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OzZET

Sunulan galigmada, farkl bilesimlerde akrilamid (AAm), akrilik asit (AA)
ve poli(vinil alkol) igeren vyari-IPN yapidaki hidrojeller, amonyum
persiilfat/'sodyummetabisiilfit [(NH,).S,0s/Na,S;0s] kimyasal baslatici
cifti ve etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ¢apraz baglayicisi kullanilarak
serbest radikal polimerlestiriimesi ile sentezlenmistir. Uretilen
hidrojellerin sigme davraniglari degisen sureye karsi incelenmistir. Tum
hidrojellerin % sisme degerlerinin zamanla arttigi ve yaklasik 24 saat
sonra dengeye ulastigi gozlenmistir. AA iceren hidrojellerin sisme
degerleri diger hidrojellere gore daha yuksek bulunmustur. PVA nin jel
yapida yer almasinin gsigme degerlerini azalttigi gézlenmistir. 37,0 °C ve
pH=7,4 de en ¢ok sisen hidrojelin PAA oldugu belirlenmistir.
Hidrojellerin sisme davraniglarinin sicaklikla degisimleri incelenmistir.
Sicaklik artisiyla sisme degerlerinin arttigit ve 40,0 °C civarinda en
yuksek degerine ulastigi gozlenmistir. PAAmM/PVA hidrojelinin
sismesine sicaklhigin etkisi diger hidrojellerden daha fazla olmustur.
PAA/PVA hidrojelinin sisme degeri 40,0 °C de yaklasik % 1700 degerine
ulagsmistir. Ayrica hidrojellerin sigsme davraniglarinin pH ile degisimleri
de incelenmisgtir. PAA/PVA ve P(AA-ko-AAm) hidrojellerinin sigsme

degerlerinin pH degisimlerinden oldukga etkilendigi buna karsin



PAAmM/PVA hidrojelinin ise pH degisimlerinden etkilenmedigi
gorulmistur. Yari-IPN yapidaki hidrojellerden optimum kosullar
saglayan P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojeline lipaz immobilizasyonu,
adsorpsiyon, 1-siklohekzil-3-(2-morfolin-etil) karbodiimidle (CDI) ile
aktiflestirilmis ucglara kovalent baglanma ve hapsetme yontemleri ile
gerceklestirilmigtir. Lipaz immobilize edilmis ve hapsedilmis
hidrojellerden enzim salimi UV Spektrofotometresi ile takip edilmistir.
Tim serbestlesme calismalari pH=7,4 ve 37,0 °C de yiritulmustir.
Serbestlesme c¢aligmalarina bakildiginda, adsorbe edilen hidrojelden
lipaz saliminin, CDI ile aktiflestirilerek lipaz immobilize edilen hidrojele
gore daha fazla oldugu bulunmustur. Lipaz hapsedilmis hidrojelin salim
degerleri incelendiginde ise enzimin %100 e yakin oranlarda salindigi
gozlenmistir. Hapsedilmis lipazin serbestlesmesine ait kinetik veriler
Fick yasasindan yararlanilarak bulunmus; k ve n parametreleri sirasiyla
6,5x10* ve 1,1772 olarak hesaplanmistir. Lipaz Yuklii P(AA-ko-
AAmM)/PVA hidrojelinin aktivasyon tayini icin zeytin yagi calismalari
yapilmistir.
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ABSTRACT

In the presented study, semi-IPN hydrogels containing different
compositions of acrylamide (AAm), acrylic acid (AA) and poly(vinyl
alcohol) (PVA) were synthesized by free radical polymerization using
ammonium persulphate/sodium methabisulphite [(NH,),S,0s/Na,S,0:] as
a chemical initiator pair and ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) as
a crosslinker. The swelling behaviors of the produced hydrogels were
investigated as a function of time. The percentage swelling (% S) of all
hydrogels were increased with time and after 24 hours constant
percentage swelling was observed. It was found that the swelling
values of hydrogels that contain AA were higher than the swelling of
other hydrogels. The presence of PVA in gel matrix decreased the
swelling percentages. PAA was determined as the most swollen
hydrogel at pH=7,4 and 37,0 °C. The swelling behaviors of hydrogels
were also investigated by changing the temperature. The swelling
values increased with temperature and maximum swelling percentage
were observed around 40,0 °C for all the hydrogels. The effect of
temperature on swelling of PAA/PVA hydrogel was found to be higher
than the other hydrogels. % S of PAA/PVA hydrogel had reached about
% 1700 at 40,0 °C. The swelling studying of hydrogels by changing pH



Vii

were investigated. It was found that in spite of the swelling values of
PAA/PVA and P(AA-co-AAm) hydrogels were rather affected by pH
change, the PAAmM/PVA hydrogel didn’t affected. Lipase immobilization
was made via adsorbation, covalent binding to point activated by 1-
cyclohexyl-3-(2-morpholino-ethyl) carbodiimide (CDI) and entrapment
methods into P(AA-co-AAm)/PVA hydrogel geting the optimum
conditions in semi-IPN type hydrogels. Hydrogels immobilized and
entrapped lipase enzyme releasing has been followed by UV
spectroscopy. All of the release studies were carried out at pH=7,4 and
37,0 °C. When the release study was investigated, it has been seen that
lipase releasing of adsorbed hydrogel is too more than activated with
(CDI) of immobilized hydrogel. When the release values were
investigated, it has been seen that releasing of enzyme is around 100%.
The release of entrapped lipase kinetic data has found by make using
from Fick law than k, n parameter were calculated 6,5x10™ and 1,1772
respectively. Olive oil studies have been made for determination of

activity of lipase entrapped P(AA-co-AAm)/PVA hydogel.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullaniimig bazi simgeler ve kisaltmalar agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler

Kisaltmalar

AAm
AA
PVA
EGDMA
BRT
CDI

IPN

Aciklama

Ozitlenmis jel kitlesi

Ozitlenmemis jel kitlesi

Sismis jel disk kutlesi

Sismemis jel disk kltlesi

t zamaninda salinan etken madde miktari
« zamanda salinacak etken madde miktari
Salim hiz sabiti

Salim mekanizmasini belirleyen sabittir

Aciklama

Akrilamid

Akrilik asit

Poli(vinil alkol)

Etilenglikol dimetakrilat

Britton-Robinson tamponu
1-siklohekzil-3-(2-morfolin-etil) karbodiimid

Interpenetrating network



1. GIRiS

Hidrojeller, suda ¢6zunmeyip kendi kuru kutlesinin en az % 20 den fazlasi
miktarlarda su absorplayabilen, ¢apraz badli, ¢ boyutlu, hidrofilik polimerik
yapilardir [1]. Homopolimer veya kopolimerlerden olusabilirler ve kimyasal
(kovalent veya iyonik) veya fiziksel capraz baglarin (kristalinite) varhgi
nedeniyle ¢ézUnmezdirler. Hidrojellerin U¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar
yada iyonik etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals
kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla

gerceklesir [2].

Hidrojeller, biyouyumluluklarinin yani sira sahip olduklari su igerigi, dogal
dokulara benzer kaugugumsu yapilari ve dusuk yuzey gerilimlerinden dolayi
insan dokusuna benzer yapida olmalari nedeniyle tipda ve farmasoétik alanda
pek ¢ok uygulama alani bulmusturlar [3-5]. Kontak lens, biyosensorler igin
membran, yapay kalp, kas ve deri materyalleri, kontrolll ilag salim sistemleri
ve enzim immobilizasyonlari igin destek materyal olarak kullanimlari bu

uygulamalardan bazilandir [6-8].

Capraz bagh iki ayri sentetik veya dogal polimerin fiziksel olarak birleserek
icice gecmesiyle olusan ag yapili polimerler (Interpenetrating Polymer
Network, IPN) tipi hidrojeller olarak tanimlanirlar. Bu yapilardan en az biri
digerinin varliginda sentezlenir ve/veya capraz baglanir [9]. Yari-IPN tipi
hidrojellerde ise polimerlerden biri ¢apraz bag icerirken digeri dogrusal
yapidadir [10-12]. Bu tur hidrojellerde misafir polimer zincirleri, ev sahibi ag

yapinin iginde kovalent bagli veya kovalent bagsiz olarak yer alabilirler.

Hidrojeller dis c¢evreye bagli olarak “sisme-bluzisme” davranisi
gosterebilirler. Dis gevrede meydana gelen pH, sicaklik, iyonik gug, ¢ézlcu
bilesimi ve elektromanyetik radyasyon degisimlerine karsi sisme oranlarinda
bayuk degisimler gosteren bu hidrojeller “uyari-cevap hidrojelleri” olarak
adlandirihrlar [13].



Gunumuzde biyoteknolojik alanda Uzerinde en ¢ok durulan konulardan biri
hidrojellerin enzim ve hucre immobilizasyonunda tagiyici olarak kullanimina
yonelik ¢calismalardir [8]. Enzim immobilizasyonu, katalitik proseslerde enzim
molekullerinin katalitik aktifligini koruyarak tekrar ve sirekli kullanimini
saglamak amaciyla bir destek maddesine fiziksel ve kimyasal tutulmasi

olarak tanimlanabilir [14].

Akrilamid (AAm) ve akrilik asit (AA) monomerleri hidrojel Uretiminde sik
kullanilan monomerlerdir [15,16]. Kolayca polimerlesebilmeleri, kopolimer
olusturabilmeleri, biyouyumluluklari bu polimerlerin tercih edilmesine yol
acmaktadir. AA yapisindaki karboksil grubu bu monomerin hidrofilik ve iyonik

hidrojel Uretiminde kullaniimasini saglamaktadir.

Poli(vinil alkol) (PVA), biyoteknik ve biyomedikal alanda IPN materyallerinin
dizayninda kullanilan hidrofilik bir polimerdir. Toksik olmamasi, kanserojen
olmamasi, biyouyumlulugunun iyi olmasi ve sulu c¢ozeltilerde yuksek
derecede sisebilmesi ve elastik olmasi gibi arzu edilen fiziksel 6zelliklerinden

dolay! biyomedikal uygulamalar da ana materyal olarak kullanilabilir [17].

Sunulan galsmada serbest radikal polimerlesmesi yoluyla degisik oranlarda
AA, AAm ve PVA igeren vyari-IPN tipi hidrojellerin hazirlanmasi ve bu
hidrojellerin sisme davraniglarinin belirlenmesi amaglandi. Kimyasal baslatici
olarak amonyum persulfat/sodyum metabisulfit [(NH4)2S20s/NaxS205] ve
capraz baglayici olarak da etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) segildi. Ayrica
sisme verilerinden vyola c¢ikarak segilecek uygun hidrojelin lipaz
immobilizasyonunda kullaniimasina yoénelik calismalar da hedeflendi.
Buradaki esas amag, lipaz iceren hidrojelin vicudun yaglh bodlgelerine
etkisinin arastirilmasidir. Lipaz immobilizasyonu; adsorpsiyon, 1-siklohekzil-
3-(2-morfolin-etil) karbodiimidle (CDI) ile aktiflestiriimis uglara kovalent
baglanma ve hapsetme vyontemleri ile gerceklestirildi. immobilize
hidrojellerinin  aktifligine zeytinyagh ortamlarda yurutilecek deneylerle

bakilmasina karar verildi.



2. GENEL BILGILER

Bu bodlimde calisma konumuzla ilgili genel bilgiler alt bagliklar halinde

sunulmustur.

2.1. Hidrojeller

Hidrojeller, su icerisinde ¢ézunmeden sisebilme 6zelligine sahip , c¢apraz
bagli, G¢ boyutlu ag yapih polimerlerdir [18,19]. Su icerigi kendi kitlesinin
%100 Unden fazla olan hidrojellere de super absorbant denir [20,21]. Su
disinda ¢ozuculerde en az % 20 ve daha fazla miktarlarda sisebilen jeller ise
kserojel olarak adlandirilir [22,23]. Hidrojellere ait genel bir sematik goésterim

Sekil 2.1 de sunulmustur.
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Sekil 2.1. Hidrojelin sematik gosterilisi

Hidrojellerin G¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar yada iyonik etkilesim, hidrojen
bagdi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler
gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla gerceklesir. Bu etkilesmeler Sekil 2.2 de
sunulmustur [2]. Hidrofobik etkilesimler, fiziksel c¢apraz bag benzeri

etkilesimler oldugundan jelin sisme davranigini dogrudan etkilemektedir.



