graduate School of Sciences

Materials Science and Engineering Program

Supervisor: Prof. Dr. Ender SUVACI
2013, 98 Pages

Nano particles in contact with the skin, especially in the cosmetics
industry is increasingly used in products such as sunscreen. The use of
nanoparticles, brings together cutting-edge features such as toxicology brings
disadvantages. The zinc oxide particles is preferred because of its physical
properties of the UV protection. In this study, producing method of micron-
size plate-shaped zinc oxide with primary nanoparticules, and the synthesis
conditions of the final properties were examined in detail. Zinc Glycerolate
complex has a dimensions of about 2-10 um with in the nano thickness
transparent structure was obtained. Particle size distribution of the
synthesized powders and sintering behavior was investigated. Study was
carried out at the same time to increase the amount of production. In-vitro
citoxicity (MTT) and genotoxicity (KOMET) tests on between plate-shaped
particles synthesized ZnO and nano sized ZnO are examined on TIG-114
(fibroblast) cells. Toxicity results show that plate shaped ZnO particules are
less toxic than nano sized ZnO. Microemulsion formulations made in the
region of the application of powders and UV-Vis transmittance of these

formulations were measured.

Keywords: Zinc oxide, sunscreen , plate-shaped, toxicity
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1. GIRIS

Nanoteknoloji ve nano malzeme uygulamalari, son yillarda insanlarin
yasam standardini yiikseltebilmek amaciyla farkli sektorlerde ¢ok sayida
uygulamalarda kullanilarak, diinya iizerinde hizli bir sekilde biiyiimeye devam
etmektedir. Nanometre 6lgeginde malzemelerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozellikleri, atomlarin ve molekiillerin ya da yigin (bulk) haldeki malzemenin
Ozelliklerinden temel olarak farkli olmaktadir. Bunlarin basinda elektriksel,
mekanik, kimyasal ve optik Ozellikler gelmektedir. Malzeme 6zelliklerindeki
degisimler, nanometre seviyesindeki malzemelerin sahip olduklar1 yiiksek
yiizey alanlar1 (yiizey alaninin hacme orani), degisen elektronik yapilar1 ve bu
boyut araliginda kuantum etkilerinin baskin olmaya baslamasi ile
aciklanmaktadir. Bu 0Ozelliklerden dolayr elektronik, optik, ila¢ gelisimi,
biyosensorler, goriintiilleme gibi endiistriler ve ayrica giines kremleri, tekstil,
kozmetik, spor ve aksesuarlar gibi tiiketici iirlinleri de nanoteknolojinin
kapsami igerisine girmektedir (Grassian 2008, Rao ve ark., 2002, Balshaw ve
ark., 2004).

Gelisen nanoteknoloji endiistrisi ve yapilan bilimsel ¢aligmalar detayl
olarak incelendiginde, nanoboyutlu tozlarin en fazla kullanildig1 ve ilerleyen
donemlerde de kullanilmasi planlanan sektorlerden birisinin kozmetik sektorii
oldugu goriilmektedir. Kozmetik sektoriinde 6ne ¢ikan nano partikiillerden biri
¢inko oksit (ZnO) yapisidir. ZnO ’in essiz band aralik degeri sayesinde UV
1sinin1 absorblama 6zellikleri bulunmaktadir. ZnO dermatolojik agidan insan
viicudu ile uyumlu olmasi, hatta koruyucu/iyilestirici, kasinma giderici ve
kizarik giderici 6zelliklerinin yaninda birde UV 1511 absorblama o6zelligi
nedeniyle kozmetik sektoriinde oOzellikle gilines kremi siispansiyonlarinda
kullanilmaktadir. Ayrica nano boyuta indirildiklerinde seffaf olduklar1 ve
estetik bir goriiniim sagladiklari i¢cin de yaygin olarak tercih edilmektedirler.
Ancak nano boyuta inildik¢e artan yiizey enerjisi, partikiillerin kontrolsiiz
sekilde birbirleri ile aglomere (topaklanma) olmasi sonucunda kullanilmak

istenen bolgede beklenen ozellikleri gosterememesine neden olabilir. Ayrica
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seffaflik saglamak {izere boyutlar1 azaltilan nano tozlarin deriden penetre
edilebilmeleri de olasidir. iste bu nedenlerle nano boyutlu tozlarin kontrollii ve
giivenli olarak iretilmesi giindeme gelmis ve literatirde bu konuda yeni
yaklasimlar ortaya koyulmasi geregi dogmustur. Bu c¢alismada nano boyutlu
tozlarin 6zelliklerini kaybetmeden bu sorunlarin giderilmesi amaciyla sekil ve
boyut kontroliine dayanan nano birincil tanelere sahip mikron boyutlu ZnO
plakalarinin iiretimi i¢in sentez parametreleri, liretilen plaka sekilli ¢inko oksit
tozlarinin tane boyut dagilimi, sinterlenme davranisi gibi 6zellikleri, in-vitro
sitotoksisite ve genotoksisite testleri ve giines kremi uygulama alani igin
mikroemiilsiyon formiilasyonu yapilarak UV absorbe etme 0Ozellikleri

incelenmistir.
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2. CINKO OKSIT : YAPISI, OZELLIKLERI VE KULLANIMI

Cinko oksit (ZnO), 2A grubu metalik ¢inkonun (Zn) bir oksididir.
Piezoelektrik, yar1 iletken ve optik ozellikleri (mordtesi absorplama, diisiik
kirmim indisi gibi) bir arada gosterebilen nadir malzemelerden biridir. Tablo
2.1’de ¢inko oksitin temel fiziksel ozellikleri (Steiner 2004). Il ve VI grubu
ikili bilesik yariiletkenlerin, ya kiibik ¢inko siilfir ya da her anyonun bir
tetrahedron’un kosesindeki dort katyon tarafindan ¢evrilen hekzagonal wiirtzit
yapida kristalize oldugu bilinir. Tetrahedral koordinasyon tipik kovalent bagl
sp*’tiir, fakat bu malzemeler ayn1 zamanda énemli bir iyonik karaktere sahiptir.
ZnO iyonikligi, kovalent ve iyonik yariiletkenler arasinda olan bir I1I-VI grubu
bilesik yariiletkendir. ZnO’nun kristal yapisi Sekil 2.1°de gosterildigi gibi
wirtzit (a), c¢inkosiilfit (zincblende) (b) ve kayatuzu (c)’dur. ZnO gevre
sartlarinda termodinamik olarak kararli hali olan wiirtzit fazindadir. ZnO’in
300 K’ deki latis parametreleri a = 0.32495 nm ve ¢ = 0.52069 nm’ dir. a/c
oranina bakildiginda ¢inko oksit 1.602’ lik oran ile ideal sik1 paket hekzagonal
yapisina (1.633) yakindir.

Sekil 2.1. ZnO kristal yapilarin gosterimi: a) kiibik kayatuzu, b) kiibik ¢inko siilfit, c)
hegzagonal wiirtzit (gri kiireler Zn, siyah kiireler ise O atomlarini ifade etmektedir)

(Ozgiir ve ark. 2005)
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Tablo 2.1. Cinko Oksit’in temel fiziksel 6zellikleri (Steiner 2004).

Ozellikler
Latis sabitleri (T = 300 K)
o 0,32469 nm
Co 0,52069 nm
Yogunluk 5,606 g/cm”®
Ergime noktasi 2248 K
Dielektrik sabiti 8,66
Enerji boslugu 3,37eV
Tastyic1 konsantrasyonu <10°cm™
Uyarim (aktivasyon) enerjisi 60 meV
Etkin elektron kiitlesi 0,24
Elektron hareketliligi (T = 300 K) 200 cm?/V.s
Etkin bosluk kiitlesi 0,59
Bosluk hareketliligi (T = 300 K) 5-50 cm?/V.s

2.1. Piezoelektrik Ozellikler

Cinko oksit yapisinin 6nemli 6zelliklerden biri olan piezoelektrik etki;
basing algilama, akustik dalga tiretimi, akustik-optik modiilatorler gibi farkli
uygulama alanlar1 altinda kapsamli bir sekilde incelenmistir ve halen bu alanda
uygulama 6rnekleri vardir.

Cinko oksit yapisindaki piezoelektrik davranis, ¢inko ve oksijen
atomlarinin tetrahedral yapida baglanarak olusturdugu kristal yapisindan
kaynaklanmaktadir. Bu gibi merkezi simetriye sahip olmayan kristal yapisinda,
pozitif ve negatif yiik merkezleri, harici basing kaynakli latis deformasyonlari
ile degistirilebilmektedir (Sekil 3.3-a). Deformasyon, bolgesel kutup olusumu
ile sonuglanarak, tiim kristal yapisinda makroskopik dipol momentlerin
olusmasina sebebiyet verir. Tetrahedral baglanma ile olugan yar1 iletkenler
arasinda ZnO elektro-mekanik kutuplanmayi saglayan yiiksek bir piezoelektrik
tensore sahiptir. Farkli ZnO yapilarinin piezoelektrik davraniginin incelenmesi

gelecekteki potansiyel nano-elektromekanik sistemlerin  gelistirilebilmesi
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acisindan Onemlidir. Sekil 2.2’de ZnO nano-kemerin (nanobelt) (0001)
yiizeyinin piezoelektrik davranisi atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile
incelenmistir. Sonuglara bakildiginda ZnO nano-kemer yapisinin etkin
piezoelektrik sabitinin hacimsel (bulk) ZnO’ dan c¢ok daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Hacimsel ZnO’ in piezoelektrik sabiti 9.93 pm/V olarak
Olgiilirken, ayni frekans araliginda ZnO nano-kemerin piezoelektrik sabiti

14.3-26.7 pm/V arasinda degismektedir (Fan ve ark. 2005).

(b)
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Sekil 2.2. a) Tetrahedral yapida koordine olmus katyon ve anyondan olusan kristal birimin
piezoelektrik davranisi, b) Hacimsel ve nano-kemer yapili ZnO’ nun piezoelektrik

sabitlerinin karsilastirilmasi, ¢) ZnO nano-kemer mikroyapisi (Fan ve ark. 2005)

2.2. Elektriksel Ozellikler

Cinko oksit yapilarinin elektriksel 6zellikleri, gelecekte nanoelektronik
alanindaki uygulamalar i¢in ¢ok Onemlidir. Elektriksel gecirgenlik
(permittivity) ZnO’ nun fiziksel yapisina bagli olarak, Ornegin nanotel,
nanogubuk olmasina gore, degiskenlikler gostermektedir. Yani ZnO elektriksel
acidan yalitkandan iletkenlige kadar ¢ok farkli ozellikler gosterebilen bir
malzemedir.

ZnO’ nun dogrusal olmayan akim-voltaj (I-V) 6zelligi ilk kez Matsuoka
tarafindan 1968 yilinda kesfedilmistir. Bu 6zellik degisen volta; degerlerine
karsilik olusan akim degerinin yani malzemenin direncinin degismesidir.
Varistor etkisi olarak adlandirilan bu 6zelligin kesfi ile gliniimiizde elektronik

devreler, voltaj degisimlerine karsi ZnO varistorler sayesinde korunmaktadir
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(Fan ve ark. 2005). Anizotropik kristal yapisina sahip olmasi sonucunda ZnO’
nun yonlere bagl elektriksel o6zellikleri de degisim gostermektedir. Kristalin
elektriksel direnci iyonik bagli a-yoniinde 3 Qcm olarak 6lgiiliirken, kovalent

bagli c-yoniinde 8.1 Qcm olarak Sl¢iilmiistiir (Steele 1991).

2.3. Optik Ozellikler

Zn0, 3.37 eV’ luk bir bant araligina ve 60 meV gibi GaN (25 meV) ile
karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek uyarim (aktivasyon) enerjisine sahiptir. Bu
nedenle ¢inko oksit, az enerji harcanarak etkin bir emisyon degeri elde
edilebilmesi nedeniyle mavi-morétesi 151k araliginda kullanilan fotonik
malzemeler arasinda Onemli bir role sahiptir. Ayrica band araligi sayesinde
giinesten gelen moroétesi 1sinlarint absorplama da ¢ok uygun bir malzemedir.
ZnO’ nun bir diger optik 6zelligi ise yiiksek kirinim indisidir (~2.0). ElImastan
hemen sonra gelen kirinim indisi (~2.41) nedeniyle beyazlastirici pigmentler ve

kozmetik uygulamalarda morétesi koruyucular igerisinde etkin bir kullanima

sahiptir (Wang 2004).
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3. NANOPARTIKULLERIN GUNES KREMLERINDE KULLANIMI

Giines kremi icerikleri iki ana bashkta incelenmektedir: Bunlar,
kimyasal ve fizikseldir. Kimyasal (organik) giines kremi igerikleri giinesin
yaydigr UV i1smlarint absorblama sirasinda yapisinda giines isinlarina maruz
kaldiklarinda yapilarinda meydana gelen kimyasal reaksiyon ile UV 1sinlarin
absorblarlar. Ancak bu durum deri iizerinde baz1 problemlere yol
acabilmektedir. Absorblama mekanizmasi kimyasal reaksiyonlar sonucunda
oldugu i¢in UV 1sik altinda olusan bu reaksiyonlar deride kizariklik, kasinti,
yara gibi problemler dogurabilmektedir. Fiziksel (inorganik) giines kremi
igeriklerinin en bilinen 6rnekleri yukarida da belirtildigi sekilde ZnO ve TiOy’
dir. Bu tarz inorganik yapilar kimyasal reaksiyonlar olmadan UV i1silarini
absorblayarak ya da sacarak koruma yapmaktadirlar. Inorganik UV
absorblayicilar (TiO, ve ZnO) giines kremi etkin maddelerinde aranan birgok
ozellige sahiptirler. Bunlarin bazilart; uzun yillardir genel olarak kullaniliyor
olmalart (ki gilivenilir kabul edilmeleri) ve genis spektrum absorpsiyonu
ozellikleridir. Cinko oksit ve titanyum dioksit tim bu ozellikleri
barindirmalarinin yani sira, uzun silire giines 1sinlarina maruz kalmalari
durumunda bile etkilerinin azalmamas1 gibi 6nemli bir 6zellige de sahiptirler.
Bunlara ek olarak ZnO tahris etmeyen yapisindan ve de kan durdurucu
ozelliginden dolayr UV bloklama o6zelliklerine ek olarak tedavi edici

uygulamalarda da kullanilabilmektedir (Innes ve ark. 2002).

UV isinlan giines 1sinlarinin 100 nm- 400 nm dalgaboyu araligindaki
isimalaridir. Bu araliktaki 1sinlar kendi aralarinda da dalgaboyuna gore 3’e
ayrilirlar; (McKINLAY ve ark., 1987) UVC (100-280 nm), UVB (280-315
nm) ve UVA (315400 nm). UVC ozon tabakasi tarafindan tamamen
absorblanir. UVB, ozon tarafindan 25 kat azalacak sekilde absorblanir; UVA
ise 5 kat azalacak sekilde absorblanir (Gueymard ve ark. 2002). Bu nedenle
yerylizline Ulasan gilines 15181 icinde UVA, UVB‘ye gore 1000 kat daha yogun
olarak bulunur. UVA i1smlart derinin alt tabakasina etki ettikleri igin,

bronzlasma etkisini gelistirirler. UVB 1sinlar1 ise giines yanigina veya
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kizarmaya neden olmaktadirlar. Ustelik bu ismlar derideki hiicrelerde, bag
dokusunda ve deri damarlarinda giinesten kaynaklanan hasarlarin baslica
sebebidir. Sekil 3.1°de UVA ve UVB ’nin deriye etkisi gosterilmektedir (EPA
Raporu). Her ne kadar uzun yillar UVA 1511 daha zararli olarak bilinse de son
yillarda yapilan arastirmalar UVB 1smlarinin daha zararli oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu nedenle de UVA 1sinin absorblanmasinin yani sira UVB‘nin
absorblanmast da saghk acisindan ¢ok Onemlidir. Bu agidan
degerlendirildiginde ideal bir giines kreminin bu tiir UV absorblayicilar
biinyesinde bulundurmas1 gerektigi aciktir. Amerikan Gida ve ilag Idaresi (The
Food and Drug Administration) tarafindan hazirlanan diinyada kullanilan gilines
krem igeriklerinin UV 1sinlarindan koruma 6zelliklerinin karsilastirildigi Tablo
3.1°de goriildiigi gibi hem UVA hem de UVB bolgesinde koruma saglayan tek
malzeme ¢inko oksittir (FDA Raporu). Bunun yaninda titanyum oksit UVA
bolgesinde yar1 koruma UVB bolgesinde ise tam koruma saglamaktadir. Bu
nedenlerle ZnO ve TiO,, giines kremleri i¢in 6nemli hammaddelerdir. Buna
paralel olarak Avustralya hiikiimetinin bir kurulusu olan The Australian
Therapeutic Goods Administration (TGA) tarafindan hazirlanan bir yayinda,
Avustralya’da listelenmis olan 1200 giines kreminin %70 ’inin titanyum
dioksit (TiO;) ve %30‘unun g¢inko oksit (ZnO) igerdigi agiklanmistir
(FAUNCE ve ark., 2005).

Giines kremleri 200 nm’nin altindaki ZnO ve TiO; tozlarinin %5 ile
%25 arasinda degisen konsantrasyonlarda formiile edilmesi ile iiretilmektedir.
Yapilan caligmalarda ZnO konsantrasyonu arttik¢ca, elde edilen kremin
koruyuculuk 6zelliginin arttig1 gézlenmistir (Osterwalder ve ark. 2004). Ancak
ZnO ve TiO; gibi inorganik yapilarin kirinim indislerinin degerlerinin biiyiik
olmasindan mikron veya mikron alt1 (I mikrometre ile 100 nm arasinda)
boyutlarda bu UV absorblayicilar kozmetik uygulamalar acisindan sikinti
dogurur. Beyazlik etkisi diye adlandirilan problem, tozun uygulandigi yerde
beyaz lekeler birakarak estetik agidan sorunlar yaratan bir problemdir. Bu
nedenle ¢ok iyi UV absorblama o6zelligi gostermelerine ragmen istenilen

miktarda ZnO ve TiO; kozmetik uygulamalarda kullanilamamaktadir. Bu
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beyazlik etkisine ragmen Diffey ve arkadaglarinin yaptiklari bir caligmada
inorganik giines kremlerinin organik gilines kremlerine gore 1.5 kat daha fazla
SPF (giines koruma faktorii) gosterdigini tespit etmislerdir (Stokes ve ark.
1997). Bu deneysel calisma altinda devam edilen bir sonraki asamada beyazlik
etkisini, deriye siiriilme siiresi arttiritlip seffaf olana kadar ince film haline
getirilip beyazlik etkisi ortadan kaldirma ¢alismalar1 denenmis ve bu ¢alismada
da gilinesten korunmanin etkisinin kotliye gittigi gortilmistiir (Stokes ve ark.
1997). Endistriyel ve akademik alanda fark edildigi tizere, kullanicilar
beyazlik etkisinden dolay1 organik igerikli UV absorblayicilara yonelmistir.
Gilines kremi formulatorleri sinirli miktarda inorganik tozlari giines kremine
ilave edebilirler ve organik yapi ile harmanlayabilmektedirler. Bu yiizden iistiin
ve glivenli UV koruma saglamak i¢in inorganik yapilarin minimum beyazlik

etkisine ve maksimum seffafliga sahip olarak iiretilmesi hedeflenmektedir.

UVA uUvB

Keratinosit
Melanosit

Bazal Hicre
Langerhans Hucresi

Epidermis

Kilcal Damarlar
Fibroblastlar(bag dokusu)
Lenfositier
Makrofajlar

Mast Hucreleri
Granulositler
Kollajenler, Damarlar

| 160

(enawouoiw) Huuaag

Dermis

Elastik Fiberler
GAG's, Fibronektin

III)eri alti dokusu

UV Isinlarinin Deriye Penetrasyonu

Sekil 3.1. UVA ve UVB sinlarinin deriye penetrasyonu.(EPA Raporu)
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Tablo 3.1. Giines kremi igeriklerinin karsilagtirilmasi (FDA Raporu).

= ew . |lsindan Koruma | Kimyasal/
Giines Kremi Igerikleri Miktari Fiziksel
UVA UvB K
Aminobenzoic acid (PABA) ©) @ K
Avobenzone @ © K
Cinoxate &) =] K
Dioxybenzone © @ K
Homosalate O ] K
Menthyl anthranilate © @ K
Octocrylene ) ® K
Octyl methoxycinnamate (D) ] K
Octyl salicylate O [ ] K
Oxybenzone © @] K
Padimate O O ) K
Phenylbenzimidazole O &) K
Sulisobenzone © @ K
Titanyum Dioksit © ® F
Trolamine salicylate ) [ ] K
Cinko Oksit @ @ F
Koruma Seviyesi: @ =mukemmel © =iy @ =simirh (O = minimum

Nanoboyutlu ¢inko oksit tozlarinin kullanimi ile giines kremlerinde
istenmeyen beyaz renk etkisi giderilerek, seffaf bir goriiniim olusturulabilir.
Yapilan bir ¢alismada ZnO tozlarinin degisik tane boyutlarinda agirlikga %10
olacak sekilde isostearyl benzoate icerisinde hazirlanan siispansiyonlarinin
beyazlik indeksleri olglilmistiir (Innes ve ark. 2002). Bu galismaya gore
beyazlik etkisinin azaltilmasi i¢cin 50 nm ve daha diisik boyutlu tozlarin
kullanimina ihtiyag¢ oldugu tespit edilmistir. Ayrica tane boyutunun diismesiyle
birlikte oksit tanelerin yiizey alanlar1 arttig1 i¢in nano boyutlu partikiillerin UV
1sinlarin1 absorblama kapasiteleri mikron veya mikron alt1 partikiillere gore
daha da yiiksektir. Ancak nanoboyuta inildikce, mikron boyutta

karsilasilmayan ve ya hissedilmeyen baz1 sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir.
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4. NANOPARTIKULLERIN GUNES KREMLERINDE
KULLANIMINDA KARSILASILAN PROBLEMLER

4.1. Topaklanma (Kontrolsiiz Aglomerasyon)

Nano boyutlu yapilar sahip olduklar1 yiiksek yiizey enerjileri sebebiyle
birbirleri ile kontrolsiiz bir araya gelme yani topaklanma egilimindedirler. Bu
kontrolsiiz bir araya gelmelerinden dolay1r nano boyutlu ve birbirlerinden ayr1
iken sahip olduklari &zellikler, rastgele bir araya gelip (genellikle mikron
boyutta) topak olusturduklarinda gézlemlenmeyebilir (Zhu ve ark. 2002). Bu
sorunun varligi nano boyutlu partikiillerin 6zelliklerini etkin sekilde
sergilemesini 6nledigi kadar bu partikiillerin degisik tiriinlerde kullanimin1 da

giiclestirmektedir.

4.2. Toksikoloji

Nano boyutlu tozlarin insan derisine direkt uygulamalarinda veya
dolayli olarak insana temas edecek olan uygulamalarinda temel olarak iki
onemli sorunla karsilasiimaktadir. Bu sorunlarin bir tanesi nano boyutlu
tozlarin insan derisinden niifuz ederek kana karigmasi ve toksik o6zellikleri
olanlarmn insan iizerinde beklenmedik olumsuz sonuglar dogurmasidir. Deri
insan viicudu iizerinde bulunan ve dis ortamla daimi temas halinde olan, insan
viicuduna ait en biiyiik organdir. Stratum korneum, epidermis ve dermis olmak
lizere ii¢ tabakadan olusur. Derinin gorevi i¢ katmanda bulunan hiicreleri
mekanik, kimyasal etkiler, 1s1, 151k gibi tehlikelerden korumaktir. Ancak bunun
yaninda nanopartikiillerin insan viicuduna girebilmelerini saglayacak biiyiik bir
kapi/yol da sunmaktadir. Deriye penetrasyon ti¢ farkli sekilde olabilir (Sekil
4.1). Bunlardan ilki hiicreler arasi (intercellular) penetrasyondur. Bu
penetrasyonda nano yapilar derideki kil kokii harici diger bosluklardan
yararlanarak i¢ yapiya dogru ilerlemektedir. ikinci yol hiicre ici (intracellular)
penetrasyondur. Bu yolla nano partikiil zamanla hiicre yapisina difiize olarak

yapiya sizmaktadir. Son yol ise viicudumuzu kaplayan kil, tily gibi yapilarin
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koklerinden deriye ve daha sonra i¢ yapiya gecistir (follicular). Kil kokiiniin
capmin yaklasik 80-200 nm arast olmasindan dolayr nano boyutlu yapilarin
kolayca gegmesine imkan saglar . Vogt ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
nano boyutlu yapilarin boyutlarma gore kil koklerinden penetrasyonu
incelenmistir. Yapilan caligmalarda 40 nm boyutundaki yapilarin kil kokiini
kullanarak yaklasik olarak 500 — 600 mikrometre derinlige kadar ilerledigi
goriilmektedir (Vogt ve ark. 2006). Bu nedenle de oOzellikle kremlerde
kullanilacak kimyasallarin deriye niifuz etmeyecek sekilde tasarlanmasi

gerekmektedir. (Shukla ve ark. 2010).

Penetration pathways Close-up of penetration
intracellular intercellular  follicular pathways through SC

Formulation

Stratum
corneum
10 pm

Stratum
granulosum

Malpighian | “§
layer -

Viable

epidermis
100 um

Stratum
basale

Fibroblast

Langerhans cell
Dermic dendritic cell

\
-
—‘K Melanocyte
£  Desmosome
@ Tight junction

Keratinosome
Odland body

Sekil 4.1. Nanopartikiillerin deriye penetrasyon yollarinin sematik gosterimi

Derinin diger bir goérevi de UV’nin zararhh isinlarindan i¢ hiicre
tabakasini korumaktir. Ancak UV 1s1mnim1 stratum korneum tabakasindaki lipid
yapida meydana getirdigi biyofizyolojik ve morfolojik degisiklikler sebebiyle
derinin koruyucu fonksiyonuna zarar vermektedir (Labouta 2012). Bu nedenle

giinesin zararl 1g1inlarindan viicudu korumak son derece dnemlidir. Bu sebeple
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kullanilan giines kremlerinin bu koruyucu etkisi igeriklerinde bulunan TiO; ve
ZnO gibi fotokatalitik etki gosteren bir takim inorganik kimyasal bilesiklerle
saglanir (Popov ve ark. 2011). Nano boyutlu tozlarda karsilasilan toksisite ile
ilgili bir diger sorun da bu tozlarin fotokatalitik 6zellik sergilemesi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir ki bu durumda nano boyutlu yapilarin yiizeylerinde olusan
serbest radikaller (nano boyutlu yapilarda mikron boyutlulara gére ¢ok daha
fazla olusturulacagindan) canli hiicre yapilarina zarar verebilmektedirler.
Giines kremi, nemlendirici gibi uygulamalarda siklikla kullanilan nano boyutlu
ZnO ve TiOy’ nin fotokatalitik 6zelliginden dolay1 yiizeyinde olusan radikaller
(deri i¢ine de niifuz edebileceklerinden) deri igerisinde zamanla hiicrelere zarar
vermeye baslayabilmektedirler (Yang ve ark. 2009). TiO;, ve ZnO sistemlerde
radikal olusumu olasiliginin ve 40 nm altindaki nano boyutlu tanelerin deri
altina penetre etme olasiliklarinin yiiksek olmasi nano boyutlu TiO, ve ZnO in
giines kremlerinde giivenli kullanimi i¢in yeni yaklagimlarin gelistirilmesini

zorunlu kilmaktadir.
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5. PROBLEMLERI COZMEYE YONELIK YAKLASIMLAR

Yukarida sunulan nano boyutlu yapilarla gelen problemlere getirilen
yaklasimlar incelendiginde kontrolsiiz aglomerasyonu 6nlemek amaciyla nano
boyutlu yapilara genellikle organik veya polimerik kaplamalar uygulanmakta
ve partikiiliin capr genisletilerek penetrasyon olabilecek sinirlar asilmakta ve
boylelikle nano boyutlu tozlarin hem topaklanmalari 6nlenmekte hem de
deriden niifuz etme sans1 azaltilarak tozlar giivenli hale getirilmektedir (Gupta
ve ark. 2005). Ancak bu yontemde temel nano yapinin yiizeyi kaplanarak,
yiizeyde meydana gelebilecek olan bazi reaksiyonlar engellenerek gerceklestigi
icin yapinin etkin 6zellikler géstermesini de engellemektedir.

Nanoboyutlu ¢inko oksit tozlarinin yiiksek yiizey alanlar1 ve kimyasal
reaktivitelerinden dolay1 daha toksik etki gosterdikleri ve canli hiicrelere daha
kolay gectikleri disiiniilmektedir. Ayrica nanoboyutlu ¢inko oksit tozlar
fotokatalitik 6zellik gosterdikleri i¢in UV 1sinlar ile etkilesimlerinde serbest
radikal (OH, O%, NO) olusumuna sebep olurlar (Theogaraj ve ark. 2007; Long
ve ark. 2006; Long ve ark., 2007; Dunford ve ark. 1997; Gurr ve ark. 2005;
Brayner 2008). Diisiik fotokatalitik etkinin istendigi kozmetik gibi uygulamalar
i¢cin radikal olusumunu azaltmak amaciyla bazi ¢alismalarda titanyum dioksit
tozlari, silika ve aliimina gibi malzemelerle kaplanmaktadir. Kaplamanin
etkisiyle fotokatalitik etkinin ve dolayisiyla radikal olusumunun biiyiik oranda
azaltildig1 diistintilmektedir (Warheit 2004; Nohynek ve ark. 2007). Ancak bu
yaklagimda halen nano boyutlu tozlarin deriden penetre etmelerine yonelik bir
¢Oziim gelistirilmemistir.

Nano yapilarin toksik 6zelliklerinin 6niline gegmek amaciyla diisiiniilen
ikinci bir durum ise tozlar1 biiyiikliiglinii belirli bir seviyenin iizerinde tutmak
olarak disiliniilmistiir. Boylece nano boyutlu yapilar deriden penetre
olamayacak kadar biiyiik olacak ve toksik oOzellikleri ortadan kalkacaktir.
Yukarida da belirtildigi gibi yaklagik 50 nm ve altinda gapa sahip yapilarin
deriden geg¢islerinin  miimkiin olduklar1  goriilmistiir. Ancak belirli
bliytikliiklerin iizerine ¢ikildiginda hem bazi 6zelliklerin kaybedilmesi hem de

ZnO gibi tozlarin yiliksek kirinim indisinden kaynaklanan opaklik degerinin
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artmasindan dolay1, estetik agidan istenmeyen beyazlik etkisi denilen,

uygulanan yerde beyaz lekeler olusturan bir sorunu ortaya ¢ikmaktadir.

Bu problemlere ¢6ziim olarak Onerilen yapmin sekil kontrollii nano
birincil tanelere sahip mikron boyutlu tasarlanmis bir yap1 oldugu anlasiimistir.
Bu konuyla ilgili 6n calisma, ilk olarak grubumuz bir yiiksek lisans tezi (Ozer
2006) olarak gerceklestirilmistir. On ¢alismada farkl iki ¢oziiciiyle (gliserin ve
metanol) ¢inko nitrat solvotermal sartlarda reaksiyona sokulmustur ve sonucta
bazi durumlarda plaka sekilli metal-organik kompleksleri elde edilmistir. Bu
plakalarin kalsinasyonuyla da mikron boyutlu 20-40 nm boyutlu ZnO plakalar
elde edilmistir. Bu 6n calismaya ek olarak yine bir yiiksek lisans tezi
(Yilmazoglu 2009) olarak gliserin ortaminda 2-10 um boyutlu plaka sekilli
ZnO partikiillerinin tiretimi miimkiin olmus, plaka sekilli ZnO tozlarinin sentez

sicakligy, siiresi ve yikama kosullari incelenmistir.
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6. AMAC

Nanopartikiillerin glines kremi uygulamalarinda kullanilmasinda
karsilagilan problemler incelendiginde, kullanilan metal oksit partikiillerinin
nano boyutta olmasindan dolay1 getirdigi sorunlar oldugu goriilmektedir. Bu
problemlere ¢6zlim olarak literatlirde bir takim ¢6ziim Onerileri sunulmus
ancak biitiin problemleri tek seferde ¢ozecek bir ¢6ziim bulunamamistir. Bu
yiizden toksik olmayan, esnetik kaygilardan dolayr beyazlik etkisi
birakmayacak, nano birincil tanelere sahip mikron boyutlu tasarlanmig
yapilara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ihtiya¢ géz oniinde bulundurularak bir
onceki boliimde de bahsedildigi gibi grubumuzda ¢alismalar yapilmstir.

Bu c¢alismada ise plaka sekilli ZnO partikiillerinin = sentez
parametreleri (sentez sicakligi ve siiresi) ve Ozelliklerinin (tane boyut
dagilimi, sinterlenme davranisi) detayli olarak incelenmesi amaglanmistir.
Bunlara ek olarak yiiksek miktarlarda plaka sekilli ZnO tozlarinin verim
yikseltme ve gilines kremi uygulama alan1 i¢in mikroemiilsiyon

formiilasyon ¢alismas1 amaglar arasindadir.
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7. DENEYSEL CALISMALAR

7.1. Plaka Sekilli ZnO Partikiillerinin Sentezi

Nano boyutlu ZnO birincil tanelerden olusan mikron boyutlu tasarlanmis
plakalarin olusturulmasi amaciyla solvotermal yontem kullanilarak deneysel
caligmalar yapilmistir. Bu deneysel calismalarin 6zetlendigi akis semas1 Sekil
7.1°de verilmistir. Deneysel galismalarda baslangi¢ tozu olarak ¢inko oksit
(ZnO, Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir. Coziicii-kontrollii yaklagim
ile gerceklestirilen bu deneylerde organik yapida ve lig-disli (tridentate) ligand
olan gliserin (C3HgOs3, Detsan, Eskisehir) ¢oziicii olarak kullanilmistir. Sentez

calismalarinda ¢inko oksit, gliserin molce orani (1:10) kullanilmstir.