Fiziksel capraz bagl jellerin dis ¢evre degisimine fazlaca duyarli olduklari

bilinmektedir [2,24-28].
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Sekil 2.2. Hidrojeller igindeki dort temel molekuler etkilesimin sistematik
olarak gosterilmesi

Hidrojeller, yapilarinda ¢ok fazla miktarda su bulundurmalari, yumusak ve
esnek yapilari gibi tasidiklari birgok fiziksel o6zellikler agisindan canli

dokularla karsilagtirildiklarinda buyuk bir benzerlik gostermektedirler [3-5].

2.1.1. Hidrojellerin siniflandiriimasi

Polimerik hidrojeller, hazirlama ydntemlerine, iyonik yuklerine, fiziksel
yapilarina ve gapraz baglanma durumlarina bagh olarak siniflandirilabilirler
[2,13,29]. Bu siniflandirma asagida sematik olarak gosterilmis ve onemli

hidrojel turlerinden bazilar alt bagliklar halinde agiklanmistir.



Hazirlama yontemine gore

Homopolimer hidrojeller

Kopolimer hidrojeller

Coklu polimer hidrojeller

IPN (interpenetrating networks) hidrojeller
icerdikleri yan gruplara gére

Notral (iyonik olmayan) hidrojeller

iyonik hidrojeller

Anyonik (negatif yukli) hidrojeller
Katyonik (pozitif yuklu) hidrojeller
Poliamfolitik hidrojeller

Fiziksel yapilarina gore

Amorf hidrojeller

Yari - kristalin hidrojeller

Hidrojen bagl hidrojeller

Capraz baglanma durumlarina gore
Fiziksel hidrojeller

Kimyasal hidrojeller

Kaynaklarina gore

Dogal hidrojeller

Sentetik hidrojeller

Su iceriklerine goére

Dusuk sisme dereceli (20-50 %) hidrojeller
Orta sisme dereceli (50-90 %) hidrojeller
Yuksek sisme dereceli (90-99,5 %) hidrojeller
Super-absorbant (>99,5 %) hidrojeller
Kimyasal kararliliklarina gore

Biobozunur hidrojeller

Biobozunmayan hidrojeller



Homopolimer hidrojeller

Tek tur hidrofilik monomerden olusturulan hidrojellerdir. Poli(2-hidroksi etil
metakrilat) (PHEMA), poli(gliseril metakrilat), poli(3-hidroksi propil metakrilat)
iceren poli(hidroksi alkil metakrilat)lar bu tir hidrojellere verilebilecek
orneklerdendir [29]. Yumusak kontak lens yapimi ve kontrolli ilag salim

aparatlari gibi 6nemli uygulama alanlari vardir [30].

Kopolimer hidrojeller

iki komonomerin gapraz baglanmasi ile hazirlanirlar; ancak monomerlerden
en az bir tanesi hidrofilik yapida olmalidir. Kopolimerik hidrojellerde ¢apraz
baglanma kovalent yada iyonik olarak gergeklesebilir [10]. En ¢ok arastirilan
kopolimerik hidrojellere poli(HEMA-ko-AA) ve poli(HEMA—ko-metilmetakrilat)
[poli(HEMA-ko-MMA)] 6rnek olarak verilebilir [31,32].

Coklu polimer hidrojeller

Ug veya daha fazla monomerden olusan yapilardir [33]. Bu tiir hidrojellere,
hem pH ya hem de sicakliga duyarli olan poli(N-izo-propilakrilamit-ko-AA-ko-
HEMA) [poli(NIPA-ko-AA-ko-HEMA)] ve poli(sodyum akrilat-ko-NIPA-ko-
AAm) hidrojelleri 6rnek olarak verilebilir [34,35].

IPN veva ic ice gecmis polimerik ag vapili hidrojeller

Capraz baglh iki polimerik 6rginin fiziksel olarak birlesmesi ile olusur. Bu
yapilardan en az biri digerinin varliginda sentezlenir ve/veya ¢apraz baglanir
[9]. Ornegin polioksietilen ve PAA den hazirlanan IPN yapilar mevcuttur.
Oncelikle capraz bagli polioksietilen hazirlanir, daha sonra bu 6rgii AA,
baglatici ve capraz-baglayici iceren karigimda sisirilirken polimerizasyonda
gerceklesir [33]. IPN yi olusturan iki polimerik 6rgunun birbiriyle uyumlu

olmasi IPN olusumunu artirir, faz ayrimini engeller.



Ayrica IPN vyi olusturan polimerler arasinda kimyasal bag bulunmadigindan
her iki bilesen de kendi 6zelliklerini korur ve aranan sartlara sahip bir yapi
olusumunu saglayabilir [10,29]. IPN yapisinda hidrofobik ikinci bir polimerin
kullanimi  hidrojelin  mekanik dayaniklihgini artirr  [10]. Yari-IPN tipi
hidrojellerde polimerlerden biri ¢apraz bag icerirken digeri icermez [10-12].
Bu tUr hidrojellerde misafir polimer zincirleri, ev sahibi ag yapinin iginde
kovalent bagli veya kovalent bagsiz olarak yer alabilirler. Kitosan ve turevleri
gibi polisakkaritler, PVA, poli(etilen oksit), poli(metakrilik asit) (PMAA), PNIPA
gibi polimerlerden IPN ve vyari-IPN hidrojelleri elde edilebilir [36]. IPN

hidrojellerin tum tiplerine ait bir gematik gosterim Sekil 2.3 de sunulmustur.

KOVALENT BAGSIZ

TAM IPN SEMI-IPN KOVQEEA’?—-:—P?\JAGU
1’inci polimerin ¢apraz baglanma
rj,OKtlala”. ) . misafir polimerin ev sahibi polimere
2’inci polimerin ¢apraz baglanma kovalent badlanma noktalari
noktalari

Sekil 2.3. IPN tipi hidrojellerin turleri

Iyonik olmayan hidrojeller

Yapilarinda yUkli gruplar bulundurmayan homopolimerik veya kopolimerik
notr hidrojellerdir. Cézucunin ozmotik basinci yan zincirin gerilme enerjisi ile
dengelendigi zaman denge degerine kadar siserler. Bu hidrojellerin sisme ve
bazisme durumlari genellikle ¢evre sicakligindaki degisimin bir sonugu

olarak meydana gelir [29,37].



Iyonik hidrojeller

Polielektrolitter olarak da bilinen iyonik hidrojeller, iyonik yUklG
monomerlerden hazirlanirlar. Bu hidrojeller monomer yuklerinin pozitif yada
negatif olmasina goére katyonik ve anyonik hidrojeller olarak adlandirilirlar.
Ayrica pozitif ve negatif yulklerin her ikisinin de bir arada bulundugu
poliamfolitik hidrojeller mevcuttur [38-41]. iyonik hidrojellerin ana zincirinde
yukll gruplarin bulunmasi uyarilara duyarlilliklarini artirir [42]. Bu iyonik ag
yapilar hem asidik hem de bazik gruplar igerirler. Uygun pH ve iyonik
siddetteki sulu ortamda bu gruplar iyonize olur ve jelde sabit yUkler olusur. Bu
yuklerin elektrostatik itme kuvvetlerinin sonucunda ag yapi igerisine daha ¢gok
¢ozlcu girebilir ve sisme dereceleri artar. Bu durum Sekil 2.4 de gosterilmistir
[43].

Zamsi faz Haucudumsu fa= Zisme artarmi

i F —— —+

| «COOH |+ Na === | -COO Na + H
Hidrojel _ozelt Hidrojel Coazelt

Sekil 2.4. Tampon igeren sisme ortamindaki ince bir iyonik hidrojel diskin
sisme kinetiginin sematik gosterimi

Anyonik hidrojeller

Anyonik hidrojeller, genellikle negatif yuklu asidik veya anyonik monomerlerin

homopolimerlerinden yada bir anyonik monomerle bir nétr monomerin



kopolimerinden olusur. Bunlar dis ortam pH sina bagl olarak denge sisme

davraniglarinda ani degisimler gosterirler [42,43].

Ortam pH siI iyonlasacak grubun pK, degerinin Gzerinde oldugu zaman,
polimer ustundeki yuklu gruplarin sayisi artar ve buna bagli olarak zincirler
arasindaki elektrostatik itme kuvvetleri guglenir. Bu da ag yapinin hidrofilik
Ozelligini arttirarak yuksek sisme degerlerine ulasiimasini saglar [13].
Anyonik hidrojellerin hazirlanmasinda, AA, krotonik asit, itakonik asit yaygin

olarak kullanilan monomerlerdendir [29].

Katyonik hidrojeller

Katyonik hidrojeller, pozitif yudkli bazik veya katyonik monomerlerin
homopolimerlerinden yada bir katyonik monomerle bir n6tr monomerin
kopolimerinden olusurlar. Katyonik hidrojellerin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilan monomerlerden bazilari aminoetil metakrilat ve turevleri, 4-
vinil piridindir [29]. Bu hidrojellerde ortamin pH siI iyonlasacak grubun pKp
degerinin altinda oldugu zaman iyonlasirlar ve zincirler arasindaki
elektrostatik itme kuvveti artar. Bu da ag yapinin artan hidrofilik 6zellige sahip

olmasina ve yuksek sisme degerlerine neden olur [13].

2.1.2. Hidrojellerin hazirlanig yontemleri

Hidrojellerin hazirlanmasi kimyasal baglaticili serbest radikal polimerlesmesi
ile veya yuksek enerjili 1sinlar ile baslatilan radikalik zincir polimerlesmesi ile

gerceklestirilir [44].

Kimyasal capraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasi

Kimyasal ¢apraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasi, dogrusal veya dallanmis
homopolimer yada kopolimerin az miktarda c¢apraz baglayici kullanilarak

dogrudan gapraz baglanmasi ile gergeklestirilir [11]. Bu tepkime ¢ozelti icinde
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(genellikle biomedikal uygulamalar igin sulu ¢ozelti) slspansiyon
polimerizasyonu ile yaruatulir. Capraz baglayici olarak, hidroksil grubu ile
birlikte iki yada daha fazla fonksiyonel grup iceren maddeler kullanilir. En gok
kullanilan ¢apraz baglayicilara gluteraldehit, formaldehit ve asetaldehit gibi
aldehitler, maleik asit, okzalik asit, dimetilure, poliakrolein, diizosiyanatlar,
divinilsulfat, EGDMA, etilenbisakrilamid, seryum igceren redoks sistemler, 1,3-

butandiol diakrilat, N,N-metilen bisakrilamid 6rnek olarak verilebilir.

Kimyasal c¢apraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasinda baslatici olarak
anyonik ve radikalik basglaticilarin her ikisi de kullanilabilir. En yaygin
kullanilan baglaticilar, azobisizobutironitril (AIBN) ile benzoil yada kumil
peroksit gibi peroksitlerdir [2]. Kimyasal yolla hidrojel hazirlanmasi dort
basamakta olusur: baslama, zincir bUyumesi ve ¢apraz baglanma, birlesme
veya bolinme ile sonlanma. ilk énce gapraz baglayicilar varhginda birbirine
kimyasal olarak baglanan monomerler polimerleri olusturur ve daha sonra
monomerlerin bazilarinin ¢apraz baglayici ile yer degistirip polimer

zincirlerinin birbirine baglanmasiyla da hidrojel olusur [45].