Solvotermal sentez isleminin birinci basamaginda sistemde ¢dziicii olarak
gorev alan gerekli miktarda (150 g) ve molaritede gliserin 120°C sicakliga
isiticih manyetik karigtirict (Barnstead Thermolyne, Cimarec, A.B.D.) ile
isittlmigtir. Isitma islemi ile es zamanli olarak mekanik karistirict (Heidolph,
RZR 2020, Almanya) ile karistirma islemi gergeklestirilmistir. Sicaklik
120°C’ye ulastiginda gerekli miktarda (15 g) ¢inko oksit sisteme ilave edilmis
ve elde edilen ¢ozelti (~ 5°C/dakika 1sitma hizi ile) 260°C’ye 1sitilmistir. Farkli
sicakliklarda ve farkl siirelerle solvotermal sentez gergeklestirilmistir. Ayrica
sentez sicakligl ve sentez siiresi gibi siire¢ parametreleri degistirilerek, toz
Ozellikleri tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sentez islemleri sonrasi
safsizliklar ile sistemde kalan gliserinin uzaklastirilmasi1 amaciyla 3 kez saf su
ve 1 kez izopropanol (CsHgO, Merck, Darmstadt, Almanya) ile karigtirilarak
yikama islemi gergeklestirilmistir. Yikama islemi sonrasi solvotermal sentez
yontemi ile sentezlenen tozlar oda sicakliginda portatif c¢eker ocakta

kurutulmustur.
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Ticari ZnO tozu

l

Onceden 120°C sicakliga 1sitilmis gliserin ¢ozeltisine

cklenme ve karistirma

( Cinko Oksit / Gliserin = 1:10)

l

Solvotermal sentez islemi

(120°-260°C, tepe sicakliginda 1 saat)

\4

Organiklerin / safsizliklarin giderilmesi
amaciyla 3 kez saf su ve 1 kez

izopropanol ile yikama

l

Oda sicakliginda kurutma

(~ 24-36 saat)

\ 4

350°C’de 1.5 saat kalsinasyon

\4

Karakterizasyon
(TG/DTA, XRD, FTIR, SEM, BET)

Sekil 7.1. Solvotermal yontem ile plaka sekilli ZnO toz sentezinde kullanilan deneysel akim

semasi
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7.2. Sentezlenen Plaka Sekilli ZnO Partikiillerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen tozlarin kararli ¢inko oksit kristal formuna doniisiimii i¢in
gerekli kalsinasyon egrisinin olusturulmasi amaciyla termogravimetrik ve
diferansiyel termal analiz (TG/DTA, Netzsch, STA 409 PG, Almanya)
teknikleri kullanilmistir. TG/DTA analiz sonuglarina gore solvotermal sentez
yontemi ile tretilen tozlar 350°C sicakliginda 1.5 saat siireyle rulolu firinda

(Nannetti, Italya) kalsine edilmistir.

Solvotermal yontemle sentezlenen ve ardindan kalsine edilen tozlarin faz
analizi x-1s1m1 difraktometresinde (XRD, Rigaku, Rint 2200, Japonya) Cu Ko
isinimlart  kullanilarak 10° ile 70° araliginda ve 2°/dk tarama hizi ile
gercgeklestirildi. Tozlarin yapilar igerisindeki baglarin belirlenmesi ve yapilari
hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi amaciyla Fourier doniisiimii infrared
spektroskopisi  (FTIR, Bruker, Tensor 27, Almanya) c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda 0.0004 g toz, 0.1996 g potasyum bromiir
(KBr, Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya) tozu ile karistirilarak yari seffaf
FTIR peletleri hazirlanmistir. Tozlarin ortalama tane boyutu, tane boyut
dagilimi ve morfolojisi taramali elektron mikroskoplarinda (SEM, Zeiss, EVO
50 EP, Almanya) ikincil elektron dedektorii kullanilarak analiz edilmistir.
Ayrica Anadolu Universitesi Elektron Mikroskobu grubunun destegi ile bazi
tozlarin detayli olarak incelemesi gegirimli elektron mikroskobu (TEM, Jeol,
JEM 2100F, Japonya) ile gergeklestirilmistir. Uretilen tozlarin spesifik yiizey
alant (SSA), Brunauer-Emmett-Teller (BET, QuantaChrome Instruments,
Autosorb-1, A.B.D.) metodu temel alinarak spesifik ylizey alani dl¢iim cihaz:’
ile 6lctldii. BET analizi dncesinde ise 200°C sicaklikta 2 saat siireyle tozlarin
nemleri vakum altinda uzaklastirilmistir. Olgiimlerde ise adsorbe edici gaz

olarak azot (N2) kullanilmustir.
Biitiin tozlarin kiiresel sekle ve aynmi tane boyutuna sahip olduklari

varsayilarak, tozlarin spesifik yiizey alanlarindan esdeger kiiresel ¢aplari iliskili

formiil (Esitlik 1) kullanilarak hesaplandi. Bu esitlikte d, esdeger kiiresel ¢api,
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S, tozun spesifik ylizey alanin1 ve p, tozun teorik yogunlugunu ifade

etmektedir.

d = i
” @
Uretilen tozlarin birincil tane boyutlari ise XRD sonuglari iizerinden ve
pik genisliklerine gore Scherrer esitligi (Esitlik 2) kullanilarak hesaplanmuistir.
Bu esitlikte D, birincil tane boyutunu, A, Cu Ka 1sminin dalgaboyunu (1.542
A), B, anataza ait (101) pikinin yar1 yiiksekligindeki tam genisligi (FWHM) ve

0 ise (101) pikinin oldugu ag1y1 temsil etmektedir.

D— 094
B BrosA

(2)

Sentezlenen plaka sekilli ZnO partikiillerinin tane boyut dagilimi farkl
dagitict ortamlarinda dagitilarak tane boyut analizi cihazi (Malvern

Mastersizer, Ingiltere) kullanilarak yapilmistr.

7.3. Sentezlenen Plaka Sekilli ZnO Partikiillerinin Sinterlenmesi

Sentezlenen plaka sekilli ZnO tozlarmin son iriin &zelliklerinin
Olclilmesi amaciyla sinterleme calismasi gerceklestirilmistir. Bu calismada tane

boyutu ve yogunlugun sicaklik ile degisimi incelenmistir.

Preslenen malzemelerin yas yogunluklari d=m/V formiilii yardimiyla
hesaplanmigtir. Elde edilen peletlerin ¢ap ve yiikseklikleri otomatik kumpas
yardimiyla 6l¢iilmiis ve hacimi hesaplanmistir. Peletlerin kiitlesi de 4 dijitli
hassas terazi ile Ol¢iilmiistiir. Elde edilen yogunluk degerleri, tozun teorik
yogunluguna boliinmiis ve 100 ile carpilarak %’ce yas yogunluk degerleri
hesaplanmigtir. Sinterlenmis numunelerin teorik yogunlugu ise Arsimet teknigi

ile belirlenmistir. Malzemenin yogunlugu asagidaki formiil ile hesaplanmistir
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(Esitlik 3). Burada p malzemenin yogunlugu, ps, ise suyun ol¢iim yapilan
sicakliktaki yogunlugudur.

_ Myuru
P = XPgy,

Mocicida — m_}'r.z;

©)

Preslenen numunelerinin sinterlenme sicakliginin belirlenmesi amaciyla

TMA (Thermal Mechanical Analyzer, Schimadzu, Japonya) cihaz
kullanilmistir. TMA cihaz1 i¢in preslenen numune 1x1 mm olacak sekilde kiip
haline getirilmis 1300°C tepe sicakligma 10°C/dk 1sitma hizi kosullarinda

Olctim yapilmustir.

7.4. In-vitro Cahismalarinda Kullamlan Nano Boyutlu ZnO (Z-1) Tozunun
Karakterizasyonu

In-vitro caligmalarinda kullanilan nano boyutlu ZnO (Z-1) tozunun
toksisite yorumlarinin daha iyi yapilabilmesi amaciyla morfoloji ve tane
boyutu analizi amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM), faz analizi
amactyla x-1s1nlan difraktometresi (XRD), aktif yilizey alani 6l¢iimii icin BET
cihaz1 kullanilmistir. Kantitatif olarak element analizi i¢in ise X-1sinlari
fluoresans (Rigaku, ZSX Primus) analiz cihazi kullanilmistir. Bu calisma ile
birlikte 6zellikle saflik bilgisi net olarak iiretici firma tarafindan belirtilmeyen
ticari nano boyutlu ZnO (Z-1 kodlu) tozunun yiizdece saflik oraninin ve
icerdigi safsizliklarin belirlenmesi hedeflenmistir. XRF analizleri 6ncesinde 0.7
g ticari toz ile 7.0 g lityum tetraborat tozu tartilmis ve havanda ogiitiilerek
karigtirllmistir. Ardindan platin kroze igerisine yerlestirilerek 15 dakika siireyle
950-1000°C arasinda eritis gerceklestirilmis ve devaminda platin tabla {izerinde

hizli sogutularak XRF numuneleri analiz i¢in hazirlanmistir.
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7.5. Nano Boyutlu ZnO (Z-1) ve Plaka Sekilli ZnO (Z-plaka) Tozlarmin in-
vitro Toksisite Testleri

TUBITAK 109M585 nolu proje ¢alisma grubunun yaptigi ¢alismada,
hem ticari nano boyutlu ZnO hem de sentezlenen plaka sekilli ZnO in-vitro
sitotoksisite ve genotoksisite calismalar1 gergeklestirilmis ve toz ozellikleri ile
toksisite degerleri arasinda iliski kurulmaya c¢alisilmistir. Yapilan calismalar
Anadolu Universitesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

7.5.1. In-vitro toksisite calismalarinda kullanilan yontem ve gerecler

Bu c¢alismada, hem ticari hem de sentezlenen tozlarin in-vitro
sitotoksisite ve genotoksisite calismalar1 gergeklestirilmis ve toz ozellikleri ile

toksisite degerleri arasinda iliski kurulmaya ¢alisiimustir.

7.5.2. In-vitro toksisite cahsmalarinda kullamilan TIG-114 hiicreleri

TIG-114 hiicreleri, insan deri fibroblast primer kiiltlir hiicreleridir. Bu
hiicreler JCRB (Japanese Collection of Research Bioresources) hiicre

bankasindan temin edilerek laboratuvarimizda yetistirilmislerdir.

7.5.3. In-vitro toksisite cahsmalarinda kullanilan aletler ve cihazlar

Steril kabin (Heraus), CO, inkiibatorii (Heraus), ELISA cihaz1 (Bio-Tek),
Otoklav, Sogutmali santrifiij (Heraus), Fluoresan atagmanli 151k mikroskobu
(Olympus), Inverted mikroskop (Olympus), Sivi azot tanki, Elektroforez tanki
ve giic kaynagi (Thermo), Su banyosu (Clifton), 12 kanalli mikropipet
(Eppendorf), Dagitici Pipet (Eppendorf).
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7.5.4. In-vitro toksisite cahsmalarinda kullanilan kimyasal maddeler

Teknik Alkol, MTT (Applichem), Fetal Bovine Serum, Eagle’s Minimum
Essential Medium (Sigma), Fetal Bovine Serum (Sigma), Penicilin-
Streptomycin (Sigma), Trypsin-EDTA Solution (10X) (Sigma), Sodyum
Bikarbonat (Sigma), Dimethyl Sulfoxide (Riedel de Haen), Dimethyl Sulfoxide
(Sigma), Etanol (Riedel de Haen), MTT (Sigma), KCI (Merck), NaCl (Merck),
CaCl (Merck), KH,PO,4 (Merck), Na;HPO, (Merck), EDTA (Merck), Tris
Base (Bazik), Tris HCI (Sigma), NaOH (Sigma), Metanol (Riedel de Haen),
Agaroz (Sigma), diisiik erime noktali agaroz (Sigma), Ethidium Bromide
(Sigma), Triton X-100 (Sigma), S1v1 Azot.

7.5.5. In-vitro toksisite cahismalarinda kullanilan sarf malzemeler

25 ve 75 cm?’lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam
meziirler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacminde), enjektorler (10, 20 ve 50
ml hacminde), 100, 250, 500, 1000 ml’lik Durham siseler, 10 ml’lik tek
kullanimlik pipetler, Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50’ml
hacminde), steril filtreler, Thoma Lami, PES membran filtreler (0,2 mikron
capinda), lam, lamel, otoklav ve sterilizator sicak hava bantlari, mavi, sar1 ve

beyaz otomatik pipet uglart ve eppendorf tiipleri.

7.5.6. In-vitro toksisite calismalarinda kullanilan arac¢ ve gerecin

hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan cam ve plastik malzemeler ile siv1 soliisyonlar
aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121 °C, 1.5 atm/Hg basingta 20
dakika, cam ve metal malzemeler ise, aliiminyum folyolara sarili olarak
sterilizatorde 180°C°de 2 saat siire ile steril edilerek kullanilmistir. Kullanilan
bazi s1vi kimyasallar 0,22 um aralikli PES membran filtreden gecirilmek sureti

ile steril edilerek kullanilmistir.
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7.5.7. In-vitro toksisite calismalarinda kullanilan test maddelerinin

dozlarimin hazirlanmasi

Test maddeleri olarak kullanilan nano boyutlu ZnO (Z-1) ve plaka
sekilli ZnO tozlarmin  hiicrelerin biiylimesi ve gelisimi i¢in kullanilan
besiyerinde ¢oziilerek 1000 pg/ml’lik ana stok dozu hazirlanmistir. Daha sonra
bu ana stoktan diliisyon yolu ile 1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 ug/ml, 10 pg/ml, 20
pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/ml
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Bu hazirlanan konsantrasyonlar, literatiir
taramalar1 ve deneysel On g¢alismalar sonucunda belirlenmistir. Bu ¢alismada
negatif kontrol olarak hiicre besiyeri iceriginde bulunan ultra saf su 1 pl /ml
olacak sekilde kullanilmistir. Test edilen tozlarin konsantrasyonlari her deney

oncesinde taze olarak hazirlanmistir.

7.5.8. In-vitro toksisite ¢calismalarinda kullanilan hiicreler ve hiicrelerin

testler icin hazirlanmasi

Ticari nano boyutlu ZnO (Z-1) ve plaka sekilli ZnO tozlarmin yapi
aydinlatma ¢alismalarinin tamamlanmasindan sonra elde edilen bilesiklerin
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla TIG 114 Hiicreleri %1 Non
Essential Amino Acid soliisyonu iceren % 10 Fetal Sigir serumlu (FBS)
Minimum Essential Eagle Medium, besi ortaminin konuldugu flasklarda,
37°C’de ve % 5 CO; igeren CO; inkiibatoriinde kiiltiire edilmislerdir. Deney
icin yeterli sayiya ulagan hiicreler, thoma lami ile sayilarak MTT testi i¢in 96
kuyucuklu plakalara her kuyucuga 2x10” hiicre gelecek sekilde ekilmislerdir.
Komet deneyi i¢in 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 8x10° hiicre olacak
sekilde ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyerleri uzaklastirilarak
nano boyutlu ZnO (Z-1) ve plaka sekilli ZnO tozlarmin literatiir taramasi ve 6n
deneme calismalar1 sonucunda elde edilen uygun konsantrasyonlar1 hiicrelere

uygulanarak MTT ve Komet testleri yapilmistir.
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7.5.9. Mitokondriyal aktiviteye dayalh MTT 6l¢iimii

Nano boyutlu test maddelerinin TIG-114 hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkilerini belirlemek amaci ile MTT testi uygulanmistir. Hiicreler %1 Non
Essential Amino Acid soliisyonu iceren % 10 Fetal Sigir serumlu (FBS)
Minimum Essential Eagle Medium, besi ortamiin konuldugu flasklarda,
37°C’de ve % 5 CO; igeren CO- inkiibatoriinde kiiltiire edilmislerdir. Deney
icin yeterli saytya ulasan TIG 114 hiicreleri, thoma lami ile sayilarak 96
kuyucuklu plakalara her kuyucuga 2x10* hiicre gelecek sekilde ekilmislerdir.
24 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan besiyerleri uzaklastirilarak hiicrelerin
izerine test maddelerinin 6n deneme ¢alismalart sonucunda elde edilen uygun
konsantrasyonlarini iceren taze besiyerleri ilave edilerek CO, inkiibatoriinde
inkiibe edilmisglerdir. Test maddeleri ile 24 saat muamele edilen hiicrelerden
inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilarak MTT ilavesi yapilmistir.
Hiicreler 5 mg/ml MTT stok soliisyonu ile 2 saat CO, inkiibatoriinde
inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda MTT igeren besiyerleri
kuyucuklardan uzaklastirilmistir. Canli  hiicreler tarafindan olusturulan
formazan tuzlarinin ¢oziinmesi i¢in her bir kuyucuga 100 pul DMSO ilave
edilip, 5 dakika beklendikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri
570 nm dalga boyunda ELx808 Absorbance Microplate Reader (Bio-tek, USA)
cihazinda okutulmustur. Test maddeleri ile muamele edilmeyen kontrol hiicre
canliligt % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 %
olarak ifade edilmistir. Negatif kontrol olarak ultra saf su kullanilmis ve
hiicreler i¢in gerekli olan besi ortami ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir.
Deneyler 3 kez ve 8 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Istatistiksel
degerlendirmeler icin SPSS programi kullanilmistir. Elde edilen verilerin
anlamliliklar1 tek yonliit ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak
belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
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7.5.10. Komet (Tek hiicreli jel elektroforezi) genotoksisite testi

Komet yonteminde, ilk olarak hiicrelerin iizerinde yiiriiyecegi lamlarin
hazirlanmas1 gerekir. Bu amagla lamlar %1 lik normal erime noktal1 agaroz ile

kaplanmaistir.

TIG-114 hiicreleri Minimum Essential Eagle Medium, % 10 Fetal Sigir
serumu (FBS) iceren besi ortaminin konuldugu flasklarda, 37°C’de ve % 5
CO; igeren CO; inkiibatoriinde kiiltiire edilmislerdir. Deney icin yeterli sayiya
ulasan TIG-114 hiicreleri, thoma lami ile sayilarak 6 kuyucuklu plakalara her
kuyucuga 8x10° hiicre gelecek sekilde ekilmislerdir. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan besiyerleri uzaklastirilarak ticari nano boyutlu ZnO ve (Z-1) ve plaka
sekilli ZnO tozlarmin uygun konsantrasyonlar1 hiicreler ile 24 saat muamele
edilmislerdir. Bu deneyde kullanilan konsantrasyonlar 10, 20 ve 40 pg/ml’lik
konsantrasyonlardir. Bu deneyde pozitif kontrol olarak H,O, (10 uM)
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise hiicre kiiltiir medyumu kullanilmistir.
24 saat maddelerle hiicrenin muamalesinden sonra hiicreler, Tripsin-edta ile
kaldirilip thoma lami ile sayilmistir. Her bir dozdan esit sayida hiicre alinarak
ayr1 ayrt santrifiij edildikten sonra, eppendorflar tlipler igerisinde iizerlerine
PBS (Phosphate buffer solution) eklenerek hiicreler siispansiyon haline
getirilmistir. Siispansiyon haldeki hiicrelerden 20 pl alinarak 80 pl % 1’lik
diisiik erime noktasina sahip agaroz ile karistirilmis ve lam {izerine ince bir
tabaka halinde yayilarak donmasi i¢in + 4°C’de 30 dakika kadar bekletilmistir.
Daha sonra hiicreler NaCl, Tris, EDTA, DMSO (dimetil siilfoksit) ve Trion-X
iceren pH 10’daki pargalama soliisyonu icerisinde 1 saat bekletilmis ardindan
da distile su ile yikandiktan sonra sartlandirma igin 20-40 dk arasinda yiiksek
alkali Ozellikteki elektroforez ¢ozeltisi icerisinde tutulmustur. Sartlandirma
isleminin ardindan lamlar elektroforez tankinda 25 V 300 mA 25 dk. (1 V/cm)
elektrik akimina maruz birakilarak hiicre ¢ekirdeklerinin goc¢ etmeleri
saglanmistir. Elektroforez isleminin ardindan lamlar 3 kez, 5’er dakika siireyle
noétralizasyon ¢ozeltisinde bekletilmis ve distile su ile yikandiktan sonra

kurumalari i¢in oda sicakliginda bekletilmistir. Islemler 1s1ktan kaynakli DNA
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hasarin1 6nlemek amaciyla karanlik bir ortamda gerceklestirilmis ve kullanilan
tim ¢dzeltilerinin 1sisinin + 4°C’de olmasina dikkat edilmistir. Elektroforez
islemi de serin ve karanlik bir ortamda gergeklestirilmistir. Kuruyarak
boyamaya hazir hale getirilen lamlar floresan bir boya olan EtBr (Etidyum

bromiir) 5 pg/ml olacak sekilde boyanmustir.

Lamlar boyandiktan sonra her doz i¢in paralel olarak hazirlanan iki
preparattan rastgele segilen 25 hiicre 40X biiyiitmeli, 515-560 nm eksitasyon
filtreli 100 W civa lambali, bilgisayar destekli BX-50 floresan atagmanli
mikroskopta, BS200ProP Komet Deney analiz programi kullanilarak kalitatif
olarak incelenmistir. Kumarevel ve arkadaslarinin yaptig1 calismada (Basaran
ve ark. 2004) komet analiz programlarindan elde edilen parametreler igerisinde
doza bagli genotoksisiteyi belirlemek i¢in kullanilmasi gereken en anlamli
parametrelerin kuyruk momenti, kuyruktaki % DNA ve ¢ekirdek kuyruk
momenti (olive tail moment) oldugu ortaya konulmustur. Bundan dolay1 elde
edilen sonuglar bu parametrelerden kuyruktaki % DNA degerleri temel
almarak degerlendirilmistir. Bu degerlerin artmasi, genotoksik etkinin
olustugunun énemli bir isaretidir. Sekil 7.2°de bu parametreler ile ilgili bilgiler
yer almaktadir (Kumaravel ve ark. 2006). Bu calismada, analiz sistemi
kullanilarak elde edilen kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve kuyruk
momenti degerleri tablolar halinde sunulmustur. Ayrica kuyruktaki % DNA ve
kuyruk momenti degerlerinin, kontrole gore degisim degerleri yiizdece

hesaplanarak tablolarda gosterilmistir.
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Goriintid Analizi ile Veri Toplanmasi

DNA Gdgiiniin Uzunlugu
(Tanmlanabilen en kclk CMA)

Gic Etmis DNA Yiizdesi
(Gg Eden DNA Miktar)

kafa kuyruk

Kuyruk Momenti
(Goc etmis DMNAJ x (kuyruk ozunludu)

CekKirdek Kuyruk Momenti

(Gog ebmis DNAY x (lkuyrulkckalad DNA
yodunludunun merkez ile kafa arasindaki

mesafe) -

DNA Géciiniin Uzunlugu

Sekil 7.2. Komet deneyi ile genotoksisite analizinde kullanilan &nemli parametreler

(Kumaravel ve ark. 2009).

DNA hasarmin kalitatif olarak inceleme i¢in hiicrelere ait resimler 20x

biiylitme ile BX-50 floresan atagmanli mikroskopta incelenerek gorsel

degerlendirme ile her lamdan rastgele 25 hiicre sayilarak (Tice ve ark. 2000;

Shukla ve ark. 2011) ve kuyruk olusturma oranlarina gore 5 gruba ayrilan

hiicreler (Kumaravel ve ark. 2009) degerlendirilmistir (Sekil 7.3).

Skor1l Skor2 Skor3

(-

Skor 5

Sekil 7.3. Kuyruk ozelliklerine gore hiicrelerin gruplandirilmasi (KUMARAVEL ve ark.,

2009).

7.5.11. TIG 114 hiicrelerine UV-A uygulanmasi

Test edilecek olan ZnO (Z-1) ve plaka sekilli ZnO tozlarmin UV-A

varliginda TIG 114 hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisini

belirlemek amaci ile TIG 114 hiicrelerine UV-A uygulanmistir. 2010 yilinda

Tiano ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada 20 cm yiikseklikten ve 15
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dakika siiresince UV-A 1smina maruz kalmanin Fransa Riviera (Nice)
eyaletinde 6glen saatlerinde 90 dakika giines 1s181ina maruz kalmaya esit oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alisma referans alinarak, gergeklestirilen UV-A
calismalarinda maddeler hiicrelere verildikten sonra 10 dakika UV-A (9W) ile
muamele edilmislerdir. Daha sonra hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilip,

besiyerleri hiicrelerden uzaklastirilarak MTT ve komet testleri uygulanmistir.

7.6. Sentezlenen Plaka Sekilli ZnO Partikiillerinin Mikroemiilsiyon

Formiilasyonuna Doniistiiriilmesi

Glinesten koruyucu sistem formiilasyonu i¢in tastyict sistem olarak dig
fazi yag olan mikroemiilsiyon tasiyici sistem hazirlanmistir. Hazirlanan
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda, yagl faz olarak Miglyol 840, yiizey etken
madde olarak ABILEM 90, yardime! yiizey etken madde olarak izopropil alkol
ve sulu faz olarak distile su kullanilmistir. Mikroemiilsiyon tasiyict sistem
igerisinde farkli boyutlara sahip ZnO partikiilleri kullanilmistir. Bunlar <100
nm ve mikron alt1 tane boyutuna sahip ticari ZnO tozlar ve plaka sekilli ZnO

partikiilleridir.

Giines 1ginlarini filtre edici formiilasyonlarin etkinlikleri, in vitro
ortamda cesitli yontemlerle degerlendirilmektedir. Diffey ve Robson’in 1989
yilinda onerdigi Transpore™ test, uygulamasi oldukca kolay ve sik kullanilan
yontemlerden birisidir. Transpore™ bant, kuvartz kiivetler iizerine yapistirilir
ve 2.0 mg.cm™ formiilasyon homojen olarak yiizeye siiriiliir. Uygulamadan
sonra yaklasik 15 dakika kurumaya birakilir. Transpore™ bant1 yapistiriimig
referansa karsi, UV spektrofotometresi (UV-Visible Spectrophotometer, Cary,
A.B.D.) ile 290-400 nm araliginda spektrum alinarak analiz gergeklestirilir.
Sekil 7.4’te sematik gdsterimi bulunan Transpore™ yontemi kullanilarak,
cesitli oranlarda hazirlanan mikroemiilsiyonlarin 290-400 nm dalga boylar

arasinda UV absorbe etme Ozellikleri ol¢tilmiistiir.
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UV kaydedici
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Sekil 7.4. Transpore™ yontemi ile UV-Visible Spectrophotometer Ol¢limiiniin sematik
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8. SONUCLAR VE TARTISMA

8.1. Plaka Sekilli ZnO Partikiillerinin Sentez Sicakhig1 ve Siiresinin Faz
Gelisimi ile Tane Morfolojisi Uzerindeki EtKisi

Sentez sicakliginin  Oncelikle faz gelisimi {izerindeki etkisinin
incelenmesi ve sentez mekanizmasinin yorumlanmasi amaciyla gerceklestirilen
solvotermal sentez ¢alismalarinda sirasiyla 160°C, 200°C, 240°C ve 260°C
sicakliklarda kesikli olarak numuneler alinmistir. Ayrica solvotermal sentez
isleminin gergeklestirildigi tepe sicakligi olan 260°C’de 30 dakika ve 1 saat
sonlarinda da numuneler alinmistir. Alinan numuneler yikanmis ve ardindan
oda sicakliginda kurutulmustur. Sekil 8.1°de farkli sicakliklarda alinan
numunelere ait XRD grafikleri gosterilmistir. 160°C ve 200°C sicakliklarda
alinan numunelerin XRD grafikleri incelendiginde tiim piklerin ZnO formuna
ait referans XRD piklerine (PDF#00-036-1451) karsilik geldigi belirlenmistir.
Dolayisiyla baglangi¢ ¢inko kaynagi olan ticari ZnO tozunun bu sicakliklarda
kimyasal olarak doniisime ugramadigi ve gliserin ¢oziiciisii ile reaksiyona
girmedigi gozlenmistir. Sentez sicakligi 240°C’ye ulastiginda ise bu piklerin
haricinde 11° civarinda yeni bir pik olusumu gézlenmistir. Bu sonuca gore
gliserin ile ZnO tozunun bu sicaklikta reaksiyona girmeye basladigi
goriilmektedir. Devaminda 260°C sicaklikta ve bu sicaklikta farkli siirelerde
alman numunelere ait XRD grafikleri degerlendirildiginde ise ticari ZnO
tozunun gliserin ¢oziiciisii ile reaksiyonu sonucu tamamen yeni bir yapinin
olustugu belirlenmistir. Solvotermal sentez sonrasi elde edilen tozlara ait XRD
grafigi incelendiginde, piklerin herhangi bir referans XRD grafigine ait pikler
ile uyusmadigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak burada ¢inko katyonu (Zn*?) ile
gliserin (C3Hs(OH)3) sisteminin yiiksek kristallige sahip yeni bir Zn-gliserin

kompleks yapisi (¢inko gliserolat, vb.) olusturdugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 8.1. Sentez sicakliginin faz doniistimiine etkisi: Sirasiyla 160°C, 200°C, 240°C, 260°C
sicakliklarda, devaminda da 260°C sicaklikta 30 dakika ve 60 dakika sonlarinda

alinan numunelere ait XRD grafikleri

Literatiir detayli olarak incelendiginde, 2009 yilinda Remias ve arkadaslarinin
gerceklestirmis oldugu bir ¢aligmada (Remias ve ark. 2009) ¢inko oksit ve
gliserin ¢oziiciisii kullanilarak hazirlanan karigimin teflon-astarli paslanmaz
celik bir otoklavda 150°C sicaklikta, 24 saat siireyle reaksiyonu sonucunda
cinko gliserolat kompleksi elde edilmistir. 2010 yilinda Das ve Khushalani
tarafindan gergeklestirilen diger bir bilimsel ¢alismada (Das ve ark. 2010) ise
¢inko kloriir (ZnCly), sodyum hidroksit ve gliserin ¢oziiciisii kullanilarak bir
karisim hazirlanmistir. Bu karigimin 190°C sicaklikta 5 saat siireyle reflux
edilmesi sonucu benzer sekilde ¢inko gliserolat yapist elde edildigi
gozlenmektedir. Bu iki ¢aligmada gosterilen ¢inko gliserolat yapilarina ait
XRD grafikleri ile bu calismada 260°C sicaklikta 1 saat silireyle solvotermal
sentez sonucunda elde edilen tozlara ait XRD grafigi (Sekil 8.2) birbirleriyle
uyusmaktadir. Literatiirde gosterilen c¢inko gliserolat yapilarina ait XRD
grafikleri degerlendirildiginde, bu yapiya ait belirleyici ve yiiksek siddete sahip
temel XRD pikinin 11° civarinda oldugu ag¢ikg¢a goriilmektedir (Sekil 8.2-a ve
Sekil 8.2-b). Ayrica bu grafiklerde 17° ile 50° arasinda diisiik siddete sahip
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piklerin oldugu ve bunlarin da ¢inko gliserolat kompleksinin XRD deseniyle

ortlistiigli gézlenmektedir.
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Sekil 8.2. Literatiirde a) Remias ve arkadaslarinin 2009 yilinda ve b) Das ve arkadaslarinin
2010 yilinda ortaya koyduklar ¢inko gliserolat kompleksine ait (adapte edilen) ve
¢) bu ¢alismada 260°C sicaklikta, 1 saat solvotermal sentez sonucu elde edilen Zn-

gliserin kompleksine ait XRD grafikleri
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Bunlara bagl olarak bu ¢alismada gergeklestirilen solvotermal sentez
sonucu elde edilen ara bilesigin ¢inko gliserolat kompleksi oldugu
diistiniilmektedir (Sekil 8.2-c).

Ticari ZnO baslangic ¢inko kaynagi kullanilarak gergeklestirilen
solvotermal sentez sonucunda elde edilen ¢inko gliserolat kompleksinin yapisi
hakkinda daha fazla bilgi edinmek amaciyla FTIR spektroskopisi caligmalari
gergeklestirilmistir. Sekil 8.3’te sentez sonrasi elde edilen bu komplekse ait

FTIR spektroskopi sonucu sunulmustur.

Gegirgenlik %

T ! T ! T ! T ! T ! T ! T !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga Sayisi cm’

® - O-H +-C-O vV -HC=CH,
« - C-H »:(CH).C A: C-O-H
D - 0-H-O » - C=CH, o: Zn-0

Sekil 8.3. Solvotermal sentez yonteminde gliserin ¢oziiciistiniin ticari ZnO tozu ile 260°C
sicaklikta, 1 saat siireyle reaksiyonu sonucu elde edilen tozlara ait (Cinko

Gliserolat Kompleksi) FTIR spektrumu
3100 ile 3600 cm™ dalgaboylar arasindaki genis absorbsiyon pikinin

O-H gerilme titresimine karsilik geldigi belirlenmistir. Bununla birlikte 1640

cm* dalgaboyunda gozlenen absorbsiyon pikinin de O-H egilme titresimini
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tanimladig1 tespit edilmistir. C-H gerilme bandina karsilik gelen absorbsiyon
piklerinin ise sirastyla 2932, 2880, 2847, 2716 ve 1462 cm™ dalgaboylarinda
yer aldigr gozlenmistir. C-O gerilme titresimini tanimlayan absorbsiyon
piklerinin 1945, 1110 ve 1063 cm™ dalgaboylarinda oldugu goriilmektedir.
Cinko gliserolat yapisini tanimlayici diger absorbsiyon piklerinin ise 2580 (O-
H-O gerilme), 1382-1349 ((CHj3),C, metil grubu), 987 (-HC=CH,, vinil grubu),
870 (>C=CH,, metilen grubu), 645 (C-O-H, alkol grubu) ve 551-419 cm™ (Zn-
O) dalgaboylarinda yer aldig1 belirlenmistir (Remias ve ark. 2009; Das ve ark.
2010; Coates ve ark. 2000). 551 ve 419 cm™ dalgaboyu araligindaki
titresimlerin ise Zn-O gerilme bandini temsil ettigi bilinmektedir. Sonug olarak,
literatlir ile tamamen destekli olarak bu c¢alismada eclde edilen FTIR
spektroskopisi bu yapida 6zellikle Zn-O, O-H, C-H, O-H-O ve C-O baglarinin
oldugunu agik¢a ortaya koymustur. Boylelikle XRD analiz sonuglari ile tutarl
sekilde c¢inko gliserolat kompleksinin kimyasal yapisinin elde edildigi

gosterilmektedir.