Yiiksek enerijili 1sinlar ile baslatilan radikalik zincir polimerlesmesi ile hidrojel

hazirlanmasi

Yuksek enerjili 1ginlar ile baglatilan radikalik zincir polimerlesmesinde,
uyarima a, B ve vy isinlarl, elektronlar, protonlar ve no6tronlar gibi
hizlandirilmis taneciklerin etkisi ile yapilir ve 6zellikleri itibari ile fotokimyasal
polimerlesmeye benzer. Bu yonteminin Ustlnlukleri, polimerlesmenin kati,
sivl, gaz fazlarindan istenen fazda yapilabilmesi ve baska yontemlerle
polimerlestiriimesi zor olan monomerlerin kolayca polimerlestirilebilmesidir
[45]. Iyonlastirici radyasyon, elektron yayinimli isinim ile y yayinimi gibi suda
ve havada basit molekllleri iyonlastiracak kadar yeterli enerji tasiyan

elektromagnetik i1sinlardir [29,46].
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2.1.3. Hidrojellerde suyun konumu

Bir jelin hidrojel olabilmesi i¢in yapisinda —OH, —NH,, —-COOH, —COOR, vb.
gibi polar ve hidrofilik fonksiyonel gruplari icermesi gerekir [43,47]. Bu gruplar
su ile etkileserek hidrojen baglarini olugtururlar. Bagli durumuna gegen su ile
cevrilen, hidrofilik gruplardan jelin hacmi ve kuitlesi artar ve jel sismeye
baglar. Bir jeldeki hidrofilik gruplarin fazlahd: sismeyi daha da artirir [45].
Sismis bir hidrojelde Sekil 2.5 de gosterildigi gibi U¢ tar su bulunmaktadir
[48].

0O Serbest su

‘ Baglh su

é Hidrofobik gruplar

Sekil 2.5. Sismis bir hidrojeldeki suyun bulunma gesitleri

< Bagli su: Polimerin polar gruplari ile hidrojen baglari yapan sudur.

s Ara yuzey suyu: Polimerin hidrofobik grubu ¢evresinde toplanan sudur.
Bagl su gibi sikica bagh dedgildir.

s Serbest yada kutle suyu: Polimerin gbzeneklerini dolduran bu su,

normal su gibi davranir ve polimerle etkilesmez.

Bir sismis hidrojelin yuzeyi ¢ok farkli davranig gosterir. Bu yluzey bolgesi;

yuksek zincir hareketliligi, degisim gradienti, heterojen zincir uzunluklari,
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dipolar 6zellik ve degisik su yapisi ile karakterize edilir. Bu dzellikler hidrojel

yuzeylerinin analizini ve karakterizasyonunu zorlastirir.

Bir hidrojel yuzeyinde yulruyebilecek karmasik olaylar hakkinda sunlar
soylenebilir:

% Suyun konumu ve sistemdeki kimyasal bilesenlerin etkileri gibi ¢cevresel
etkilere karsi yanit veren polimer zincirleri hareketlenir.

% lyonlar, kiiclik mol kitleli organik bilesikler ve proteinler, jel icindeki
¢Ozeltide bir derisim gradienti olustururlar.

s Serbest su, polimer zincirine, polimer molekullerine baglanir ve buz
benzeri bir yapi olusturur. Suyun yapisi sistemdeki polimer zincirleri yada

diger molekullerin etkisiyle degisebilir [22,49,50].

2.1.4. Hidrojellerin sigsmesi

Sisme, polimer yapisindaki belirli bir hacmin ani degisimidir. Sisme, gdzenekli
absorbanlar tarafindan sivi veya buharlarin tutulmasinda oldugu gibi,
yalnizca kuguk ¢ozucu molekullerinin polimerin gbzenek ve bosgluklarina

dolarak polimer fazina girmesi olayi degildir.

Sisme kiguk molekulli bir sivinin polimer yapisinda bir dedisme ile birlikte bir
polimer tarafindan sogurulmasi prosesidir. Cozucu molekulleri yapisal
bosluklara girerken polimerin stiper molekuler yapilarinin arasini zorla agar.
Buna yapilar arasi sisme denir. Eger ¢6ziclu molekulleri yapilarin igine
girerse, makromolekiiller zorla acilir. Buna da yapi i¢i sisme denir. Cézlcu
icerigi artarken, polimer yapisi yavas yavas birbirinden ayrilir ve ¢ozeltide

icinde ¢dzucu bulunan oynak bir polimerik ag yapi meydana gelir [45].

Sisme, polimer molekillerinin ¢ok buylk olmasindan dolayr tek yonli
karigmadir. Kiguk molekulli bir sivinin polimerdeki bir ¢ozeltisi olan sismis

polimer, saf haldeki kiicik molekllll sivi tabakasi ile belli bir sure igin birlikte
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bulunur. Biraz sonra, polimer zincirleri yeterli bir miktarda birbirlerinden
uzaklastiklari zaman, ¢ozucu molekulleri polimer igine yavas yavas
difizlenmeye baslarlar. Burada daha derisik bir ¢ozelti tabakasi ile daha
seyreltik bir ¢cozelti tabakasi bir arada bulunur. Bir sure daha gectikten sonra,
bu iki tabakanin derigsimleri birbirine esit olur ve tek fazli homojen bir sistem

ortaya cikar.

Sisme sinirli veya sinirsiz olabilir. Sinirsiz sisme kendiliginden ¢ozeltiye
donusen sismedir. BoOyle bir olaya ¢o6zunme denir. Bir polimerin
¢ozunmesinde gozlenen temel Ozellik, polimer ve ¢ozicu molekullerinin
blayUklik bakimindan birbirlerinden binlerce kez farkli olmalari ve bu nedenle
farkli hareketlilige sahip olmalaridir. K¢tk molekulli bir sivinin hareketliligi
¢ok yuksek, makromolekullerin hareketliligi ise tersine c¢ok dusuktur. Bu
yuzden buyuk molekuller bir ¢ozucu fazina ge¢cmekte zorlanirlar ve bir

polimer ¢c6zinmeden 6nce igine gok miktarda sivi alarak siser .

Sinirli sisme kiguk molekdlli sivilar ile polimerlerin etkilesmesidir. Sivilarin
polimer tarafindan tutulma asamasi sinirlandigi zaman, polimerin
kendiliginden ¢ozinmesi mumkin olmaz yani polimer zincirleri tam olarak
ayrilamazlar. Sonugcta birisi kiguk molekulli sivinin polimerdeki ¢ozeltisi ve
digeri saf haldeki kiigik molekullti sivi olmak Uzere iki faz bir arada bulunur.

Bu fazlar acikga gozle gorilebilir bir ara ylzey ile ayrilmistir ve dengededir.

Eger polimer kimyasal baglardan meydana gelen bir ag yapiya sahipse,
polimerin 1sisal bozunma sicakliginin altindaki herhangi bir sicaklikta zincirler
birbirinden ayrilamaz. Bu nedenle, capraz bagl polimerler dogal olarak
¢ozunmez ama jel olugturarak sisebilirler. Bir polimerin sismesi ve ¢ozunmesi

arasindaki fark asagindaki Sekil 2.6 da gosterilmistir [19].

Sisme, polimerik ad yapilarinin karakteristik bir 6zelligidir. Capraz baglanma
miktarina bagh olarak polimerik aglar ¢cozinmeden gok yuksek miktarda sivi

absorplayabilirler [50].
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Bir polimerik jelin sisme yetenegini igerdigi fonksiyonel gruplarin birbiriyle ve
¢ozucuyle etkilesimi belirlemektedir. Zincirler arasi itme ve ¢ekme, kovalent
olmayan elektrostatik, hidrofobik, Van der Waals ve hidrojen bagindan
etkilenmektedir. Hidrofobik etkilesimler bu tir fiziksel ¢apraz bad benzeri

etkilegsimlerdir ve bu da jelin sisme davranigini etkilemektedir [27,48,51].
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Sekil 2.6. Sulu ortamda farkli davranig gosteren polimer zincirlerinin jel ve
hidrojel olusturmasi ? kovalent gapraz baglari, O polimer
zincirleri arasindaki fiziksel etkilesim noktalari

2.1.5. Hidrojellerin kullanim yerleri

Hidrojeller; iyonik siddet, elektromagnetik 1sima, pH ve sicaklik gibi dig ¢evre
kosullarindaki degisimlere hacimlerini yuzlerce kat artip azaltarak kontrollG bir
sekilde cevap verebilmeleri sayesinde biyomedikal, farmasoétik, teknoloji ve

tarimsal alanda genis kullanim alanlari bulmustur [3,13,30].

Hidrojeller, endustriyel agidan son derece oOnemli olan seyreltik sulu
¢cozeltilerden buydk moleklllerin  ayrilmasinda da kullaniimaktadirlar.

Minnesota Universitesinden Edward Cussler Jr. ve arkadaslari, sismis bir
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jelin suyu emerken, su igersinde ¢ozunmus maddeleri digarida tuttugunu
gostermiglerdir. Ayrica hidrojeller, jel elektroforezi ve jel kromatografisi gibi

molekuler ayirma iglemlerinde “molekuler elek” gorevini Ustlenirler [52].

Robotlarla c¢aligilan bilim dalinda uyari-cevap hidrojelleri, yuk kaldirma
fonksiyonunu yerine getirmek amaciyla kullaniimaktadir. Uyari-cevap
hidrojelleri ¢esitli sinyallere cevap olarak buzusur veya siserken bir kuvvet
uretir. Boylece bu hidrojeller, robotu harekete gegirici veya sensor olarak
robot teknolojisinde kullanim alani bulur [53]. Hidrojellerin, iskelet kaslariyla

kiyaslanabilir bir gug urettikleri gozlenmistir [33].

Son yillarda hidrojellerin, gug¢ Uretiminde kullaniimasi fikri Gzerinde de israrla
durmaktadirlar. Hidrojellerin bulundugu asidik ortamin pH siI degistirilerek
genlesme veya buzusme olayl saglanmis ve boylelikle ilk “kemo mekanik
sistem” gelistiriimigtir ve bu sistemlerle, kimyasal enerjinin dogrudan mekanik
ise cevrimi (kemo mekanik sistem) mumkin olmustur. Bu tlr sistemler gig
elde etmek igin kullanilan konvansiyonel cihazlarin kullaniminin sinirli veya
zor oldugu yerlerde ornegin denizaltinda, uzayda veya insan vicudunda
kullanilabilmektedir [52].

“Smart jel” adiyla 1996 yilinda piyasaya surllen ticari jel, oda sicakliginda
yumusak ve esnek olup, vucut isisina maruz birakildiginda katillagan bir
yapidir. Bu jel, ayakkabilarin (6zellikle patenlerin) icine yerlestirilerek, ayaga

gerekli destegdi ve konforu saglamak amaciyla kullaniimaktadir [54].

Hidrojeller yuksek oranda su tutucu olmalar ile pecgete, ¢ocuk bezi gibi
temizlik GrUnlerinin yapiminda [26], gubrelerin ve tarim ilaglarinin denetimli
salimlarinda [8,18], endustride yag ve petrol igerikli sulu atiklardan
saflagstirma ve suyun uzaklastiriimasi islemlerinde [55] ve hastane
atiklarindan suda ¢o6zulebilen yada hidrojele uyumlu olarak sogurulabilecegi

bazi fizyolojik (kan ve Ure vb.) sivilarin ayrilmasinda da kullanilirlar [56,57].
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AAM/MA hidrojelleri sulu c¢Ozeltilerden bazi agir metal iyonlarinin
adsorpsiyonunda kullaniimaktadir [58]. Ayrica bu hidrojeller ve AAm/itakonik
asit hidrojelleri sulu ¢oOzeltideki bazi bazik boyalarin adsorpsiyonunda ve
tekstil endustrisinin  6nemli cevresel problemlerinden biri olan ¢dzme

isleminde de kullanilirlar [2,59].

Hidrojellerin biyomalzeme olarak kullanimlarindaki avantajlari asagidaki gibi
verilebilir [33]:

s Hidrojeller suda ¢6zinen maddeler igin gecirgen olduklarindan atik
monomerler, baslaticilar, katalizorler, stabilizatorler ve diger safsizliklar
yapidan kolaylikla ayrilabilir.