Sentez sicakligi ve sentez siiresinin faz gelisimi lizerindeki etkilerinin
detayli olarak degerlendirilmesinin ardindan, bu iki sentez parametresinin tane
morfolojisi lizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla taramali elektron
mikroskobu (SEM) caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda 160°C,
200°C, 240°C, 260°C sicakliklarda ve tepe sicakligi olan 260°C sicaklikta
sirastyla 30 dakika ve 60 dakika sonlarinda kesikli olarak numuneler alinmistir.
Sekil 8.4’te farkli sicakliklarda ve devaminda farkli sentez siirelerinde alinan
numunelere ait SEM goriintiileri sunulmustur. 160°C ve 200°C sicakliklarda
alinan numunelerin SEM goriintiileri incelendiginde baglangi¢ ¢inko kaynagi
olarak kullanilan, eseksenli morfolojiye sahip ticari ZnO tozunun
morfolojisinin degismedigi goézlenmistir (Sekil 8.4-a ve Sekil 8.4-b).
Dolayistyla 120°C ile 200°C sicakliklar1 arasinda ZnO tozunun gliserin ile
heniiz reaksiyona girmedigi belirtilebilir. 240°C sentez sicaklifinda alinan
numunelere ait SEM goriintiileri  degerlendirildiginde ise nanometre
seviyesinde kalinliga sahip (transparan) plaka morfolojisine sahip, mikron

boyutlu yapilarin olugsmaya basladigi agikga goriilmektedir (Sekil 8.4-c).
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Sekil 8.4. Ticari ZnO tozu ve gliserin ¢oziiciisii kullanilarak gergeklestirilen solvotermal sentez
¢aligmasinda a) 160°C, b) 200°C, c¢) 240°C, d) 260°C e) 260°C 30 dakika ve f)

260°C 60 dakika sonlarinda kesikli olarak alinan numunelere ait SEM goriintiileri

38



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Ayrica plaka morfolojisine sahip olan bu yapilarin hegzagonal sekilde
biiyiime egiliminde oldugu da goézlenmistir. Fakat bu yapilarin haricinde bu
sicaklikta sistemde halen reaksiyona girmemis eseksenli ZnO partikiillerinin de
bulundugu belirtilmelidir. Ancak bu sicakliktan sonra sistemde homojen olarak
dagilmig plaka yapilarinin 6ne ¢ikmaya basladigi goézlenmistir. 260°C sentez
sicakliginda ZnO tozu ile gliserin ¢oziiciisiiniin reaksiyonu sonucu olusan
mikron boyutlu plaka yapilar elde edilmistir (Sekil 8.4-d). Dolayisiyla plaka
morfolojisinin elde edilebilmesi i¢in gerekli olan sentez sicakliginin 260°C
oldugu bu calisma ile tespit edilmistir. Bu sicaklikta gergeklestirilen sentez
calismasinda 30 dakika ve 60 dakika siirelerin sonunda alinan numunelere ait
SEM goriintiileri incelendiginde ise plaka yapilarinin biiylime egiliminde
olduklari, fakat morfolojilerinde herhangi bir degisim olmadig1 goriilmektedir
(Sekil 8.4-e ve Sekil 8.4-f). Sonug olarak sentez siiresinin de plaka yapilarinin
homojen olarak biiylimeleri ve ayrica yiiksek kristallige sahip ¢inko gliserolat

kompleksinin elde edilmesi agisindan 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Sentez sicaklig1 ve siiresinin faz gelisimi ile tane morfolojisi tizerindeki
etkilerinin ortaya konulmasmin ardindan optimum kosullar temel alinarak
gerceklestirilen solvotermal sentez calismalar1 sonucunda elde edilen ¢inko
gliserolat kompleksindeki tozlar, Sekil 8.5’te gosterilen TG/DTA egrisine gore
350°C’de 1.5 saat siireyle kalsine edilmistir. Kalsinasyon islemi sonucunda
elde edilen tozlara ait XRD grafigi Sekil 8.6’da gosterilmistir. Kalsinasyon
sonrast tozlarin tamamen ¢inko oksit (ZnO) kristal formunda kristallestikleri
net olarak ortaya konulmustur. Dolayisiyla ¢inko gliserolat yapisindaki tozlarin
wurtzite kristal yapisinda, kararli ZnO formuna doniistiiriilmesi i¢in gerekli

olan kalsinasyon sicakligi i¢cin 350°C’nin yeterli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 8.5. Plaka sekilli Zn-Gly kompleksine ait (TG) sicaklikla agirlikca kayip grafigi.

Bu tozlarin primer (birincil) tane boyutlar1 ise Sekil 8.6’da gosterilen
XRD sonucu lizerinden, yar1 pik yiiksekligindeki tam genislik degeri temel
alinarak ve Scherrer esitligi kullanilarak hesaplanmistir. XRD analizi
sonucunda elde edilen veriler kullanilarak ZnO partikiillerinin birincil tane
boyutu 46.27 nm olarak belirlenmistir. Ayrica ZnO tozlarinin spesifik yiizey
alani, spesifik yiizey alami 6lgme cihazi kullanilarak ~ 25 m?/g olarak

belirlenmistir.
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Sekil 8.6. Solvotermal sentez yontemi ile elde edilen ¢inko gliserolat kompleksi tozlarinin
350°C’de 1.5 saat siireyle kalsinasyonu sonucu iretilen ZnO tozlarmin XRD

grafigi

Biitlin tozlarin kiiresel sekle ve ayni tane boyutuna sahip olduklar
varsayilarak, tozlarin spesifik yiizey alanlarindan esdeger kiiresel ¢aplari iligkili
formiil (Esitlik 6.1) kullanilarak hesaplandi. Bu esitlik  yardimiyla
partikiillerinin ortalama birincil tane boyutu ise 30.6 nm olarak hesaplanmistir.
Ayrica elde edilen ZnO tozlarmin morfolojilerinin net olarak belirlenmesi ve
daha detayli bilgi edinilmesi amaciyla yiiksek bilylitmelerde alinan SEM
goriintiileri Sekil 8.7°de gosterilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde nano
boyutlu (~ 29 nm) birincil ZnO tanelerinin kontrollii bir araya gelmesiyle
olusan mikron boyutlu hegzagonal (tasarlanmig) sekle sahip plakalarin elde
edildigi net olarak ortaya konulmustur. Hegzagonal sekle sahip plakalarin
ortalama uzunluklarinin ise 2 um ile 10 um arasinda degistigi belirlenmistir.
Ayrica SEM goriintiilerinde gore iist iiste gelen plaka sekilli yapilarda bir
alttaki plaka yapisinin net olarak goriilebildigi tespit edilmistir. Bu da agikca
tiretilen ZnO plakalarin kalinliklarinin nano boyut seviyesinde olduguna isaret
etmektedir. Sonug olarak, bu ¢alismada literatiirden farkli olarak hedeflendigi
lizere nano boyutlu birincil tanelerden olusan c¢ok kristalli, tasarlanmis
hegzagonal sekle sahip mikron boyutlu ZnO tozlarinin iretimi miimkiin

olmustur.
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Sekil 8.7. Uretilen nano boyutlu (~ 30 nm) birincil ZnO tanelerinin kontrollii olarak bir araya
gelmesiyle olusan mikron boyutlu (2-10 um) tasarlanmis hegzagonal sekle sahip

plakalarin SEM goriintiileri a) Kalsinasyon 6ncesi, b) Kalsinasyon sonrasi
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Nano birincil tanelere sahip plaka sekilli ZnO partikiillerinin
morfolojilerinin detayli olarak incelenmesi amaciyla Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM) analizi gerceklestirilmistir. Sekil 8.8’de yaklagik ~30 nm

birincil tanelere sahip oldugu net olarak goriilmektedir.

Sekil 8.8. Nano birincil tanelere sahip plaka sekilli ZnO partikiillerine ait gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) goriintiileri.
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8.2. Plaka Sekilli ZnO Tozlarinin Biiyiik Miktarlarda Solvotermal Yéntem
ile Sentezi

Sentez parametreleri incelenen ve iiretimi miimkiin olan plaka sekilli
ZnO tozlarinin yiiksek miktarlarda iretilmesi amaciyla da c¢alismalar
yaptlmistir.  Sekil 8.9°da  gorildiigii gibi  1:10  (ZnO:Gliserin) orani

degistirilmeden miktarlar arttirilarak sentez ¢alismalar1 yapilmistir.

200 gr ZnO Baslangig 2000 gr Gliserin

NP

Solvotermal sentez islemi

(120°-260°C,

tepe sicakliginda 1 saat )

\L o

Organiklerin / safsizliklarin giderilmesi

amaciyla 3 kez saf su ve 1 kez

izopropanol ile yikama

!

Oda sicakliginda kurutma
(~ 24-36 saat)

Sekil 8.9. Yiiksek miktarda plaka sekilli ZnO tozlarinin iiretiminin akig semasi ve tasarlanan

sicaklik ve hiz kontrollii reaktor.

45



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Beher sisteminde plaka sekilli ZnO yaklasik 7.2 gr iiretilebilinirken, bu
calisma ic¢in 6zel tasarlanan sicaklik ve hiz kontrollii reaktdrde solvotermal
yontem ile miktarin yaklagik 120 grama ¢ikarilmasi miimkiin olmustur.
Sicaklik ve hiz kontrollii reaktorde bulunan g¢elik hazne ve celik hazneyi 1sitan
battaniye sistemi beher sistemine gore i1sinmasi daha uzun silirmektedir.
Sistemin gliserin ile yapilan sicaklik zaman grafigi Sekil 8.10°da gdsterilmistir.
Grafik incelendiginde sistemin 260 °C tepe sicakligina ¢ikmasi yaklasik 100

dakika stirdiigii goriilmektedir.

250
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Sekil 8.10. Sicaklik ve hiz kontrollii reaktdrde yapilan gliserin ortamindaki sicaklik zaman

grafigi

Sicaklik ve hiz kontrollii reaktdrde yapilan yliksek miktarlarda plaka
sekilli ZnO tozlarmin {iretimi sonunda elde edilen tozlarin morfoloji ve faz
analizi caligmalar1 yapilmistir. Sekil 8.11°deki SEM goriintiileri incelendiginde
beher sisteminde oldugu gibi 2-10 um uzunluga sahip nano birincil tanelere

sahip plaka sekilli ZnO tozlar goriilmektedir.
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Sekil 8.11. Sicaklik ve hiz kontrollii reaktérde {iiretilen plaka sekilli ZnO tozlarmin SEM

gorintiisi.
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8.3. Plaka Sekilli ZnO Partikiillerinin Tane Boyut Dagilimi

Nano birincil tanelere sahip mikron boyutlu plaka sekilli ZnO
partikiillerinin uygun dagitict ortaminda tane boyut analizinin belirlenmesi
amaciyla su ve izopropil alkol ortaminda; aym1 zamanda karistirma ve
ultrasonik dagitic1 yardimiyla dagitilan siispansiyonun Tane Boyut Dagilimi

cihazi (Malvern Particle Sizer) kullanilarak tane boyut dagilimi Sl¢ilmiistiir.

10 — 1

%.01 0.1 1 10 100 1000 3000

(Sekil 8.12, Tablo 8.1)

Sekil 8.12. Farkli dagiticilar yardimiyla dagitilan plaka sekilli ZnO tozlarina ait tane boyut
dagilimi grafigi 1) Ultrasonik Banyo Karistirma - Su Dagitici, 2) Ultrasonik Banyo
Karistirm - Propanol Dagitici, 3) Ultrasonik Tip Karistirma - Su Dagitici, 4)
Ultrasonik Tip Karigtirma - Propanol Dagitici.
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Tablo 8.1. Farkli dagiticilar yardimyla dagitilan plaka sekilli ZnO tozlarma ait tane boyut

dagilimi degerleri

d(0.1) d(0.5) d(0.9)
U. Banyo Karistirma - 1.350 4.636 11.588
izopropil Alkol Dagitict
U. Tip Karistirma — Izopropil 0.908 1.825 5411
Alkol Dagitict

U. Banyo Karigtirma - Su 1.836 6.558 17.138
Dagitic

U. Tip Karistirma — Su 0.937 2.081 5.097
Dagitic

Tane boyut dagilimi d50 degerleri incelendiginde plaka sekilli ZnO
partikiillerinin izopropil alkol ortaminda suya gore cok daha iyi dagima
ozelligine sahip oldugu goriilmektedir. Ultrasonik banyo ve ultrasonik tip
arasindaki tane boyut dagilimindaki farkin plakalarin ultrasonik tipin giiciiyle
kirlldig1 diistiniilmektedir. Bunun incelenmesi amaciyla ultrasonik banyo ve

ultrasonik tip ile dagitilmis tozlarin SEM goriintiileri incelenmistir. (Sekil 8.13)
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Sekil 8.13. Plaka sekilli ZnO partikiillerinin su dagitict ortaminda a) ultrasonik banyo, b-c)

ultrasonik tip ile dagitilmasi sonundaki SEM goriintiileri.

SEM goriintiileri incelendiginde ultrasonik banyo dagiticisinda
herhangi bir morfoloji bozulmasi olmazken, ultrasonik tip dagiticinin giiciinden
dolay1 plaka morfoloji bazi bolgelerden kirilmalara ugramig ancak birincil

tanelerin bir arada bulundugu kontrollii aglomerasyon formu bozulmamastir.
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8.4. Sentezlenen Plaka Sekilli ZnO Partikiillerinin Sinterlenmesi

Solvotermal sentez yOntemiyle iiretilen nano birincil tanelere sahip
mikron boyutlu plaka sekilli ZnO partikiillerinin yiiksek sicaklardaki tane
biliylimesi davranisinin incelenmesi amaciyla toz halinde 500, 600, 700, 800,
900, 1000 ve 1100 °C sicakliklarda kalsine edilmistir. Kalsinasyon sonrasinda
yapilan XRD sonuglarindan Scherrer esitligi kullanilarak hesaplanan birincil

tane boyutu tabloda verilmistir.

Tablo 8.2. Farkli sicakliklarda kalsine edilmis plaka sekilli ZnO tozlarma ait birincil tane

boyutu degerleri
Birincil Tane Boyutu

Baslangic ZnO Tozu 114.9 nm

Plaka Sekilli ZnO 46.27 nm

500 °C 75.42 nm

600 °C 94.0 nm

700 °C 114.8 nm

800 °C 132.17 nm

900 °C 139.19 nm

1000 °C 146.54 nm

1100 °C 156.45 nm

Tablo 8.2°de verilen tane boyut sonuglari incelendiginde kalsinasyon
sicakligi artistyla birlikte tane boyutundaki artis gozlenmektedir. Tane
boyutundaki artisin morfolojiye olan etkisinin incelenmesi amaciyla g¢ekilen

taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri Sekil 8.14°te gosterilmistir.
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Sekil 8.14. Plaka sekilli ZnO partikiillerinin a)500, b)600, ¢)700, d)800, €)900, f)1000, g)1100

°C sicakliklarda kalsinasyonu sonunda ¢ekilen SEM goriintiileri.

SEM goriintiileri incelendiginde ZnO partikiillerinin 350°C normal
kalsinasyon sicakliginin stiindeki 500°C sicaklikta plaka yapismin
korunmasina ragmen yapinin diizenli olmadigi, 800 °C sicakliktan sonra tane
biiyiimesi gozlemlenmektedir. Bununla beraber 1000 ve 1100 °C de plaka
seklinin bozuldugu kiiresel icice ge¢mis taneler goriilmektedir. Ayn1 zamanda

tanelerin tane sinirlariyla belirgin bir sekilde ayrildigi da goriilmektedir.