« Hidrojeller, vucut sivilarina kargl az yada ¢ok gecirgen olduklarindan,
besin, oksijen gibi yararli maddelerin gegisine engel olusturmazlar.

% Hidrojeller yumusaktir. Hidrojel implant etrafinda olugsan doku, kapsul
(tabaka) ince ve dayanikhdir, kalinlasma egilimi yoktur.

% Hidrojellerin gevredeki dokularla surtinmesi azdir. Bu, 0Ozellikle fazla
miktarda su i¢eren hidrojeller i¢in gecerlidir.

X/

« Hidrojeller, mukoza zari ve dokulara duguk yapisma gosterirler.

% Kuru hidrojeller, bazi yollarla, belli miktarda su absorplayabilirler. Bu
ozellik, asir miktardaki vicut sivilarinin atilmasinda kullaniimaktadir.

« Hidrojeller siserek sadece hacimlerini artirmazlar, ayrica absorpladiklari
su, plastiklestirici gibi davrandigindan daha yumusak olurlar. Bu ozellikten,
hidrojellerin proses edilmesi slrecinde veya implant yerlestiriimesinde
yararlanilabilir.

s Sismis hidrojellerdeki suyun bir kismi, polimer yapida belli bayukltkteki
molekuller (ozellikle ilaglar) igin difuzyon yollari saglar. Ayni zamanda
polimerik yapi, sahip oldugu 6rgu nedeniyle buyuk molekdller, hucreler ve

bakteriler igin bariyer gibi davranmaktadir.

Hidrojellerin biyomalzeme olarak ilk uygulamasi kontak lensler olmustur.

Mekanik kararlihdinin iyi olusu, yuksek oksijen gecirgenligi ve uygun refraktif
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indise sahip oluglari, kontak lenslerde kullanimlarinin temel nedenidir.
PHEMA ve kopolimerleri yumusak kontak lens yapiminda kullaniimaktadir
[60]. Suda sismis HEMA-etilenglikolmetakrilat kopolimeri de yumusak kontak
lens olarak kullaniimaktadir [52]. Tedavi amagh g6z damlalari da hidrojellerin
bir baska kullanim alanidir. G6z damlalari géz yasi tarafindan seyreltilerek
kisa surede akar. Bu alanda kullanilan hidrojel g6ze sivi drin olarak
dismesine ragmen, gozdeki sicakliga maruz kaldiginda daha viskoz bir hale
gelir. Kaymaya kargi duyarlihgindan dolayi da g6z her kirpilisinda sivi hale
gelir ve jelin butun goze esit miktarda yayilmasini saglar. Bu yontem benzer
sekilde burun spreyleri icin de kullanilabilir. Ozellikle insulin gibi ilaglarin bu
tur bir sistemden burun yoluyla salimi konusunda g¢alismalar yapiimakta ve

bdylece enjeksiyon yonteminin yerini alabilecedi dusunilmektedir [54].

Hidrojellerin, dikis islemleri igin kaplama uygulamalari, elektrot, elektroforez
hicre ve yapay organ yapimi, kornea, dogustan gelen kemik hastaliklarinin
tedavisi gibi uygulama alanlari vardir. Ayrica homojen materyal olarak; kulak
zari tikaci, sentetik kikirdak, safra ve yemek borusu yapimi gibi biyotip
alanlarinda, biyomuhendislik, eczacilik, veterinerlik, gida endustrisi ve
denetimli salim teknolojisinde kullanilirlar [8,18,61,62].

Hidrojellerin sensoér olarak kullanimina dayali gesitli ¢calismalar da vardir.
Sheppard ve arkadaslari biyoaktif tabakasi duyarli bir hidrojel olan ve
iletkenlik 6lgimune dayali olarak ¢alisan bir biyosensor gelistirmistir. Sensor
olarak kullanima bir bagka ornek ise Sun-Tek firmasi tarafindan gelistirilen
“Isiga duyarli pencereler’ dir. Bu hidrojeller sicaklik ylkselince opaklasma

gOstermektedir.

GuUnumuzde biyoteknolojik alanda Uzerinde en ¢ok durulan konulardan biri
hidrojellerin enzim ve hlcre immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanimina
yonelik caligmalardir [8]. Fiziksel enzim tutuklama yontemi igin kullanilan
capraz bagh poliakrilamid bunlar igin iyi bir ornektir. Normal yada kimyasal

olarak modifiye edilmis kalsiyum aljinat hidrojel de bu tur materyallere bir
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diger ornegdi olusturmaktadir. Hidrojellerin kontrolll ilag salimi ig¢in tagiyici
olarak kullanildigi cesitli uygulamalarda gelistirilmigtir [63]. Bu tur sistemlerde
hidrojelin, uyarici buayuklugu ile orantii sisme-blzUsme cevabi, salim
sisteminden ilag c¢ikis hizinin ayarlanmasi amaciyla kullaniimaktadir.
Kontrolll ilag salim alanindaki en gi¢ ama en ilging problem kendi kendine
ayarlanan (6z ayarlh) insulin salim sistemleridir. Kendi kendine ayarlanan
insulin salim sistemleri, glukoz algilama kabiliyeti ve otomatik kesme
mekanizmasi gerektirirler [18]. Bunun icin en iyi 6érnek, Horbett tarafindan
seker hastalari icin gelistirilen insulin salim sistemleridir. Bu sistem insulin
rezervuarini gevreleyen ve bir uyari-cevap hidrojelinden yapiimig

membrandan olusmaktadir.

Arastirmacilar, ilaglart veya diger biyomolekulleri elektriksel alandaki
degisime bagli olarak salacak hidrojelleri de gelistirmislerdir. Ornegin zayif
capraz bagli polielektrolit hidrojellerden olusan sisteme elektrik akimi
verildiginde insllinin  digsari difizlenmesine izin vermekte, fakat akim
kesildiginde akisi derhal durdurmaktadir. Bu hidrojel vicudas implante
edilebilen ve hareketli kismi olmayan insulin pompasinin temelini

olusturmaktadir [52].

Bir baska kullanim alani ise yanik tedavisidir. Hidrojeller, esnek olmalari,
dayaniklihklar, antijjenik olmamalari, su buhari ve metabolitleri
gegirebilmelerinden dolayi bu sahada kullanin alani bulmuslardir. O, ve su
bazli ilag gecisine izin veren polilretan membran destekli hidrojeller yapiskan
olmayan yanik sargilari olarak kullanilmaktadirlar. Yanik tedavisinde
kullanilan bir baska hidrojel sargi ise, seffaf olup yaradan rahatlikla

temizlenebilen, yaraya yapigmayan alginat sargilardir [64].

Metilsellloz hidrojelleri, cilt testlerinde alerjen salimi icin kullanilirlar. Test
alerjenleri hidrojel icine salinir boylece cildin tahris olma olasiligi duger.
PHPMA hidrojelleri, antibiyotik ve antitimor ilaglarinin denetimli saliminda,

ureter protezlerinde, hemodiyalizde, kornea cerrahisinde, hicre yluzey
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calismalarinda kauguk tabakasi olarak kullanilabilmektedir [22,65]. PVA
yaygin olarak fitik tedavilerinde, kalp-damar ve plastik cerrahide “lvalon” ismi
ile kullaniimaktadir. PVA-heparin hidrojelleri hemodiyaliz membran olarak
kullanilirlar. PVA/PAA nin ise yapay kas, sensor, kemomekanik sistemler ve

ilag salim sistemlerinde kullanim alanlari mevcuttur [66].

PNIPA-PAAm hidrojelleride “Jel el” olarak adlandirilan ve sicaklik degisimi ile
cesitli nesnelerin tutulmasi amaciyla kullanilan bir tir cimbizdir. Laboratuvar
cimbizlarinin yaklagik milyonda biri boyutunda olan bu jel tutucular sulu

¢ozeltilerden kuguk nesneleri almak igin son derece uygun aletlerdir [54].

2.2. Akilli Polimerler

Cesitli uygulamalarda kullanilacak polimerlerin, gercek sistemlere benzer
olarak dig ortamdan gelebilecek uyarilara cevap verebilecek 6zelliklere sahip
olmasi gerekmektedir. Bu amagla hazirlanan ve dig ortamdan gelen herhangi
bir uyari sonucunda vyapisal degisime ugrayarak tersinir fiziksel veya
kimyasal Ozellikler gosteren polimerlere “uyari-cevap polimerleri yada akilli
polimerler” adi verilmektedir [67,68]. Polimerlerden Uuretilen uyari-cevap

polimerleri uyari tirine gore asagidaki sekilde siniflandirilabilirler:

s Sicaklik-duyarli hidrojeller

s pH-duyarli hidrojeller

% Elektrik alani-duyarli hidrojeller
s Isik-duyarli hidrojeller

« Manyetik alana duyarli hidrojeller
2.2.1. Sicaklik duyarl hidrojeller
Sicaklik jellerin faz davranisini etkileyen en énemli parametrelerden biridir.

Sicaklik-duyarli hidrojeller ilag serbestlestirme arastirmalarinda gevre-duyarl

polimer sistemlerinin en c¢ok calisilan sinifidir [52,69]. Sicakhk duyarl
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hidrojeller, sicaklik duyarli gapraz baglayici ajanlar kullanilarak da yapilabilir.
Sicakhk degisimi ile hidrofilik ve hidrofobik gruplar arasindaki dengenin
degismesiyle hidrojelleri olusturan hidrofilik ve hidrofobik gruplarin su ile
etkilesimi sicakliga bagh olarak hacim-faz degismelerine sebep olmaktadir.
Bu hidrojellerin genel 6zelligi; metil, etil ve propil gruplari gibi hidrofobik

gruplarin varhgidir [18].

Sicaklikla sisen hidrojeller AAm, AA, ve MAA gibi hidrofilik monomerler
kullanilarak da elde edilirler. Bunun yani sira, isisal olarak buzulen hidrojeller
N-metilakrilamit, N,N'-dimetilakrilamit gibi monomerler kullanilarak da

sentezlenebilir [24].

Sicaklik duyarli hidrojellerde; polimer sistemini olusturan bilesenlerden en az
biri ¢dzlcu ortaminda (genelde su) sicakhga bagh bir ¢ozunarlige sahip
olmaldir. Sudaki sisme derecesinde belirgin bir degisiklik gosteren sicakliga
duyarli bir hidrojel elde etmek igin, bu jeli olusturan bilesenlerin belli bir
sicakligin altinda veya ustiunde ¢o6zinmez olmalar gerekir. Bu sicaklikta
gorulen hacim degisimi polimer zincirinin bilesenlerine ve hidrojelin
iyonizasyon derecesine bagli olarak geri donusumludur. Sicaklik kritik bir
degere ulaginca polimerde faz degisimi olur ve polimeri ¢dzen bu en dusuk
¢ozlcu sicakligina “Alt Kritik Cézinme Sicakhgi, AKCS” (Lower Critical
Solution Temperature, LCST) ve en yiiksek ¢dzlict sicakligina ise “Ust Kritik
Cozinme Sicakh@i, UKCS” (Upper Critical Solution Temperature, UCST)
denir [70].

ila¢c salimi uygulamalarinda kullanilan polimerler AKCS degerinin altinda
cozunurler. AKCS degeri, sicakliga duyarli ve yan zincirlerinde iyonize
gruplar olan polimerlerde pH vya da baghdir. Ayrica polimerin
hidrofilik/hidrofilik dengesi de AKCS degerini etkiler [71]. Birgok polimerin
suda ¢o6zunurliGgu sicaklik artmasiyla artar. AKCS gosteren polimerlerin
sicakhk arttikca suda ¢ozunurlukleri azalir. Bu 6zellige sahip polimerlerden

yapiimis hidrojeller AKCS nin dstinde sicaklik artmasiyla buzasurler. Bu tur
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sisme davranigl karsit sicaklik-bagimlihgi olarak bilinir. Duguk sicakliklarda,
polimer zincirinin hidrofilik halkalari arasindaki hidrojen bagi ve su molekulleri
suda ¢bzunmeyi iyilestirmeye yardimci olur. Sicaklik artarken hidrofobik
halkalar arasindaki hidrofobik etkilesimler; hidrojen baglari zayiflarken
kuvvetlenir. Kesin sonug¢ hidrofobik etkilesimlerle polimerler arasi zincir

ayrismasindan oturt hidrojellerin buztugmesidir [18].