Plaka sekilli ZnO tozlarinin toz halinde yiiksek sicakliktaki tane boyutu
artist davraniginin incelenmesi ardindan bu tozlar pelet basilarak sinterlenme
davranis1 incelenmistir. Plaka sekilli ZnO tozlar1 % 4 oraninda PEG-PVA
baglayici ile birlikte 2 gram peletler seklinde basilmistir. 2 gramlik pelet
numuneler 1°C/dk 1sitma hiziyla 600°C’de 3 saat boyunca baglayici
uzaklastirma (binder burn out) islemine tabi tutulmustur. Pelet numunelere ait

agirlik ve boyut bilgileri Tablo 8.3-4’te verilmistir.
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Tablo 8.3. Plaka sekilli ¢inko oksit partikiillerinin pelet boyutlar1 ve hesaplanan yiizde yas

yogunluk degerleri (Baglayici uzaklastirma dncesi)

Baglayic1 Uzaklastirma Oncesi

Numune No | Agirlik (gr) | Cap (mm) | Kalinlik (mm) | Yas Yogunluk (%)
1 1,892 13,1 3,95 63,4247
2 1,9537 13,09 4,07 63,6592
3 1,8876 13,11 3,94 63,3411
4 1,8816 13,11 3,88 64,1162
5 1,8567 13,09 3,97 62,0225
6 1,8597 13,1 4,01 61,4092
7 1,8688 13,09 4,05 61,1936
8 1,8767 13,09 4,06 61,3009
9 1,881 13,09 4 62,363
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Tablo 8.4. Plaka sekilli ¢inko oksit partikiillerinin pelet boyutlar1 ve hesaplanan yiizde yas

yogunluk degerleri (Baglayici uzaklastirma sonrasi)

Baglayic1 Uzaklastirma Sonrasi

Numune No | Agirlik (gr) | Cap (mm) | Kalinlik (mm) Yas Yogunluk
1 1,7788 12,91 S 62,1852
2 1,8238 12,91 4,03 61,7017
3 1,7723 12,92 3,9 61,8621
4 1,7661 12,98 3,88 61,392
5 1,7522 12,91 3,9 61,2553
6 1,7628 12,92 3,95 60,7517
7 1,7729 12,92 3,98 60,6392
8 1,7818 12,93 4 60,5451
9 1,7721 12,96 3,96 60,5425

Pres basilan 1 numarali pelet numunesi plaka sekilli ZnO partikiillerinin
sinterlenme sicakliginin belirlenmesi amaciyla TMA cihazinda analiz
edilmistir. Sekil 8.15’teki TMA grafigi incelendiginde 4 saat sonunda 964.65
°C sicaklikta 12.24 um/min boyutsal kiigiilmeye ugradig1 goriilmektedir.
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Sekil 8.15. Plaka sekilli ZnO partikiillerine ait TMA grafigi

Baglayic1 giderme islemi sonunda pelet numuneler tabloda belirtilen

sicaklik rejimlerinde kutu firinda sinterlenmistir (Tablo 8.5). Sinterlenen

numunelerin yiizde yogunluk degerleri Tablo 8.6’da verilmistir.

Tablo 8.5. Plaka sekilli ¢inko oksit peletlerinin sinterlenme rejimleri

Numune No | Sicaklik Hiz1 | Sicaklik | Bekleme Siiresi
2 5°C/dk 1100 °C 2 saat
3 5°C/dk 1100 °C 2 saat
4 5°C/dk 1200 °C 2 saat
5 5°Cldk 1200 °C 2 saat
6 5°C/dk 1200 °C 4 saat
7 5°Cldk 1200 °C 4 saat
8 5°C/dk 1100 °C 4 saat
9 5°Cldk 1100 °C 4 saat
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Tablo 8.6. Plaka sekilli ZnO partikiillerinin sinterlenme sonrasi teorik ve yas yogunluk

degerleri
Sinterleme Sonrasi
Numune | Agirhk Cap Kalinhk Yas Teorik
No (gr) (mm) (mm) Yogunluk | Yogunluk (%)
(%)
2 1,7663 | 11,46 3,49 87,5683 91,93326
3 1,8147 | 11,70 3,65 82,5311 86,40995
4 1,7574 | 11,38 3,35 92,0489 94,34348
5 1,7464 | 11,33 3,43 90,1295 93,05941
6 1,7560 | 11,29 3,43 91,2683 92,81276
7 1,7665 | 11,25 3,54 89,5948 91,61766
8 1,7757 | 11,30 3,58 88,2687 92,36957
9 1,7645 | 11,50 3,55 85,4033 89,04377

Sinterlenme sicakligi ve siiresi ilizerine yapilan bu calisma sonunda
hesaplanan yiizde yogunluk degerlerine bakildiginda plaka sekilli ZnO
partikiillerininin 1200 °C sicaklikta 2 saat siireyle sinterleme sonucunda
ulastiklar1  gortilmektedir. Sekil 8.16’da  gosterilen SEM  fotograflar
incelendiginde farkli sinterlenme sicaklik ve siirelerinde olmasma ragmen
yapida gozenekler goriilmektedir. Bu gozenekli yapinin da yilizde yogunluk
degerini diisiirdiigii diisiiniilmektedir. Ozgiir Ozer’in 2010 yilinda yaptig
calismada ¢esitli katki maddeleri kullanarak (SnO,, Bi,Os, TiO;) yiizde
yogunluk degerinin yiikseltildigi goriilmektedir.
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Sekil 8.16. Plaka sekilli ZnO partikiillerinin a) Baglayic1 giderme, b) 1100 °C 2 saat, c) 1200
°C 2 saat, d) 1200 °C 4 saat ve e) 1100 °C 4 saat sinterleme sonrasi kirik yiizey

SEM gorintiileri
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8.5. Sentezlenen Plaka Sekilli ZnO Partikiillerinin Nano Boyutlu ZnO
(<100 nm) Tozuyla Karsilastirmali Olarak Yapilan in-vitro Toksisite

Testleri

Bu boliimde yapilan agiklamalar karsilastirma igerdigi i¢in nano
boyutlu (<100 nm) ticari ZnO tozu (Z-1) olarak, sentezlenen plaka sekilli ZnO

tozlar1 ise (Z-plaka) olarak kodlanmaistir.

8.5.1. In-vitro c¢alismalarinda kullamlan Z-1 kodlu ZnO tozunun

karakterizasyon calismalari

In-vitro toksisite testlerinde kullanilan nano boyutlu Z-1 kodlu ZnO
tozunun toksisite sonuglariin daha iyi yorumlanmasi amaciyla karakterizasyon
calismasi yapilmustir. Ticari Z-1 kodlu ZnO tozuna ait {iretici firma bilgileri

Tablo 8.7’de verilmistir.

Tablo 8.7. In-vitro ¢alismalarinda kullanilan Z-1 kodlu ZnO tozuna ait genel bilgiler

. . Tane Boyutu
Kodu Kompozisyonu Kristal Formu | Safligi (%) ()
nm

Z-1
(Sigma Aldrich)

Zn0O - - <100

Ticari nano boyutlu ZnO tozunun sekilleri ile birlikte ortalama tane
boyutlarinin belirlenmesi i¢in taramali elektron mikroskobu ile alinan goriintii
Sekil 8.17°de goriilmektedir. Analiz sonucu incelendiginde kullanilan ticari
tozun eseksenli tanelerden olustugu belirlenmistir. Gorlintii analiz programi
(ImageJ 1.43u) yardimiyla SEM goriintiisii incelendiginde Z-1 kodlu ticari
tozun ortalama tane boyutlarinin sirasiyla ~ 86 nm oldugu tespit edilmistir.
Ancak SEM goriintiistinden de goriildiigii iizere, tozlarda belli oranlarda
topaklanmalar gozlenmektedir. Bu nedenle primer tane boyutu yerine aktif
yiizey alanlarina bakilmasi, bu tozun in-vitro sonuglarinin daha dogru analiz

edilmesini saglayacagindan tozun spesifik ylizey alan1 da dl¢tilmiistiir.
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Sekil 8.17. /n-vitro calismalarinda kullanilan Z-1 kodlu ticari toza ait SEM gériintiisii

Tablo 8.8’de ticari tozlarin spesifik yiizey alanlar1 ile birlikte tiim
tozlarin yukaridaki esitlik ile hesaplanan ortalama tane boyutlar1 gosterilmistir.
Z-1 kodlu ticari toz i¢in yiizey alanlarindan hesaplanan ortalama tane boyutu

ile sirket tarafindan belirtilen tane boyutunun tutarli oldugu goriilmektedir.

Tablo 8.8. [n-vitro calismalarinda kullanilan Z-1 kodlu ZnO tozuna ait yiizey alani ve

hesaplanan ortalama tane boyutu

) Hesaplanan Ortalama
Kodu Spesifik Yiizey Alam (m“/g)
Tane Boyutu (nm)
Z-1 13.1 81.7

Sekil 8.18’de ticari nano boyutlu ZnO tozunun XRD grafigi
goriilmektedir. Bu sonuglar incelendiginde Z-1 kodlu ticari ZnO tozunun

tamamen zincite fazinda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 8.18. In-vitro galismalarinda kullanilan ticari nano boyutlu Z-1 kodlu tozun XRD grafigi

Ticari tozlarin karakterizasyon g¢alismalarinda son asama ise x-1ginlari

fluoresans (XRF) teknigi ile kantitatif olarak element analizini kapsamaktadir.

Tablo 8.9’da ticari nano boyutlu ZnO (Z-1 kodlu) tozunun XRF analizi sonucu

gosterilmistir.

Tablo 8.9. Ticari nano boyutlu ZnO (Z-1 kodlu) tozuna ait XRF analizi sonucu ve

elementlerin/bilesiklerin agirlik¢a yiizdeleri

Bilesik/Element | ZnO MgO | AlLO; | SiO, Cl KO | CaO Fe,O3
Agirhkeca

98.9251 | 0.0856 | 0.1906 | 0.2949 | 0.3047 | 0.065 | 0.0411 | 0.0929
yiizdesi (%)

Bu sonug ile birlikte ticari ZnO tozunun yiiksek saflikta ve agirlikca %

98.9 saflik oranina sahip oldugu belirlenmistir. Icerisinde Mg, Al, Si, K, Ca ve

Fe elementlerinin agirlik¢a ¢ok diistik yiizdelerde bulundugu ortaya konularak,

en yiiksek safsizlik oraninin agirlikca % 0.3 degeri ile klor (Cl) elementine ait

oldugu tespit edilmistir.
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8.5.2. Ticari ZnO < 100 nm (Z-1) tozunun UV-A uygulanmadan T1G-114

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Ticari nano boyutlu Z-1 kodlu ZnO tozlarmin TIG-114 hiicreleri
tizerindeki sitotoksisite testlerinin sonuglar1 Sekil 8.19°da goriilmektedir. TIG—
114 hiicreleriyle yapilan 24 saatlik MTT test ¢alismalart sonucunda, uygulanan
Z-1 maddesinin 1,25 pg/ml’lik konsantrasyonunun % 6 oraninda, 2,5 png/ml’lik
konsantrasyonunun % 16 oraninda, 5 pg/ml’lik konsantrasyonun % 23
oraninda ve 10 pg/ml konsantrasyonun ise % 54 oraninda hiicre sayisini
azalttigr goriilmektedir. 20 pg/ml ve lizeri konsantrasyonlarda sitotoksisite
degerleri birbirine yakin olup ortalama % 75 civarinda oldugu goriilmektedir.
Tiim konsantrasyonlarin toksisite sonuglari, kontrole gore istatistiksel olarak

anlaml farkliliklar gostermektedir.

124 [ Z-1 Kodlu Ticari ZnO

104

8(

60

44

Hiicre Canlilig1 (% Kontrol)

2(

Kontrol 1,25 25 5 10 20 40 50 80 100 200
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 8.19. Ticari, ZnO tozunun (Z-1 kodlu) farkli konsantrasyonlarinin, 24 saatlik MTT testi
sonucunda TIG-114 hiicrelerinin canliligi lizerindeki etkisi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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8.5.3. Plaka sekilli ZnO tozunun (Z-Plaka) UV-A uygulanmadan T1G-114

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozunun TIG-114 hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite  testlerinin  sonuglart  Sekil 8.20°de  goériilmektedir. UV
uygulamaksizin TIG-114 hiicreleriyle yapilan 24 saatlik MTT test ¢alismalari
sonucunda, uygulanan Z-plaka maddesinin 1,25-2,5-5-10-20-40 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda sitotoksik etkisinin olmadig1 goriilmektedir. 50 pg/ml’lik
konsantrasyonda sitotoksik etkinin arttig1 ve hiicre canliliginda %60 oraninda
azalma oldugu goriilmektedir. 80 pg/ml’lik konsantrasyonda hiicre
canlilifindaki azalma % 70 iken 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda

hiicre canlilig1 yaklasik % 80 oraninda azalmistir.

12
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Sekil 8.20. Plaka sekilli ZnO tozunun (Z- Plaka) farkli konsantrasyonlarinin, 24 saatlik MTT
testi sonucunda T1G-114 hiicrelerinin canlilig1 {izerindeki etkisi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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8.5.4. Ticari ZnO < 100 nm (Z-1) ve plaka sekilli ZnO tozlarimin UV-A
uygulanmadan TIG-114  hiicreleri iizerindeki sitotoksik etKisinin

karsilastirllmasi

Z-1 kodlu ZnO ve plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozlarmin UV-A
uygulanmadan TIG-114 hiicreleri lizerindeki sitotoksisite etkilerinin
karsilastirilmas1 Sekil 8.21°de goriilmektedir. UV uygulamaksizin TIG-114
hiicreleriyle yapilan 24 saatlik MTT test ¢aligmalar1 sonucunda, uygulanan Z—
plaka maddesinin  1,25-2,5-5-10-20-40 pg/ml’lik  konsantrasyonlarinda
sitotoksik etkisinin  olmadigr goriilmektedir. Z-1 Kkodlu tozda ayni
konsantrasyonlarda, konsantrasyona bagli olarak toksisite giderek artmaktadir.
1,25 pg/ml’lik konsantrasyonda sitotoksik etkinin %10 2,5 ve 5 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda hiicre canliligindaki azalma ortalama % 20, 10 pg/ml’lik
konsantrasyonda hiicre canliligindaki azalma % 50 oraninda azalmistir. 20-40-
50-80-100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise hiicre canliligindaki azalma
ortalama % 80 civarindadir. Z-plaka maddesinde ise 50 pg/ml’lik
konsantrasyonda toksisite % 60, 80 pg/ml’lik konsantrasyonda toksisite % 65,
100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise toksisite ortalama % 80
civarindadir. Tiim uygulamalarda elde edilen sitoksisite sonuc¢larinda Z-1 ve Z-
cubuk kodlu ZnO tozlar1 tiim konsantrasyonlarda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gosterirken Z-plaka kodlu ZnO tozunda sadece 50-
80-100-200 pg/ml’lik konsantrasyonlar kontrole gore istatistiksel olarak

anlamli farkliliklar gostermektedir.
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Sekil 8.21. Z-1 kodlu ZnO ve plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozlarmm UV-A uygulanmadan
TIG-114 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin karsilastirilmast. (*) isareti
kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

8.5.5. Ticari ZnO <100 nm (Z-1) tozunun 10 dakika UV-A muamelesiyle

T1G-114 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Ticari ZnO tozunun (Z-1 kodlu) 10 dakika UV-A muamelesiyle TIG-114
hiicreleri  {izerindeki sitotoksisite testlerinin sonucglari  Sekil 8.22°de
gorilmektedir. Ayni1 grafikte Z-1’in UV olmadan TIG-114 hiicreleri {izerine
olan etkilerine ait veriler UV varligindaki etkilerine ait verileri degerlendirmek
amaciyla yer almaktadir. UV uygulamaksizin TIG—-114 hiicreleriyle yapilan 24
saatlik MTT test ¢alismalari sonucunda, uygulanan Z-1 maddesinin 1,25
png/ml’lik konsantrasyonunun % 6 oraninda, 2,5 pg/ml’lik konsantrasyonunun
% 16 oraninda, 5 pg/ml’lik konsantrasyonun % 23 oraninda ve 10 pg/ml
konsantrasyonun ise % 54 oraninda hiicre sayisin1 azalttigi goriilmektedir. 20

ng/ml ve lizeri konsantrasyonlarda sitotoksisite degerleri birbirine yakin olup
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ortalama % 75 civarinda oldugu goriilmektedir. 10 dakika UV-A muamelesi ile
hiicrede 1,25-2,5-5-10-20-40 ve 50 pg/ml’likkonsantrasyonlarin toksik etkileri
birbirine  benzer ve ¢ok az  orandadir. 80-100 ve 200
png/ml’likkonsantrasyonlarin toksik etkileri ise benzerdir ve % 50 civarindadir.
UV-A muamelesiyle hiicreler bir diren¢ gdstermis olup canli hiicre sayisindaki
azalma UV’siz muameleye gore artis gozlenmistir. UV-A uygulanmadan elde
edilen sitoksisite sonuglar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gostermektedir. Fakat UV-A uygulamasinda ise sadece 80-100 ve 200
ng/ml’lik  konsantrasyonlarin sonuglart kontrole gore istatistiksel olarak

anlaml farkliliklar gostermektedir.
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Sekil 8.22. Ticari ZnO tozunun (Z-1 kodlu) farkli konsantrasyonlarinin UV’siz ve 10 dakika
UV-A muamelesiyle, 24 saatlik MTT testi sonucunda TIG-114 hiicrelerinin
canlilig1 lizerindeki etkisi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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8.5.6. Plaka sekilli ZnO (Z—plaka) tozunun 10 dakika UV-A muamelesiyle