2.2.2. pH-duyarl hidrojeller

Eger bir jel iyonlagabilen grup igeriyorsa pH-duyarl jel olarak adlandirilir,
¢unkl iyonlasma pH tarafindan belirlenir [52]. pH-duyarli hidrojeller, pH
degisimine karsl iyonlasmayl ve bu sebeple jelin dzelliklerini degistiren
karboksilik asit ve primer aminler gibi asili (pendant) asidik veya bazik gruplar
veya sulfonik asit ve kuarterner amonyum tuzlari gibi gugclu asit ve bazlari
icerirler [18]. Uygun pH ve iyonik siddetli sulu ortamda, asili gruplar iyonlagir
ve polimer aginda sabit yUkler ortaya ¢ikmaya baslar.Boylece elektrostatik
itici guc olusturarak, hidrojelin sismesine veya buzusmesine neden olur.

Bunun sonucunda da ilag salimini kontrol eder [19,72-74].

pH-duyarl hidrojeller, polielektrolit yapisinda olup, ortam pH sina bagli olarak
tersinir iyonlasma 6zelligi gésterirler. Iyonlasma polimerin polaritesini ve
fonsiyonel gruplar arasindaki etkilesimleri degistirir, dolayisiyla polimer
Ozellikleri degisir [24,75,76]. Bununla birlikte, polielektrolitlerde iyonlagsma
diger bitisik iyonlasmis gruplarla kullanilan elektrostatik etkileri yiuzinden
daha zordur. Bu egilim gérinen ayrisma sabitini (K,); karsilik gelen monoasit

veya monobazdan farkl yapmak icindir [18].

Anyonik hidrojellerin asili gruplari, polimerik agin pK, sinin altinda
iyonlasmaz Ustiinde iyonlasir. iyonlarin varligiyla yiiksek ozmotik sisme giicii
yuzunden polimer pK, sinin ustundeki pH da hidrojelin sismesine yol acar.

Katyonik hidrojeller igin ise tam tersi olur, polimerik agin pK, sindan daha
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diisik pH da sisme sbéz konusudur. iyonik hidrojellerin; asidik ve bazik

tamponlardaki farkli sismeleri Sekil 2.7 de gosterilmistir.

H* H*H* e o H'
H* am H;__ Asidik +@’ = ?gg;;"l{f
H* H* H1* cozelt H‘*
Figmemig hidrajel Sismis hidrojel
B Anvyonik hidrojel [ | Hatyonik hidrojeller
OH-OH"~
O™ 3
OoH-ma OH_|
0H7 _ ‘O"‘!: OH_
Bazik (;ozeltl = L:_! =
- : - - azilk cozelti
Figmig hidrojel Sismemis hidrojel

Sekil 2.7. pH-duyarh anyonik ve katyonik hidrojellerin sismesi

En cok calisiimis pH-duyarl hidrojeller PAA, poli(dietilaminoetiimetakrilat),
PMAA ve poli(dimetilaminoetilmetakrilat) igerir [19]. Cizelge 2.1 de ise pH ya
duyarli hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan monomerler verilmigtir
[72,77].

Cizelge 2.1. pH-Duyarli hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan monomerler

Tar Monomer pH-duyarli grup
AA, Metakrilik asit, -COOH
_ Sodyumstirensulfonat -SO;Na*

Katyonik
Sulfoksietilmetakrilat -SO 3 H*
Aminoetilmetakrilat -NH,
N,N-dimetilaminoetilmetakrilat -N(CHj3)2

Anyonik N,N-dietilaminometakrilat -N(CH,CH3),
Vinilbenziltrimetilamonyumklorur -N(CH3); * CI
Vinilpiridin - --N
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2.3. ilag Salim Sistemleri

Uzun yillar ilag alanindaki c¢alismalarin basglica amaci, cesitli hastaliklari
tedavi edici yeni bir molekll gelistirmek olmustur. Ancak arastirmalarin uzun
zaman almasi, ekonomik yuku ve her zaman beklenilen sonucu vermemesi
alternatif arayislari baslatmistir. ilag dozunu azaltma, dozlama araligini
uzatma, yan ve zararh etkilerden arindirma hatta ilaci hedef bdlgeye
gbnderme calismalari bu amaca yoéneliktir ve bu beklentilere en iyi yanit
veren kontrolli salim sistemleridir [78]. Kontrollu salim sistemleri
gelistiriimeden o6nce, uzun etki saglayan, ila¢ salimlari birbirinden farkl olan
degisik isimlerle ifade edilen bir¢ok sistem vardi. Bilinen yontemlerin genel bir

sematik gdosterimi Sekil 2.8 de sunulmustur.

Geleneksel yontemlerden farkli olan salim sistemleri (modified release
systems) iki grup altinda toplanir: Geciktirilmis salim sistemleri (delayed
release systems) ve uzatilmig salim sistemleri (extended release systems).
Uzatilmis salim sistemlerini ise iki alt baglk altinda toplayabiliriz: KontrollU
salim sistemleri (controlled release systems) ve surekli salim sistemleri

(sustained release systems).

Salim sistemleri ile ilgili genel bazi 6zellikler sdyle siralanabilir:

v Tekrarlanan doz igeren sistemler (repeat action systems): Dozaj iginde
etken maddenin birden fazla (iki veya U¢) dozu vardir ve bu dozlar belli
zaman araliklari ile salinirlar.

s Geciktirilmis salim sistemleri: Etken maddenin sistemden salimi belli bir
bdlgede olmaktadir. Genellikle enterik kapli tabletler i¢in kullanilir.

s Surekli salim sistemleri: Bu sistemler etken maddenin plazma veya
doku duzeyini alisilmis sekillere goére daha uzun devam ettirebilirler. Ancak
sistem bulundugu ortam sartlarindan etkilenebildigi igin salim mekanizmasini
onceden belirlemek gugtir. Genelde salim hizi birinci derecede kinetik

uyumludur.
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<  Kontrolli salim sistemleri: Kontrolli salim sistemlerinin salim hizlarinin
onceden planlanabilmesi ve sifirinci derece kinetikle etken madde salimini

gerceklestirebilmesi surekli etkili sistemlerden ciddi farklari oldugunu gosterir.

Her ilacin kan serumundaki tedavi edici derigsiminin alt ve Ust sinirlari vardir.
Bu iki derigsim degerinin arasindaki deger “terapdétik aralik “olarak tanimlanir.
llag maksimum serum derigimi Uzerinde toksik etki gdsterirken, minimum
serum derisimi altinda ise etkisiz kalmaktadir. Geleneksel ilag verme sekilleri,
etken maddeyi aniden saliveren sistemlerdir. Duzenli bir dozlama araligi ile
ilacin uygulanmasi sirasinda surekli olarak terapotik aralikta kalmasi
saglanmaya calisilir. Ancak geleneksel ilag verme sekillerinde her doz
uygulamasi ile serum derisiminde dalgalanmalar olur. Bu dalgalanmalarin
giderilmesi icin etken maddenin salim hizinin yavaglatiimasina ¢alisiimigtir
[75,79]. ideal olarak ilag tasiyici sistemleri, etken maddeyi istenen doku veya
organa istenen hizda tagimalidir. Etken maddeyi istenen doku veya organa

tasiyan sistemlere “hedeflendiriimis ilag tasiyici sistemler” denir [80].

1.D0E
Toksik Alan

ILAG PLAZMA DUZEYI

Y

ZANMAN

-

Sekil 2.8. Cesitli ilag salim bigimlerinin etken madde kan dizeyi-zaman
egrileri turleri: enjeksiyon (— ), standart dozaj (=), kontrolll
salim (—), slrekli salim ( — ), geciktiriimis salim ( ==
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2.3.1. Kontrollii salim sistemlerinin siniflandiriimasi

Kontrolli salim sistemlerinin siniflandiriimalar asagida verilmistir.

> Salim mekanizmasina gore

e  Diflzyon kontrollU sistemler
s Membran sistemler

s Matriks sistemler

e  Kimyasal kontrollu sistemler
« Vdlcutta asinan sistemler

s Zincire takil sistemler

e  CoOzucunun harekete gegirdigi sistemler
% Sisme kontrollu sistemler

s Ozmotik kontrollU sistemler
o Diger sistemler

s Manyetik kontrolli sistemler

« Midede sigen sistemler

> Uygulama yerine gore

s Okdler, nazal, oral, bukal, transdermal, implant,

% Vajinal, servikal, intrauterin, rektal sistemler

Difuzyonla kontrolli matriks sistemler

Matriks tipi preparatlarda etken madde ¢ozunmeyen bir polimerin olusturdugu
iskelet yapi icinde ¢ozUnmus veya dagimigtir. Genellikle tablet seklinde
hazirlanir ve hazirlanisinda etken madde toz haldeki ¢dzinmeyen
polimerlerle karistirihp dogrudan veya granulasyondan sonra veya polimer ile

kati dispersiyonu hazirlandiktan sonra tablet basilir. Tablet basma esnasinda
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partikller veya granuler basingla birbirine kaynar ve homojen (gézeneksiz)
bir matriks olusur. Membran sistemlerde oldugu gibi burada da serbestlesme
hizini kontrol eden basamak ilacin polimer matriks i¢indeki difizyonudur.
Matriks sistemlerin yapimi her ne kadar kolay ve ucuz olsa da ilacin polimer
yapida dagilimi nedeniyle genellikle sifirinci derece serbestlesme kinetigine

ulasilamaz.

Matriks geometrisi salim profili Gzerinde etkilidir [75]. Genellikle, membran ve
matriks yapil sistemler birka¢ yuz veya daha daha kuguk molekul agirlikh
ilaglarin kontrolli salimi igin tasarlanmistir. Proteinler gibi makromolekullerin
bu sistemlerden serbestlesmesinin, bu molekullerin kullanilan polimerdeki
gegirgenliginin ¢ok dusuk olmasi nedeniyle, pratik Gneme sahip olmayacagi
dustndlmustir. Ornegin normal olarak biiyiik molekdlleri gecirmeyen etilen—
vinil asetat kopolimeri gibi polimerlerden, metilen klorur gibi ugucu bir ¢dzucu
kullanillarak  ¢b6zucl  dokum  yontemiyle hazirlanan, toz halinde
makromolekulleride iceren matrikslerde, makromolekullerin serbestlesmesi

icin yeterli buyUklUkte gdzeneklerin olustugu bildirilmistir [78].

Sisme kontroll sistemler

Sisme kontrolli sistemlerde etken madde bir hidrojel igcinde ¢dzullr veya
dagitilir. Bu sistemlerde basta hidroksipropilmetil sellloz olmak Uzere
hidroksipropil seltloz gibi sellloz turevleri ¢ok kullaniimaktadir. PVA da Ustin
sisme Ozelligi nedeniyle bu sistemlerde kullaniimaktadir [81]. Son yillarda
toksik olmayiglari nedeniyle dogal polimerler bu tlir sistemlerin
hazirlanmasinda tercih edilmeye baslanmistir. Ornegin formaldehitle capraz
bagll kitosandan Ritampisin tabletleri ve Metoklopramit iceren kitosan

mikrokdreleri hazirlanmigtir.