T1G-114 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozunun UV’siz, 10 dakika UV-A
muamelesiyle TIG-114 hiicreleri tizerindeki sitotoksisite testlerinin sonuglari
Sekil 8.23’de goriilmektedir. UV uygulamaksizin TIG-114 hiicreleriyle
yapilan 24 saatlik MTT test c¢alismalar1 sonucunda, uygulanan Z-plaka
maddesinin  1,25-2,5-5-10-20-40 ug/ml’lik konsantrasyonlarinda sitotoksik
etkisinin olmadig1 goriilmektedir. 50 pg/ml’lik konsantrasyonda sitotoksik
etkinin arttig1 ve hiicre canliliginda %60 oraninda azalma oldugu gozlenmistir.
80 pg/ml’lik konsantrasyonda hiicre canliligindaki azalma % 70 iken 100 ve
200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda hiicre canliligi % 80 oraninda azalmistir. 10
dakika UV-A muamelesiyle elde edilen sonuglar g6z 6niine alindiginda 1,25-
2,5-5-10-20-40-50-80-100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda hiicre canliliginin
azalmadig1 sadece en yliksek konsantrasyonda hiicre canliliginin % 80
oraninda azaldigr goriilmiistiir. Tiim uygulamalarda elde edilen sitoksisite
sonuglart sadece yiiksek konsantrasyonlarda kontrole gore istatistiksel olarak

anlamli farkliliklar gostermektedir.
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Sekil 8.23. Plaka sekilli ZnO tozunun farkli konsantrasyonlarinin UV’siz ve 10 dakika UV-A
muamelesiyle, 24 saatlik MTT testi sonucunda TIG-114 hiicrelerinin canlilig
iizerindeki etkisi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

8.5.7. Ticari ZnO <100 nm (Z-1) ve plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozlarinin
10 dakika UV-A Uygulanan TIG-114 hiicreleri iizerindeki sitotoksik

etkisinin karsilastirilmasi

Z-1 ve Z-plaka ZnO tozlarmin UV-A uygulanan TIG-114 hiicreleri
tizerindeki  sitotoksisite  etkilerinin  karsilastirilmas1 ~ Sekil ~ 8.24°de
gorilmektedir. Yapilan 24 saatlik MTT test calismalar1 sonucunda, uygulanan
Z-plaka maddesinin 1,25-100pg/ml’lik konsantrasyon arasinda sitotoksik
etkisinin olmadig1 goriilmektedir. En yiiksek doz olan 200 pg/ml’lik dozda,
hiicre canliligt %77 oraninda azalmistir. Z-1 kodlu ticari ZnO tozu 80
png/ml’lik konsantrasyona kadar hiicre canliliini yaklasik % 6 oraninda
diisiirdiigii saptanmistir. 80-100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise hiicre
canlilig1 yaklagik % 55 oraninda azaldigi gozlenmistir. Tiim uygulamalarda
elde edilen sitoksisite degerleri Z-1 kodlu ticari ZnO nano tozun 80-100 ve 200

ug/ml’lik konsantrasyonlar1 ve Z-plaka kodlu ZnO tozunda ise sadece 200
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pg/ml’lik  konsantrasyonlari kontrole gore istatistiksel olarak anlaml

farkliliklar gostermektedir.
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Sekil 8.24. Z-1 kodlu ZnO ve plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozlarinin UV-A uygulanan TIG-
114 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin karsilastirilmasi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar: gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

8.5.8. Hiicre Kkiiltiirii yontemi ile ticari ZnO <100 nm (Z-1) ve plaka sekilli

Zn0O (Z—plaka) tozlarmmin UV’siz in-vitro genotoksisite ¢alismalar:

Ticari es eksenli ZnO (Z-1) ve plaka sekilli ZnO (Z-Plaka) UV’siz in-
vitro genotoksisite ¢aligmalari Komet (Tek hiicreli jel elektroforezi) yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen deney sonuclari kalitatif ve
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Bu c¢alismada, BS200ProP Komet deney
analiz programi kullanilarak elde edilen kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA
ve kuyruk momenti degerleri tablolar halinde sunulmustur. Ayrica kuyruktaki
% DNA ve kuyruk momenti degerlerinin, kontrole gore degisim degerleri

yiizdece hesaplanarak tablolarda gosterilmistir.

74



@) ANADOLU UNIVERSITESI

8.5.8.1. Negatif ve pozitif kontroliin UV’siz in-vitro genotoksisite sonuclari

Proje kapsaminda ticari olarak alinan ve tasarlanmis tozlarin in-vitro
komet deneyi g¢alismalarinda negatif kontrol olarak hiicre kiiltiir medyumu
(MEM, % 10 FBS), pozitif kontrol olarak ise 10 pM H2O; kullanilmustir.
Negatif kontrolde herhangi bir genotoksik etkinin olmadig1 pozitif kontrolde
ise kontrole gore biiyiik oranda genotoksik etkinin oldugu hem analiz sonuglari
hem de kuyruk hasari skorlamasina gore belirlenmistir. Kuyruk uzunlugu
negatif kontrolde 6.3 um iken, pozitif kontrolde 39.4 pum olarak 6l¢iilmiistiir.
Kuyruktaki % DNA o6lglimiine gore bu oran (-) kontrolde % 66.5 iken, (+)
kontrolde bu oran 82.3 olarak o6l¢iilmiistiir. Kuyruktaki DNA yiizdesi negatif
kontrole gore pozitif kontrolde % 23 oraninda artmistir. Kuyruk momenti (-)
kontrolde 9.7 olarak hesaplanirken (+) kontrolde ise 34.5 olarak Sl¢iilmiistiir.
Kuyruk momenti negatif kontrole gore pozitif kontrolde % 256 oraninda
artmistir. Negatif ve pozitif kontroliin etkisiyle hiicre iizerinde meydana gelen
genotoksik etkiyi gosteren hiicre goriintiileri Sekil 8.25’te sunulmustur. Daha
once belirtilen kalitatif incelemedeki skorlama islemine goére morfolojik olarak
goriilen etki (-) kontrolde skor 1 iken, (+) kontroldeki skor ise 4 olarak

belirlenmistir.

Sekil 8.25. Negatif ve pozitif kontroliin TIG-114 hiicreleri {izerinde UV yoklugunda

olusturdugu genotoksik etkinin morfolojik goriintiileri. a) Hiicre kiiltiir besiyeri, b)

10 }lM H202
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8.5.8.2. Ticari ZnO <100 nm (Z-1) tozunun UV’siz in-vitro genotoksisite

sonug¢lari

Z-1 kodlu ZnO tozu kullanilarak gerceklestirilen in-vitro genotoksisite
sonuglarina gore, artan konsantrasyona bagli olarak genotoksisitenin arttigi
gozlenmektedir. Analiz sisteminden elde edilen verilere gére kuyruk uzunlugu,
kuyruktaki % DNA ve kuyruk momenti degerlerinin kontrole gére anlamli
oranda artis gosterdigi belirlenmistir (Tablo 8.10). Kuyruk uzunlugu kontrolde
6.3 um iken, tiim konsantrasyonlarda (10, 20, 40 pug/ml) ise bu oran ortalama 6
kat artmigtir. Kuyruktaki % DNA degisimlerinin kontrole gore artis1 ise 10
pg/ml’lik konsantrasyon i¢in % 18.5, 20 ng/ml’lik konsantrasyon i¢in % 27 ve
40 pg/ml’lik konsantrasyon igin bu oran % 44.3’diir. Kuyruk uzunlugundaki
degisim degerleri ile benzer sekilde kuyruk momentinin degisimi de kontrole
gore ortalama 3 kat artmistir. Daha 6nce yapilan MTT sonuglarina gore Z-1
kodlu, nano boyutlu ZnO tozunun sitotoksik oldugu, ayrica komet deneyi
sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve kuyruk
momenti de8isim degerleri bu tozlarin genotoksik etkiye de sahip oldugunu

gostermistir.

Tablo 8.10. Z-1 kodlu (< 100 nm) ZnO tozuna ait UV’siz genotoksisite analiz sonuglar1

EKuyruk | Kuyvruktaki | Kuyruk
uzunlugu 0 momenti
tail DNA(Percent | (Tail Kuyruktaki Kuyruk
length) | DNAintail) | moment) | % DNA'daki | momentindeki
degisim degisim
Kontrol 6.3 um 66.3 97
(%) (%)
10pM HxOn .
P 5
(+ kontrol) 394 pm 823 343
10 pg/ml 33.8 pm 78.8 2026 185 200
20 pg/ml 422 pm 244 3089 27 311
40 pg/ml 551 pm 26 4533 443 367
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Z-1 kodlu ZnO tozunun etkisiyle hiicre lizerinde meydana gelen
genotoksik etkiye ait hiicre goriintiileri Sekil 8.26’da gosterilmistir. Kalitatif
olarak incelemedeki skorlama islemine gore morfolojik olarak goriilen etki 10
pg/ml’lik  konsantrasyon i¢in skor 3, 20 pg/ml ve 40 pg/ml’lik

konsantrasyonlar i¢in skor 4 olarak tespit edilmistir.

Sekil 8.26. Z-1 kodlu ticari ZnO tozunun TIG-114 hiicreleri lizerinde UV yoklugunda
olusturdugu genotoksik etkinin morfolojik goriintiileri. a) 10 pg/ml, b) 20 pg/ml, c)
40 pg/ml

8.5.8.3. Plaka sekilli ZnO tozunun (Z-plaka) UV’siz in-vitro genotoksisite

sonuclar

Plaka sekilli ZnO tozu (Z-plaka) kullanilarak gerceklestirilen in-vitro
genotoksisite  sonuglarina gdre, artan konsantrasyona bagli olarak
genotoksisitenin arttigi gozlenmektedir. Analiz sisteminden elde edilen verilere
gore kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve momenti degerlerinin kontrole
gore anlamli oranda artis gosterdigi belirlenmistir (Tablo 8.11). Kuyruk
uzunlugu kontrolde 6.3pum iken, tiim konsantrasyonlarda (10, 20, 40 pg/ml) ise
bu oran konsantrasyona bagli olarak artig gostermistir. Kuyruktaki % DNA

degisimlerinin kontrole gore artis1 ise 10 pg/ml’lik konsantrasyon icin % 10.26,
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20 pg/ml’lik konsantrasyon i¢in % 14.2 ve 40 pg/ml’lik konsantrasyon i¢in bu
oran % 30.23’tiir. Kuyruk momentinin degisimi de kontrole goére ortalama 3
kat artmistir. Plaka sekilli ZnO tozunun komet deneyi sonucunda elde edilen
kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve kuyruk momenti degisim degerleri bu

tozlarin genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Tablo 8.11. Z-plaka UV’siz in-vitro genotoksisite sonuglari

Kuv Kuvruktala Kuvruk
wrk | DA menti
uzunlugu o momet Kuyruktaki -
(tail length) (Percent (Tail % Kuyruk
DNAin tail) | moment) DNA’daki momentindeki
Kontrol 13,18 pm 74,30 11,09 degisim deg;ﬁ;;m
10pMH;0; | 26,36 um R8.78 3133 (%)
(+ kontrol)
10 pg/ml 3967 m 89,73 35,87 20,77 22344
20 pg/ml 56.63 pm 06,67 35,68 60,68 402.07
40 pg/ml 6148 pm 9046 58,18 33,86 424 62

Tasarlanmis plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozunun etkisiyle hiicre
lizerinde meydana gelen genotoksik etkiye ait hiicre goriintiileri Sekil 8.27°de
gosterilmistir. Kalitatif olarak incelemedeki skorlama islemine gore morfolojik
olarak goriilen etki 10 pg/ml’lik konsantrasyon i¢in skor 2, 20 pg/ml ve 40

pg/ml’lik konsantrasyonlar igin skor 3 olarak tespit edilmistir.
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20 um

Sekil 8.27. Z-Plaka ZnO tozunun TIG-114 hiicreleri iizerinde UV yoklugunda olusturdugu
genotoksik etkinin morfolojik goriintiileri. a) 10 pg/ml, b) 20 pg/ml, ¢) 40 pg/ml

8.5.8.4. Ticari ZnO <100 nm (Z-1) ve plaka sekilli (Z-plaka) ZnO

tozlarimin UV’siz in-vitro genotoksisite sonug¢lariin karsilastirilmasi

Nano boyutlu Z-1 kodlu ve plaka sekilli Z-plaka kodlu ZnO tozlarinin
in-vitro genotoksisite degerlendirmeleri, kuyruktaki % DNA yogunlugu (%
DNA in tail) parametreleri lizerinden gergeklestirilmistir. Sekil 8.28’de tozlarin
TIG-114 hiicreleri iizerinde olusturdugu kuyruktaki % DNA yogunlugu
degerlerinin karsilastirmas1 gosterilmistir. Tim tozlarmm 10 pg/ml ve 20
pug/ml’lik  konsantrasyonlardaki ~ kuyruktaki %  DNA  degerleri
karsilastirildiginda, Z-plaka uygulanan tiim dozlarda Z-1 tozuna gore TIG 114

hiicreleri lizerinde daha az genotoksik etkiye sahip oldugu saptanmaistir.
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Sekil 8.28. Z-1 kodlu ZnO ve plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozlarmin TIG-114 hiicreleri
iizerinde UV yoklugunda olusturdugu kuyruktaki % DNA yogunlugu degerlerinin

karsilastirmasi

8.5.9. Ticari ZnO <100 nm (Z-1) ve plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozlarinin
UV-A uygulanarak elde edilen in-vitro genotoksisite sonuclari

Nano boyutlu Z-1 kodlu ve plaka sekilli ZnO (Z-Plaka) tozlarmin UV’li
in-vitro genotoksisite ¢alismalari Komet (Tek hiicreli jel elektroforezi) yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen deney sonuglari kalitatif ve
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Bu calismada, BS200ProP Komet Deney
analiz programi kullanilarak elde edilen kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA
ve kuyruk momenti degerleri tablolar halinde sunulmustur. Ayrica kuyruktaki
% DNA ve kuyruk momenti degerlerinin, kontrole gore degisim degerleri

yiizdece hesaplanarak tablolarda gosterilmistir.
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8.5.9.1. Negatif ve pozitif kentroliin UV-A uygulanarak elde edilen in-vitro

genotoksisite sonuglar:

UV-A uygulanarak  gerceklestirilen in-vitro  komet deneyi
calismalarinda negatif kontrol olarak hiicre kiiltiir medyumu (MEM, % 10
FBS), pozitif kontrol olarak ise 10 uM H20; kullanilmistir. Negatif kontrolde
herhangi bir genotoksik etkinin olmadig1 pozitif kontrolde ise kontrole gore
biiylik oranda genotoksik etkinin oldugu hem analiz sonuglari hem de kuyruk
hasar1 skorlamasma gore belirlenmistir. Kuyruk uzunlugu negatif kontrolde
15,18 um iken, pozitif kontrolde 46,56 pm olarak dl¢tilmustiir. Kuyruktaki %
DNA o6lglimiine gore bu oran (-) kontrolde % 74,30 iken, (+) kontrolde bu oran
88,78 olarak Olgiilmiistiir. Kuyruktaki DNA yiizdesi negatif kontrole gore
pozitif kontrolde % 19,49 oraninda artmistir. Kuyruk momenti (-) kontrolde 9.7
olarak hesaplanirken (+) kontrolde ise 34.5 olarak oOl¢iilmiistir. Kuyruk
momenti negatif kontrole gore pozitif kontrolde % 272 oraninda artmustir.
Negatif ve pozitif kontroliin etkisiyle hiicre iizerinde meydana gelen
genotoksik etkiyr gosteren hiicre goriintiileri Sekil 8.29°da sunulmustur.
Kalitatif incelemedeki skorlama islemine gore morfolojik olarak goriilen etki (-

) kontrolde skor 1 iken, (+) kontroldeki skor ise 4 olarak belirlenmistir.
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20 um

Sekil 8.29. Kontrol gruplarinin komet goriintiileri. a-) Negatif Kontrol (UV-A Uygulanmadan),
b-) UV-A Kontrol ¢-) Pozitif Kontrol H,0,

8.5.9.2. Ticari ZnO <100 nm (Z-1) tozunun UV-A uygulanarak elde edilen

in-vitro genotoksisite sonug¢lar:

Ticari ZnO tozu kullanilarak gergeklestirilen in-vitro genotoksisite
sonuglarma gore, artan konsantrasyona bagli olarak genotoksisitenin arttig
gozlenmektedir. Analiz sisteminden elde edilen verilere gore kuyruk uzunlugu,
kuyruktaki % DNA ve momenti degerlerinin kontrole gore anlamli oranda artig
gosterdigi belirlenmistir (Tablo 8.12). Kuyruk uzunlugu kontrolde 15,18 pum
iken, tiim konsantrasyonlarda (10, 20, 40 pg/ml) ise bu oran ortalama 3-4 kat
artmistir. Kuyruktaki % DNA degisimlerinin kontrole goére artist ise 10
pg/ml’lik konsantrasyon icin % 23.05, 20 pg/ml’lik konsantrasyon igin %
23.08 ve 40 pg/ml’lik konsantrasyon i¢in bu oran % 33.98’dir. Kuyruk
momentinin degisimi de kontrole gore ortalama 5 kat artmistir. Z-1 nano
tozunun komet deneyi sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu, kuyruktaki %
DNA ve kuyruk momenti degisim degerleri bu tozlarin genotoksik etkiye sahip

oldugunu gostermistir.
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Tablo 8.12. Z-1 kodlu (<100 nm) ZnO tozuna ait UV’li genotoksisite analiz sonuglari

_— Kuvruktald EKuvruk
Kuyruk 9 DNA momenti
uzunlugu [Perc_e;lt (Tail Kuyruktaki EKuyruk
(tail length) SR [ ¥T1 .
DNA in taﬂ} Iﬂﬂ]ﬂE]‘l[} DMNA dald momentindeki
Kontrol | [0-1%4m 7430 11,09 degisim deg}:ﬁ;;m
0
10pMH:0: | 46,56 um 3878 3133 (%0)
{(+ kontrol)
10 pg/ml | 437 wm 91.43 4989 23.05 319
35 3 3 5 5
20 pg/ml | 57 M 91.45 51.03 2308 328
$0pg/ml | G*Apm 5953 6411 33.08 138

Z-1 kodlu ZnO tozunun etkisiyle hiicre lizerinde meydana gelen

genotoksik etkiye ait hiicre goriintiileri Sekil 8.30°da gosterilmistir. Kalitatif

olarak incelemedeki skorlama iglemine gore morfolojik olarak goriilen etki 10

ve 20 pg/ml’lik konsantrasyonlar i¢in skor 3, 40 pg/ml’lik konsantrasyonlar

icin skor 4 olarak tespit edilmistir.