Hidrojellerin dinamik sisme davranisi polimerik agin yapisi ve polimer-¢cozucu
etkilesimleri ile kontrol edilebilir. ilag camsi polimerik agin icine alindig

zaman Sekil 2.9 da goéruldugu gibi su gegisi ilag salimi ile iligkili olarak kontrol
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edilir. Camsi ve kaugugumsu aglarin her ikiside karakteristik sisme
kinetiklerine sahiptir. Sisme kontrolli ilag salim aparatlari bu prensip ile
olusturulur. llag baslangigda sisen jel icinde dagimis yada c¢dziinmis
durumdadir. Cozuclinin buharlastiriimasi ile igcinde dagilmis bir sekilde
biyolojik ajan bulunduran camsi polimerik matriks elde edilir. Bu sistem tipik

sisebilen kontrolli salim sistemidir [82].

DoD llag molekilil iceren
pBD) cams! polimer

Camsi-lkkaucudumsu fa=
arasindaki gegis

Sisen yuzey kavboluyor

Haugudumsu hidrojel

Sekil 2.9. Sisme kontrollii salim sisteminden ilag salimi D: ila¢ molekiilii

Sisme kontrolli  sistemlerin  salim mekanizmalari Fick vyasalari ile

aciklanabilmektedir.

2.3.2. Difuzyon davraniglari ve fick yasalari

Salim mekanizmalari genel olarak Fick diflizyon yasalari ile ele alinir. Cunku
ilag salimi, sisme olayi gibi temel olarak bir difizyon meselesidir. Genel
olarak, sistemlerin sisme davraniglar Fick tipi (difizyon kontrolli sisme) ve
Fick olmayan tip (relaksasyon kontrolli sisme) olarak siniflandirilir [13].

Baslangigta etken madde camsi polimer iginde dagiimis ve ¢dézinmus olarak
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bulunmaktadir. Ancak ¢ozlcu matrikse girince, camsi gegis sicakhgl deney
sicakhginin altina duger ve polimer siser. Polimer etken maddenin

difizyonuna izin verir [83].

Camsi bir polimer tabakasindan ¢ézlcu diflizyonuyla ayni anda fakat ters

yonde olusan etken madde salimi asagidaki esitlikle ifade edilir [68,84,85]:

M/M..=k.t" (2.1)

M;, t aninda serbestlesen etken madde miktarini; M., sonsuz zamanda
serbestlesen madde miktarini; k, ilag-polimer sisteminin yapisal ve geometrik
karekteristiklerini iceren kinetik sabit (salim hiz sabiti); t, serbestlesme
zamanini ve n etken madde serbestlesme mekanizmasini karakterize eden

ustel sayiyi gosterir.

Es. 2.1 camsi polimerlerden Fick yasasina uyan ve uymayan sistemler igin
difizyonla salim mekanizmalarinin birlestiriimis halidir. Es. 2.1 in tlrevi

alindiginda salim hizi agagidaki sekilde elde edilir.

dM;/ dt = A.n.Cq. k.t ™ (2.2)

Bu esitlikte A, o6rnegin serbestlesme ylzey alanini; Cy4, madde derisimini
gosterir. Cizelge 2.2 de n ustelinin alabilecegi degerler ve bunlarla iliskili

difizyon mekanizmalari gérulmektedir [86].

Kaugugumsu ya da camsi polimerlerdeki etkili gegis, sistemin sicakligina ve
termodinamik aktivitesine bagl olarak Fick, Fick olmayan (anormal), Durum Il
veya Super Durum Il gecisi olarak siniflandirilabilir. Molekul agirhigi, ¢capraz
baglanma derecesi, polimerin dallanma derecesi, ¢dzicunin termal
genlesme katsayisi gibi parametreler gecis mekanizmasini etkiler [85-87].

Polimer gsismesinin dinamigine bagli olarak su ve ilacin bagil hareketliligi Fick

ve Fick olmayan ila¢ gecisine neden olabilir.
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Cizelge 2.2. Difuzyon ile serbestlesme mekanizmasinin analizi

n degerleri
- Gecis mekanizmasi dMy/dt
Ince Film Silindir Kire
0,5 0,45 0,43 Fick diflizyonu t 0

Fick’e uymayan ]
0,5<n<1.0 | 0,45<n<0,89 | 0,43<n<0,85 t"
(anormal) diflizyon

0. derece

1,0 0,89 0,85 Durum I
salim

n>1,0 n>0,89 n>0,85 Siiper Durum Il t ™

Gevgeme hizi (Rgevseme) difuizyondan (Rgir), daha hizli ise ise Fick difizyonu
gozlenir. Bu hidrojelin kaugugumsu halde oldugu T4 sicakhginin Ustiinde
meydana gelir [43]. Yani Fick difizyonunda, su molekullerinin hareketliligi
polimer zincirlerinin gevseme hizindan daha yavastir. Ayrica diflizyon hizi
(Rqir), duzlemsel geometride suricu konsantrasyon hizinin devamli azalmasi
yuzunden surekli zaman ile azalir. Fick ve Fick olmayan difuzyon Sekil 2.10

da sematize edilmigtir:

Cad i)
Fick Mon - Fick
- "\\‘ —
= \ < \\_
-
- & - /o™
- -y
- ole =
- -
= - - s
- - -
-
- - - - |
- =. -
- - - T
Fdif =Rgevseme Rdif =Rgevseme
Fismig j=l - Su molelili

Sekil 2.10. Bir hidrojele su difiizyonunun sematik goésterimi
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Co6zlinme ortaminin (su, biyolojik sivi vb.) polimer matriks icine nufus
etmesiyle ¢ozucu igermeyen matriks sismeye baslar ve i¢ kisimda camsi dis
tarafda ise sisen kaugugumsu faz olmak tzere iki farkh faz meydana gelir.
Eger polimer ¢ézinme ortami ile termodinamik olarak dengede ise matriksin
camsi gegis sicakligi ortam sicakhiginin altina dager ve matriks kaugugumsu
duruma geger. Bu olay polimerik agin plastiklesmeden dolayi
makromolekuller hareketliligin 6nemli derecede artmasina ve hacim
bdylUmesine neden olur. Ara yuzeyin her iki tarafida bu sisme davranisi ile
karakterize edilir. Kaugugumsu bolgeden camsi bolgeyi ayiran bu yuzey
“sisme ara ylizeyi” olarak adlandirilir. ilag molekiilleri polimerin kaugugumsu
bolgesinden disari difizlenebilir. ila¢ salimi, sisme ara yiizeyinin pozisyonu

ve akis hizi ile kontrol edilir [13].

Fick olmayan difuzyon ile Durum |l difizyonu ise sirasiyla n Usteli degerleri
Cizelge 2.2 de verilmistir. Fick olmayan ve Durum Il gecisleri difuzyon ve
gevseme mekanizmalarinin arasindaki iliskinin gostergesidir. Gevseme,
kaugugumsu durumdan camsi duruma gegcisle iligkilidir. Gevseme
mekanizmasi sisme boyunca polimerde olusan gerilim sonucu olugur. Durum
Il gegisinde suyun hareket kabiliyeti, segmental relaksasyon hizindan daha
blayuktur. Relaksasyon sismis ve plastiklesmemis olan polimer arasinda
keskin bir sinirdadir ve bu da hiz belirleyen basamaktir. Durum |l gegisi

tamamen polimer yapinin gevsemesine baglidir ve zamanla dogru orantilidir

Es. 2.1 de acikga goruldugu gibi, n=1 ise ilacin salim hizi zamandan
bagdimsizdir. Bu durum sifirinci derece kinetige uygundur [43]. Birgok
uygulamada arzu edilen mekanizma n Ustelinin 1,0 oldugu sifirinci
dereceden serbestlesmedir [86]. ila¢c serbestlesmesini kontrol etmek icin
Durum |l difizyon mekanizmasini kullanan arastirmacilarin galigmalarinda,
ilac sismemis matrikste bulunmakta, sisme siniri ilerledikce ve polimer
sistikce ilag serbestlesme hizi artmaktadir. BoOylece ilag serbestlesmesi
matriksin sisme hizina uymakta, polimer yapi sifirnci dereceden

serbestlesme gostermektedir [87,88].
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Cizelge 2.2 de gorildagd gibi “Durum Il Difizyonu”, geometrik faktorler
nedeniyle kure ve silindirlerde gérilmez. Bu nedenle kure ve silindirlerde n=1

olmasi basit olarak Fick yasasina uymayan difizyonu ifade eder [84,86].

Super Durum |l gecislerinde, ¢ozicu ile polimerin temas etmesi durumunda
surlcu gug olan osmatik basingta ¢ok buyuk artiglar olmaktadir. Boylece
difizyon hizi zamanla Ustel bir bigimde artmaktadir [31,68,89].

2.4. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, canl hidcrelerde meydana gelen kimyasal tepkimeleri ilimli
kosullarda (fizyolojik pH ve sicaklik) kendileri herhangi bir degisiklige
ugramaksizin katalizleyen veya duzenleyen protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Organizmadaki organik molekullerin yapimi, yikimi, kas
hareketleri ve solunum gibi fizyolojik olaylar enzimlerin yardimiyla
yurutilmektedir. Bununla beraber yeterli kosullarin saglanmasi durumunda
etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlari digindaki pek
¢ok alanda yararlanabilme imkani saglamaktadir [90,91].

Enzimlerden gunlik hayatta yararlanma olgusu oldukca eskilere
dayanmaktadir. insanlar farkinda olmadan enzimleri; ekmek, peynir, bira,
sarap vb. maddelerin yapiminda kullanmiglar ayrica ilag olarak da

yararlanmiglardir.

Karmasik canli sistemlerinde c¢alisan enzimler, spesifiktirler, toksik etki
gOstermezler, suda c¢ozlnebilirler, ¢ok duslk derisimlerde bile substrat
reaksiyonlarini katalizleyebilirler ve yan Urin olusumuna neden olmadan
yuksek verim saglarlar. Enzimlerin bu Ozellikleri, onlarin biyokimyasal,

endustriyel ve analitik alanlarda uygulanmalarina yol agmistir [92].

Enzimlerin endUstriyel ve biyomedikal alanlardaki kullanimlarini agagidaki gibi

siralayabiliriz [93]:
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s Enzimler elektrokatalizér yani spesifik biosensoér olarak kullanilar.

% Spesifik metabolitlerin yeniden uretiminde ve bunlarin bilesiminin analitik
olarak olgulmesinde kullanilirlar.

« Kozmetikde ve koku iyilegtirmede kullanilirlar.

s (Gida sanayisinde tat ve aroma iyilestirmede kullanilirlar.

% Pestisit kalintilarinin zehrini gidermede kullanilirlar.

% Yiyecek ve sulardaki zararli kimyasal maddelerin seviyesini gdozlemede
kullantlirlar.

* Yem endustrisinde besinlerin sindirilebilirligini artirmak amaci ile cesitli
yem bilegenlerinin yikiminda kullanilirlar.

% Enzim yenileme terapilerinde kullanilirlar.

s Kanser tedavisinde kullanilirlar.

« Dental uygulamalarda kullanilrlar.

Birgok avantaja sahip olmalarina karsin endustriyel uygulamalarda enzim
kullanimlari  sinirhdir.  Enzim  kullanimlarini  sinirlayan etkenleri  soyle

siralayabiliriz:

s Enzim izolasyonu ve saflastirimasi ¢ok pahalidir. ClUnkU enzimlerin
zarar gormeden hucrelerden ayrilmasi igin 6zel ayirma yontemleri gerekir.

s Enzimlerin pek ¢ogu canli organizma disinda kararsizdirlar.

s Cogu enzimlerin kaynadi bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi
canli hucrelerdir. Fakat enzim izolasyonunda bakteriler, mantarlar ve kufler
gibi mikrobiyal kaynaklar, bitkisel ve hayvansal kaynaklara tercih edilirler.
CunkU mikroorganizmalar mevsimlere bagli olmaksizin gelisirler.

s Enzimlerin ¢ogunun c¢ozelti seklinde kullanilmasi proses sonunda
enzimin geri kazaniimasini zorlastirir bu da maliyeti artirir.

s Serbest enzimlerle gerceklestirlen endustriyel uygulamalarda
tepkimelerin durdurulmasi ortama spesifik inhibitdr katilmasiyla olur. Bu da

tepkime Urunlerine yeni bir kirlilik unsuru katmis olur.
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Bu nedenlerden dolayi enzimlerin bir kez kullanimi yerine immobilize edilerek
tekrarlanabilir kullanimlara girmeleri ve termal kararliliklarinin saglanmasi
ekonomik agidan buyuk dnem tasimaktadir [94,95]. Enzim immobilizasyonu,
katalitik proseslerde enzim molekullerinin katalitik aktifligini koruyarak tekrar
ve surekli kullanimini saglamak amaciyla bir destek maddesine fiziksel ve

kimyasal tutulmasi olarak tanimlanabilir [14].

Enzim immobilizasyonunda genellikle sentetik kimyasal maddeler ve sentetik
makro molekuller destek materyali olarak kullaniimaktadir. Destek
materyalinde hidroksil, karboksil ve amino gruplan gibi aktif gruplar
bulunmaktadir. Enzimlerin immobilizasyonu sirasinda bu gruplar korunmali
ve enzim aktifligini yitirmemelidir. Bununla birlikte, destek igin kullanilan
kimyasallar, bazi durumlarda enzimleri kismen veya tamamen calisamaz
hale getirebilir. Enzim immobilizasyonun da kullanilan gesitli sentetik
malzemelere AAm ve akrilat esash polimerler, polipeptitler; dogal
malzemelere ise agaroz, dekstran, selliloz, kollajen, cam verilebilir [96].

Enzimlerin immobilize edilmelerinin  en onemli avantajlari asagida

Ozetlenmigtir [97-99]:

< iImmobilize enzimin kararliigi ylksektir, sirekli yada tekrarlanabilir
kullanimi mUmkaduar, enzim Urlnlerden kolayca ayrilabilir.

% immobilize enzimler 1si, pH ve organik reaktiflere karsi daha
dayaniklidirlar.

< Immobilize enzimler substrat ve Uriiniin inhibisyonuna karsi koyarlar ve
enzimin aktifligini uzun sure korumasini saglarlar.

% Immobilize enzim sistemlerinin kimyasal ve fiziksel dzellikleri secimli
olarak degistirilebilir. Cesitli diUzenek ve proseslere uygulanabilir.

% Membrana bagh enzimler invivo dogal sistemleri icin model olarak
secilebilir.

« Tepkime suresi kisalir ve cok basamakli tepkimelere uygunlugu artar.
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% Immobilize enzimlerin ézellikleri, hem enzim hem de tasiyici materyalin
Ozelliklerine baglidir. Bu ikisi ile immobilize enzim kimyasal, biyokimyasal,

mekanik ve kinetik ozellikler kazanir.

Enzimlerin immobilizasyonunun bu avantajlara ragmen asagida sayilan bazi

dezavantajlari da mevcuttur [100]:

% immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.
s Cok basamakl immobilizasyon iglemlerinde enzim kararlihdi sinirhdir.

% Enzim tagiyicilarinin maliyeti yuksektir.
2.4.1. Enzim immobilizasyon yontemleri
immobilize enzim sistemleri genellikle baglanma yontemlerine gére Sekil

2.11 de siniflandirnimaktadir [101]. Bu yontemlerin bazilarinin sematik

gOsterimi Sekil 2.12 de sunulmustur.

Immobilizasyon Yéantemler
|

l }

Kimyasal ¥ dntem Fiziksel Yantem
— [ oyvalent Badlanma - Adsorpsiyon ile
el _apraz Badlanma » Hapsetme ile

" Mikrokepsil

L Kafes Tipi

Sekil 2.11. immobilizasyon ydntemleri

Sunulan g¢alismada lipaz enziminin Uretilen hidrojellere adsorbsiyon, kovalent
baglanma ve hapsetme yoluyla immobilizasyonu g¢alisildigindan, bu

yontemler asagidaki bagliklarda ayrica anlatiimigtir.
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Sekil 2.12. immobilizasyon yéntemlerinin bazilarinin sematik gésterimi

Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Bu
yontem, suda ¢ozinmeyen kati matriksin (adsorbans) enzim c¢ozeltisi ile
karigtirlmasi ve enzimin asirisinin yikanarak uzaklastirilmasi temeline
dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler;
hidrojen baglari, Van der Walls kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir [102].

Kovalent baglanma yoluyla immobilizasyon

Kovalent baglanma, genellikle enzim yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin
bilindigi durumlarda kullanilir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri,
aktif ucunun yapisi, pH, sicaklik ve organik ¢ozuculer gibi faktorlerden dolayi

sinirli sayida yontem kullanilabilir.

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gergeklesir. Birinci

basamak destek maddesinin aktiflestrilmesi, ikinci basmak enzimin kovalent
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baglanmasi seklindedir. Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino gibi
fonksiyonel gruplar tasimalidir. Bu fonsiyonel gruplarin yapisina bagli olarak
epiklor hidrin, karbodiimit (CDI), gibi gesitli aktifleyici maddeler kullanilabilir.

ilgili sematik gdsterim Sekil 2.13 de sunulmustur.

A= “ ':'C |-—-:

F — ) i / __1 i } -

:; - Aldiflestirme /I|__$ Enzim l:

A . Az . o

AR T |
Aldiflesmis Enzim badl

Destek destek destek

Sekil 2.13. Aktiflesme yoluyla kovalent bagli immobilize enzim Uretimi

Kovalent baglanma yonteminin en buyuk avantaji, baglari ¢cok kuvvetli olmasi,
boylece her turlu akis ortaminda kullanilabilirligidir. Enzim destek materyali
uzerinde yer aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim molekullu ve
destek materyali birlikte genellikle 1sil kararliik gosterirler. Yéntemin
dezavantaji; destek materyali ile enzim arasinda siki etkilesim enzimin dogal

konformasyonunu bozmasidir [103].

Hapsetme ile immobilizasyon

Bu metot polimerik matriks yapisinda veya yari gegirgen membranlarda
enzimin hapsedilmesine dayanir. Polimerik matriks yapisinin, substrat ve
ariinun difizyonuna izin verirken enzimin difizyonunu engellemesi igin yeterl
derecede siki olmasi gerekir. Bu yontem her c¢esit enzimi, diger
biyokatalizorleri, buatin hucreleri veya farkli c¢aptaki mikroorganizmalari

hapsetmek igin kullanilabilir [104].

Bu yontemi, kovalent baglama ve c¢apraz baglama ile immobilizasyondan

ayrilan en onemli Ozellik enzim molekulunun fiziksel ve kimyasal olarak
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herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir. Hapsetme yontemi

mikrokapsul ve kafes tipi olmak Uzere iki gruba ayrilir.

Yuksek derecede c¢apraz bagh bir polimerin enzim c¢dzeltisi i¢inde
olusturulmasi yoluyla immobilizasyon turu “kafes tluri hapsetme” olarak
adlandiriir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N'-metilenbisakrilamid ile
¢apraz baglanmig PAAm dir. Polimerlesme sonucu enzim molekulleri ¢apraz
baglari arasinda tutuklanmakta ve bodylece c¢ozeltiye gegmeleri
engellenmektedir. Kafes tipi immobilizasyonda; capraz ba§ yuzdesi oyle
ayarlanmalidir ki, enzim molekudlleri tutuklanabilsin ama substrat
molekullerinin enzim molekullerine ulasmasina engel olmasin. Capraz bag
yuzdesinin asiri olmasi substratin enzim aktif merkezlerine ulagsmasini
engellemekle kalmayip enzimin zincir yapisini da zorlayip aktivite kaybina
neden olabilir. Bu oran enzime ve tasiyiciya bagli olarak degigir. Bu
yontemle immobilize edilecek enzimin substratinin kiigik molekdlli olmasi

gerekir.

Bu yontemin avantajlarini soyle siralayabiliriz:

% Cok kolay kullanilabiliyor olmasi.

s Gergek bir fiziksel ydontem olmasi.

% Cok az miktar enzim ile gergeklesmesi.

% Capraz bag olusumunda kullanilan gama ve UV isinlari enzim yapisini
ve aktifligini kimyasal islemlerden daha az etkilemesi.

s Ortamdaki c¢apraz badlayici ve monomer derisimini degistirmek
suretiyle farkli blyuklikte gdézenek igeren polimerik kafes Uretebilmesi.

% Polimerlesmenin genelde hem kolay hem de hizh bir sekilde

gerceklesmesidir [105].

Yontemin dezavantajlari ise; immobilizasyon igleminde, jel olusumu

sirasinda yuruyebilecek kimyasal olaylarin ve reaksiyon sicakliginin enzimi



38

inaktif hale getirmesi olasiliginin bulunmasidir. Ayrica ¢apraz bagh polimerin

ag orgusunden enzimin sizma ihtimali de vardir.

2.5. Calismada Kullanilan Temel Kimyasal Maddeler

2.5.1. AAm

Renksiz ve kokusuz bir madde olan AAm, oda sicakliginda kristal yapidadir.
Su, metanol, etanol, dimetil eter ve aseton icerisinde ¢o6zinebilirken
benzende ve heptanda ¢oziunmez. Monomeri erime noktasinda veya UV 15101
altinda aninda polimerlesir. Kati AAm oda sicakliginda kararli haldeyken,
eridiginde veya yulkseltgen ajanlarla etkilestirildiginde siddetle polimerlesir.
Ayrigstirmak icin 1sitildigi zaman, zehirli bir gaz, keskin bir duman ve cesitli
NO gazlari yayar. Eger yuksek sicakliklara kadar isitilirsa patlayabilir [106].
Akrilonitrilin sulfarik asitle tepkimesinden elde edilen AAm in kimyasal yapisi

ve bazi 6zellikleri Cizelge 2.3 de sunulmustur.

Cizelge 2.3. AAm in kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

Kimyasal yapisi 1
CH,=CH — C — NH,

Molekul agirligi (g/mol) 71,1

Erime noktasi (°C) 85,0

Yogunluk (g/mL) (25°C) 1,13

Normal kaynama noktasi (°C) 125,0

Sudaki ¢ézunurlagu (g/100mL) 216,0

AAm, banyo Uretiminde, yapistiricilarda, kagdit ve tekstil sanayisinde atik
aritma iglemlerinde, cevher islemede, cesitli reaksiyonlarda ¢capraz baglayici
olarak kullanilir [107]. Cesitli polimerlerin modifikasyonlarinda asi kopolimer
olarak yer almaktadir [108,109]. Ayrica kontrollu ilag salim sistemlerinde ¢ok

genis bir uygulama alanina sahiptir [110].
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2.5.2. AA

AA, oda sicakhiginda renksiz ve kokulu bir sividir. Su ve birgok organik
¢ozlcu ile kangabilir. AA ticari acidan iki sinifta incelenir: esterlesme
reaksiyonlari i¢in olan teknik sinif (%94 IGk) ve suda ¢6zinen regine Uretimi
icin olan derigik sinif (kutlece %98,0-99,5 ve kutlece maksimum %0,3 U su)
tir. AA 1siya, 1s1ga veya metallerle maruz birakildiginda c¢ok kolay
polimerlesir. Bu ylzden kuvvetli bir ekzotermik polimerlesmeden korunmak
igin ticari AA igerisine polimerlesme inhibitoru eklenir [111]. AA nin kimyasal

yapisi ve bazi ozellikleri Cizelge 2.4 de sunulmustur.

Cizelge 2.4. AA nin kimyasal yapisi ve bazi dzellikleri

O

Kimyasal yapisi

CH,=CH—C—OH
Molekul katlesi (g/mol) 72,0
Donma noktasi (°C) 13,5
Yogunluk (g/mL) 1,045 (25,0 °C)
Normal kaynama noktasi (°C) 141,0
Refraktif indeksi 1,4185 (25,0 °C)
Kinematik viskozitesi (cks) 1,1 (25,0°C)

Kolayca polimerlesmesi ve hidrofilik 6zelliklerinden dolay pek ¢ok uygulama
alanina sahiptir. AA nin kullanim alanlarina; tekstil materyallerinin modifiye
edilmesinde, plastiklerde, kagit imalatinda, dis cephe boyalarinda, zemin
cilalarinda, zemin ve duvar kaplamalarinda, otomobil, arag-gere¢ ve mobilya
verniklemede, eczacilikta kontrolli ila¢g salim sistemlerindeki gibi ornekler

verilebilir.