Sekil 8.30. Z-1 kodlu ZnO (<100 nm) tozunun TIG-114 hiicreleri iizerinde UV-A

muamelesiyle olusturdugu genotoksik etkinin morfolojik goriintiileri. a) 10 ug/ml,

b) 20 pg/ml, c) 40 pg/ml
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8.5.9.3. Plaka sekilli ZnO tozunun (Z-plaka) UV-A uygulanarak elde

edilen in-vitro genotoksisite sonuglar:

Plaka sekilli ZnO tozu kullanilarak gergeklestirilen UV’li in-vitro
genotoksisite  sonuglarina gore, artan konsantrasyona bagli olarak
genotoksisitenin arttig1 gozlenmektedir. Analiz sisteminden elde edilen verilere
gore kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve kuyruk momenti degerlerinin
kontrole gore anlamli oranda artis gosterdigi belirlenmistir (Tablo 8.13).
Kuyruk uzunlugu kontrolde 15,18 um iken, tiim konsantrasyonlarda (10, 20, 40
pg/ml) ise bu oran ortalama 2-3 kat artmustir. Kuyruktaki % DNA
degisimlerinin kontrole gore artis1 ise 10 pg/ml’lik konsantrasyon i¢in % 3,2
pg/ml’lik konsantrasyon i¢in % 20,8 ve 40 pg/ml’lik konsantrasyon i¢in bu
oran % 21,4’tiir. Kuyruk uzunlugundaki degisim degerleri ile benzer sekilde
kuyruk momentinin degisimi de kontrole gore ortalama 2 kat artmistir.

Plaka sekilli ZnO (Z-Plaka) tozunun komet deneyi sonucunda elde
edilen kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve kuyruk momenti degisim

degerleri Z-plakanin genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Tablo 8.13. Plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozlarina ait UV’li genotoksisite analiz sonuglari

Kuvruk Euyruktaki Kuyruk
uzunlugu 7o DRA mOmeEnt | Kyyruktaki o
i (Percent (Tail Kuyruk
(tail length) . 0§ 3
DNA in taﬂ} ll‘.'lﬂIIiIEl'l[} DNAdalkd momentindeld
Kontrol 13,18 pm 1730 11,08 degisim de;:ﬁ;;m
0
10pM H:0; | 46,56 um 8378 1133 (%)
(+ kontrol)
T8 7 M 77 - z
10 pg/ml 38.8 pm 76,73 29,77 3.2 150
5.7 2 2,75 2 75
20 pg/ml | PHm 89.82 42,75 208 353
15 2 [ o] )
40 pg/ml | O7A1pm 90.21 58,87 214 130

Plaka sekilli (Z-plaka) ZnO tozunun etkisiyle hiicre lizerinde meydana
gelen genotoksik etkiye ait hiicre goriintiileri Sekil 8.31°de gosterilmistir.

Kalitatif olarak yapilan skorlama islemine gore morfolojik olarak goriilen etki
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10 pg/ml’lik konsantrasyon igin skor 2, 20 ve 40 pg/ml’lik konsantrasyonlar

icin skor 3 olarak tespit edilmistir.

Sekil 8.31. Plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozunun TIG-114 hiicreleri iizerinde UV-A muamelesi
ile olusturdugu genotoksik etkinin morfolojik goriintiileri. a) 10 pg/ml, b) 20
ug/ml, ¢) 40 pug/ml

8.5.9.4. Ticari ZnO <100 nm (Z-1) ve plaka sekilli ZnO (Z-plaka)

tozlarmin UV’li in-vitro genotoksisite sonuclarimin karsilastirilmasi

Nano boyutlu Z-1 kodlu ve plaka sekilli Z-plaka kodlu ZnO tozlarinin in-
vitro genotoksisite degerlendirmeleri, kuyruktaki % DNA yogunlugu (% DNA
in tail) parametreleri lizerinden gerceklestirilmistir. Sekil 8.32’de tiim tozlarin
TIG-114 hiicreleri iizerinde olusturdugu kuyruktaki % DNA yogunlugu
degerlerinin karsilagtirmas1  gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore
uygulanan 2 tozun da artan konsantrasyona bagimli olarak genotoksik

etkilerinin de arttig1 gézlenmistir. UV’siz komet testinde elde edilen sonuglara
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gore, uygulanan tiim dozlarda en az genotoksik etkiye sahip Z-plakanin UV’li
komet testti sonuglarinda sadece 10 pg/ml’lik konsantrasyonda Z-1 tozuna gore

diisiik genotoksik etki gosterdigi saptanmistir.
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Sekil 8.32. Z-1 kodlu ZnOve plaka sekilli ZnO (Z-plaka) tozlarimin TIG-114 hiicreleri
tizerinde UV varliginda olusturdugu kuyruktaki % DNA yogunlugu degerlerinin

karsilastirmasi
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8.6. Sentezlenen Plaka Sekilli ZnO Tozlarimin Giines Kremi

Formiilasyonuna Déniistiiriillmesi

Yapilan in-vitro toksisite ¢alismalarinda plaka sekilli ZnO tozlarinin
sitotoksik olmadigi, sadece yiiksek konsantrasyonlarda genotoksik oldugu
goriilmiistiir. Giines kremi gibi uygulamalarda kullanilan metal oksit
partikiillerinin toksik olmamasi gilivenli olma agisindan biiyiikk Onem
tasimaktadir.

Bu c¢alismada deneysel calismalarda verildigi gibi sentezlenen plaka
sekilli ZnO tozlar, farkli tane boyutlarina sahip (<100 nm ve mikron alt1) ZnO
tozlariyla karsilastirmali olarak mikroemiilsiyon formiilasyonu yapilmistir.

Mikroemiilsiyon formiilasyon miktarlar1 Tablo 8.14’te verilmistir.

Tablo 8.14. Mikroemiilsiyon formiilasyon degerleri

Numune Icerik Katki
Kodu Maddesi
ME1 SgrYag |21 grYiizey | 21 gr Yardimer | 2 gr 1 gr Plaka
Faz1 Etken Yiizey Etken Su ZnO
Madde Madde
ME2 SgrYag |21 grYiizey | 21 gr Yardimer | 2 gr 2 gr Plaka
Faz1 Etken Yiizey Etken Su ZnO
Madde Madde
ME3 SgrYag |21 gr Yiizey | 21 gr Yardimer | 2gr | 0.5gr Plaka
Fazi Etken Yiizey Etken Su Zn0O
Madde Madde
ME4 SgrYag |21 grYiizey | 21 gr Yardimer | 2 gr 5 gr Plaka
Fazi Etken Yiizey Etken Su Zn0O
Madde Madde
MES S5grYag | 21 gr Yiizey | 21 gr Yardimer | 29r | 5 gr Mikron
Fazi Etken Yizey Etken Su Alt1 Ticari
Madde Madde Zn0O
87



@) ANADOLU UNIVERSITESI

MEG6 S5grYag | 21 gr Yizey | 21 gr Yardimer | 2gr | 2 gr Mikron
Fazi Etken Yiizey Etken Su Alt1 Ticari
Madde Madde Zn0O
ME7 S5grYag |21 gr Yizey | 21 gr Yardimer | 2gr | 1 gr Mikron
Fazi Etken Yiizey Etken Su Alt1 Ticari
Madde Madde Zn0O
MES8 SegrYag | 21 gr Yiizey | 21 gr Yardimer | 2gr | 5gr <100 nm
Fazi Etken Yiizey Etken Su Ticari ZnO
Madde Madde
ME9 SgrYag | 21 gr Yiizey | 21 gr Yardimcr | 2gr | 2gr <100 nm
Faz1 Etken Yiizey Etken Su Ticari ZnO
Madde Madde
ME10 | 5grYag |21 grYizey | 21 gr Yardimc1 | 2gr | 1gr<100nm
Faz1 Etken Yiizey Etken Su Ticari ZnO
Madde Madde
ME11 | 5SgrYag |21 grYizey | 21 gr Yardimce1r | 2gr| 0.59r <100
Faz1 Etken Yiizey Etken Su | nm Ticari ZnO
Madde Madde
ME12 | 5grYag |21 grYizey | 21 gr Yardime1 | 2gr | 0.5 gr Mikron
Fazi Etken Yiizey Etken Su Alt1 Ticari
Madde Madde ZnoO

Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 0.5, 1, 2, 5 gram miktarlarinda, ¢inko

oksit katki maddesi ile hazirlanmis ve UV goriiniir bolge dalga boyu araliginda

aynt miktarlarda ¢inko oksit iceren mikroemiilsiyonlarin absorbe etme

ozellikleri karsilagtinnlmigtir. UV goriinlir bolge dalga boylar1 karsilastimasi

Transpore™ yontemi ile yapilmistir.(Sekil 8.33-36) Bu yontem giines kreminin

deriye uygulanmasini simiile eden bir yontemdir.
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Sekil 8.33. Cinko Oksit miktar1 5 gram olan mikroemiilsiyon formiilasyonlarina ait UV-

Visible Spektrumu
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Sekil 8.34. Cinko Oksit miktar1 1 gram olan mikroemiilsiyon formiilasyonlarina ait UV-Visible

Spektrumu
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Sekil 8.35. Cinko Oksit miktar1 2 gram olan mikroemiilsiyon formiilasyonlarina ait UV-Visible

Spektrumu
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Sekil 8.36. Cinko Oksit miktar1 0.5 gram olan mikroemiilsiyon formiilasyonlarina ait UV-

Visible Spektrumu

Farkli tane boyutuna sahip olan tozlarin karsilastirmasinda énemli bir
faktor de yiizey alanlaridir. Deneysel caligmalarda anlatildigi iizere BET yiizey

alan dlger cihazi ile dlgiilen ylizey alanlar1 Tablo 8.15’te sunulmustur.
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Tablo 8.15. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kullanilan ¢inko oksit tozlarininin yiizey

alanlar1 ve hesaplanan ortalama tane boyutlari

Spesifik Yiizey Alam (m%/g)

<100 nm Ticari

13.1
Cinko OKksit
Mikron Alt1 Ticari
Cinko Oksit >
Plaka Sekilli Cinko -

Oksit

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin UV-Visible absorbe 6zelliklerinin
yorumlanmasi igin miktar farkliliklar1 karsilastirilmast yaninda farkli tane
boyutuna sahip ¢inko oksit tozlarinin yiizey alanlar1 da hesaba katilmalidir.
Tablo 8.8’de gosterilen yiizey alani degelerleri incelendiginde plaka sekilli
¢inko oksit tozlarmin yiizey alaninin <100 nm ve mikron alt1 ¢inko oksit
tozlarma gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Nano boyutlu ¢inko oksit
tozlarmin absorbe 0Ozelliginin plaka sekilli ¢inko oksit tozlarina gore daha
yiiksek olmasina ragmen yiizey alani lizerinden yorumlanacak olunursa plaka
sekilli ¢inko oksit formiilasyonlariin yiiksek miktarlarda iistiinliik saglayacag:
diisiiniilmektedir. Bununla beraber Sekil 8.21°de goriillen 5 gramlik
formiilasyonlarda mikron alt1 ¢inko oksit tozuna gore plaka sekilli ¢inko oksit
tozunun absorbe Ozelliginin yiiksek olmasi bu tezi desteklemektedir. Gilines
kremi formiilasyonlarinda ¢inko oksit tozlarmin kullaniminda son yillarda
dikkat ¢ekilen &zelligin deriye penetre olmayan (<50 nm) ve toksik

olmamamasidir
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9. GENEL DEGERLENDIRME

Bu ¢alismada, solvotermal sentez yontemiyle nano birincil tanelere
sahip mikron boyutlu plaka sekilli ¢inko oksit partikiilleri {iretilmistir. Sentez
parametreleri olan sentez sicaklig1 ve siiresi incelenmis ve 260°C sicaklikta 1
saat olarak belirlenmistir. Sentez sonucunda bir metal-organik kompleks olan
cinko gliserolat kompleksinin {iretimi miimkiin olmus, sonuclar literatiirdeki
yapilarla karsilastinlmigtir. Plaka seklinde sahip olan ¢inko gliserolat
kompleksi partikiilleri, rulolu firin ile kalsinasyonu sonucunda plaka yapisi
bozulmadan yiiksek krsitallige sahip ¢inko oksit partikiilleri elde edilmistir. Bu
plaka sekilli ¢inko oksit partikiilleri yaklasik ~2-10 um boyutlara sahip ve
SEM fotograflarindaki transparan goriinlimii ve TEM analizleri sonucunda

nano kalinliga sahip oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢alismada aynm1 zamanda plaka sekilli ¢inko oksit partikiillerinin
tiretim miktariin arttirilmasi amaciyla scale-up c¢aligsmast yapilmig ve iretim

miktariin yaklasik 15 katina ¢ikarilmasi miimkiin olmustur.

Uretilen plaka sekilli ¢inko oksit tozlarinin sahip oldugu fiziksel
ozelliklerin incelenmesi amaciyla tane boyut dagilimi ve sinterlenme davranigi
incelenmistir. Farkli dagitict ortam ve dagitici cihazlar kullanilarak
gerceklestirilen tane boyut dagilimi analizlerinde plaka sekilli ¢inko oksit
partikiillerinin  izopropil alkol igersinde en 1yi dagilimi gdsterdigi
goriilmektedir. Bununla beraber yapilan toz sinterleme c¢aligmasinda plaka
morfolojisinin 500°C sicakliktan sonra bozulmaya basladigi, 900°C sicakliktan
sonra ise tane smirlarmin artik goriilmeye basladigi gozlemlenmistir. Ayni
zamanda pelet sinterleme ¢aligmalarinda en yiiksek yogunluk degerinin 1200°C

sicaklikta 2 saat siireyle yapilan ¢alismada oldugu gortilmektedir.
TUBITAK ¢alisma grubunun yaptig1 in-vitro toksikoloji testleriyle Z-1

kodlu ZnO nano tozunun plaka sekilli ZnO tozuna gore sitotoksik etkisinin

daha fazla oldugu gozlenmektedir. Z-plaka’nin 40 pg/ml’lik konsantrasyona
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kadar hiicre canliligi {lizerinde etkisi olmadigi, 50 pg/ml’lik konsantrasyonda
ise hiicre canliligini %60 oraninda diislirdiigii gézlenmistir. Z-plaka’nin 50
png/ml konsantrasyonunda hiicre canliligindaki bu ani diisiis Z-plakanin sahip
oldugu farkli sekil etkisinden kaynakli olabilece§i distliniilmektedir. Sekil
etkisine bagli olarak hiicre yiizeyi ile etkilesime giren ZnO plaka miktarinda
meydana gelen artig hiicrenin ortamla olan metabolik etkilesimini engelliyor
olabilir, bu da hiicre sayisinda ani bir diisiise sebeb olabildigi diisiiniilmektedir.
Z-plaka’nin komet testinde uygulanan dozlarinda sitotoksik etki
gostermemesine karsin, genotoksik etkiye sahip oldugu fakat ticari ZnO tozuna

gore genotoksik etkisinin oldukea diisiik oldugu gézlenmistir.

Ayn1  zamanda kozmetik sektoriinde kullanilan glines kremi
uygulamasindan yola ¢ikilarak yapilan bu ¢alismada tiretilen plaka sekilli ¢inko
oksit partikiillerinin mikroemiilsiyon formiilasyon c¢alismalar1 ve bu
formiilasyonlarin UV-Goriiniir Spektrumlart incelenmistir. UV goriiniir bolge
dalga boylar1 sonuglar1 piyasadaki nano boyutlu ¢inko oksit tozlarina gore
karsilastirilmis ve plaka sekilli ¢inko oksit tozlarinin sahip oldugu yiiksek
ylizey alami sayesinde yiliksek miktarlarda igeren formiilasyonlarda tstiinliik

saglayacag dislniilmustiir.
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