PAA in hiyoluronikasit sodyum tuzundan duretilen hidrojeller, bioadhesive
olarak hem mukozaya yapisan hem de viskozite arttirma 6zelligine sahiptir

[112,113]. Vajinal lezyonlarin tedavisi amaciyla PAA, metilseliloz ,karboksi
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metilsellloz, hidroksi propil seltloz ve hidroksipropil metil seltloz kullanilarak

asiklovir iceren bioadhesive tabletler hazirlanmistir.

2.5.3. PVA

PVA, hidrofilik, suda ¢6zunebilen, biyobozunur, toksik etki gostermeyen,
biyouyumlu, film, tip ve lif olarak sekillendirilebilen, beyazimsi sert bir
polimerdir [114]. PVA nin poli(vinil asetat) in etil yada metil alkol ile
sabunlagsmasi yoluyla elde edildigi ilk defa Herman ve Haehnel tafindan

belirtilmistir [115,116]. PVA nin kimyasal yapisi $ekil 2.14 de sunulmustur.

—[CH2 — CH ]h—
OH

Sekil 2.14. PVA nin kimyasal yapisi

PVA, hidrokarbon c¢ozuculere oldukga dayaniklidir. Zincirinde hidrofilik OH
grubu bulundugu icin suyun ve sulu ¢ozeltilerin etkisi bayuktar. Bu ylzden
PVA suda ¢ozunebilen ve su ile tamamen karisan c¢ozlculerde nispeten
¢ozlnebilen bir polimerdir. Su ile karismayan c¢ozlcullere ise oldukca

direnclidir. Hidrokarbon ¢ozuculerden ve yagdan etkilenmez.

PVA, tamamen suda ¢dzunebildidi icin bazi stspansiyon ve emdulsiyonlarda
inceltici olarak kullanilabilir. Genellikle sekilsiz (amorf) olmasina ragmen yari-
kristalin film halinde gekilebilir. Bununla birlikte kristal halinin erime noktasi

termal bozunma sicakliginin Gzerindedir [117].

PVA nin sulu karigimlarda karalihgi dusuk oldugu i¢in dehidrasyona ugrama
olasiligi yuksektir. Bu yuzden kararlihgl capraz baglama reaksiyonu ile
kimyasal yapisi modifiye edilerek gelistirilebilir [118]. Farmasotik ve medikal
alandaki uygulamalarda kullanilan PVA nin ya fiziksel yada kimyasal olarak

capraz baglanmasi gerekir. PVA membranlar, metanol, asetik asit yada
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sulfirik asit varliginda iki fonksiyonel grup igeren gluteraldehit ile kimyasal

olarak ¢gapraz baglanir [119-122].

PVA nin vicuda alinmasinin etkileri F.D.A. tarafindan (U.S. Food Drud
Administration) henldz aydinlatimamis olmasina ragmen fazla toksit bir

madde olmadigi gorulmektedir.

PVA filmlerinin su buhari ve nem gecirebilme 6zellikleri hakkinda ¢alismalar
yapiimaktadir. Bu bilgiler yapay bobrek dializlerinin gelistiriimis zarlarinin
daha da geligtirimesine yardimci olmaktadir. PVA nin en ¢ok dretildigi yer
olan Japonya’da, baslica sentetik lif ve filmlerinin imalinde baslangi¢c maddesi
olarak kullanilir. Bir homopolimer ve kopolimer olarak sucuk ve sosis

bagirsaklarinin hazirlanmasinda kullanilir.

PVA yaygin olarak fitik tedavilerinde, kalp-damar ve plastik cerrahide “lvalon”
ismi ile kullaniimaktadir. PVA-heparin hidrojelleri hemodiyaliz membran
olarak kullanilirlar. PVA/PAA nin ise yapay kas, sensor, kemomekanik

sistemler ve ila¢ salim sistemlerinde kullanim alanlari mevcuttur [66].

2.54. Lipaz

Yaglarin hidrolizini saglayan lipaz, karboksilik ester hidrolazlar sinifindan bir
enzimdir. Yag asitlerinin gliserol veya bagka alkollerle yapmis oldugu ester
baglarini hidrolize ederler [123,124]. Lipazin etki sekli spesifiktir. Tri, di ve
monogliseridleri hidrolizlerler. Hidroliz etme hizlari; asagidaki sekilde

gOsterilmektedir:

trigliserid>1,2-digliserid>1,3-digliserid>1-monogliserid>2monogliserid

>gliserol.

Etkin oldugu hidroliz reaksiyonu genel olarak $ekil 2.15 de verilmektedir
[125].
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Hz0 Digliseric H:0O Monogliserid H.O Glisern
Trigliserid + + +
Lipaz Wag Asiti Lipaz vag Asiti Lipaz Yag Asii

Sekil 2.15. Lipazin etkiledigi hidroliz reaksiyonu

Lipazlar; hayvansal, bitkisel ve mikrobiyolojik kaynaklardan elde edilebilirler.
Memelilerde Lipaz pankreas tarafindan sentezlenir. Bitkisel lipazlar; hint yag,
gene otu gibi bitkilerin yagh tohumlarinda bulunur. Mikroorganizma kaynakli

lipazlar ise bakteri, maya ve mantarlardan elde edilebilir.

Lipaz, suda ¢b6zunen bir enzim olup yaglarin ancak yuUzeyine tesir eder.
Emulsifiye olmus uzun zincirli trigliseridler Gzerinde aktiflik gOsterirler. Lipazin
aktivitesi icin pH 6nemlidir. Cok yUksek sicaklik, pH degerlerine ve organik
¢ozlculere karsi ylksek kararlihda sahiptir. pH=9,0 da kararli, pH<4,0
oldugunda ise parcalanabilir. Optimumu pH=8,0 olarak belirtilmistir. Lipazin
maksimum aktivite gosterdigi sicaklik arahgi ise 30,0—40,0 °C’dir. Hayvanlar
ve bitkilerden elde edilen lipazlar, genellikle mikrobiyal kaynakl lipazlara gore

daha az termal kararlilhk gosterir [125].

Gida endustrisinde lipaz genellikle katki maddesi Uretiminde ve yapi
iyilestirmede kullanilmaktadir. Ornegdin mesrubat berraklastirilmasi, bira
uretimi, dusuk laktozlu sut Uretimi, ekmek Uretimi gibi kullanim vyerleri
mevcuttur. Lipaz; peynirin tadini artirmada, olgunlastirimasinda ve 6zel
peynir cegitlerinin Uretiminde kullaniimaktadir. Farkh kaynaklardan elde
edilen lipazlarin her biri de peynire farkl karakteristik bir tat verir [126]. Ayrica
lipaz, a-amilaz ve pentonaz ile karistinldiginda ekmegin raf dmrini 2 gun

uzatirken, ekmek icinin sertligini de azaltir.

Lipaz ayrica deri endustrisinde gevresel olarak uygun olmayan ve yluzey aktif

maddeler iceren ¢dzucullere alternatif olarak kullanilir. Derinin su gegirmeme
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Ozelligini azaltan gres yaginin ayrilmasini saglar. Derideki bu enzimatik
iyilesme araba camlarinin ve diger i¢ yuzeylerin sislenmesini azaltir. Clinku
sislenmeye araba icindeki deriden vyayillan ve buharlasabilen organik

bilesikler ve kimyasallar neden olmaktadir [127].

Lipazlarin deterjan endustrisinde en onemli uygulama alani ev, sanayide
camasir ve bulasik yilkama deterjanlarina katilmalaridir. Her sene tahmini
olarak uretilen yaklagik 13 milyar ton deterjana 1000 ton lipaz katilmaktadir.
Deterjana suyun eklenmesi ile birlikte deterjandaki lipaz, amilaz, seltulaz ve
proteaz enzimleri deterjandaki kimyasal baglarin pargalanmasina katalizorlik
yaparlar [128-130].

Kagit endustrisinde; uretilen kagit hamurundan, trigliseridler ve balmumu
olarak adlandirilan agacin hidrofobik bilesenlerini ayirmak igin de lipaz
kullanilir [129]. ParfUmlerin ana igerigini olusturan surfaktanlar ve aroma
uretimindeki aktiviteleri nedeniyle kozmetik ve parfum endustrisinde de
kullaniimaktadirlar [128].

Lipazlar; sindirim bozukluklarina iligkin ilaglarda etken madde olarak, atik

sularin aritilmasinda ve kirli borularin temizlenmesinde de kullanilirlar [125].
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DENEYSEL CALISMA

Bu bolimde yurutllen deneysel ¢alismalar ayrintilari ile alt basliklar halinde

anlatiimigtir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

AAm, (Aldrich)

AA, (Aldrich)

PVA, (Aldrich) (72 000 g/mol)
EGDMA, (Aldrich)

Na,S,0s, (Merck)
(NH,)2S20g, (Merck)

Borik asit, (Merck)

Fosforik asit, (Merck)
NaH,PO,.2H,0, (Merck)
NaOH, (Merck)

Lipaz, (Fluka, Lipase from Candida Rugosa )
CDl, (Merck)

Zeytinyag, (Kristal riviera)
Arap zamki, (Aldrich)

Etav, (Ultralab U_120)

Terazi, (Scaltec)

Termostatli ve galkalayicili su banyosu, (Memmert)
Manyetik karistirici, (Simsek laborteknik)

pH metre, (Cyberscan 500)

UV/Visible spektrofotometre, (UNICAM UV2 — 100)
Sputter coater, (Polaron SC502)

Scanning electron microscope, (SEM) (Jeol, JSM-6060LV)
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3.2. Hidrojellerin Hazirlanmasi

Cizelge 3.1 de sunulan oranlarda AA-AAm-PVA igceren yari-IPN tipi hidrojeller
radikalik  polimerlestirme yoluyla hazirlandi  [68,131,132].  Hidrojel
hazirlamadaki ilk basamakta her jelde sabit miktarda kullanilan PVA dan 0,3
g tartilarak yeterli miktarda su iginde isitilarak ¢ozuldu. Elde edilen g¢ozeltiye
degdisik miktarlarda AA ve AAm monomerleri katildi. Capraz baglayici olarak
her karisima 0,01 mL EGDMA ve 0,05 g/0,05 g (NH,4),S,0s/Na,S,05 redoks
baslatici ¢ifti ilave edilerek karisim hizlica tlplere aktarildi. 24 saat oda
sartlarinda beklendikten sonra tepkime sonunda silindir bloklar seklinde elde
hidrojeller cam tupler kirilarak disari ¢ikarildi, 0,5 cm kalinliginda diskler
halinde kesilerek sabit tartima gelinceye kadar dnce havada, daha sonra
37,0 °C de etlivde 48 saat kurutuldu [133].

Cizelge 3.1 Hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan maddelerin miktarlari

Bilesen
PVA(g) | AA/AAm (mol/mol) Yorum
Hidrojel

P(AA-ko-AAm) - 3/3 Kirllgan
P(AA-ko-AAm)-2/PVA 0,3 4/2 Jellesme olmadi

PAA/PVA 0,3 5/- Saglam
P(AA-ko-AAm)-4/PVA 0,3 2/4 Jellesme olmadi

PAAM/PVA 0,3 -5 Saglam

P(AA-ko-AAm)/PVA 0,3 3/3 Saglam

PAA - 6/- Saglam

PAAmM - -/6 Saglam

3.3. Hidrojellerin Jellegsme Yiizdelerinin Gravimetrik Olarak Tayini

Bolum 3.2 de belirtilen sekilde hazirlanan hidrojeller sabit tartima gelene
kadar etlvde kurutulup ilk tartimlari alindiktan sonra (mp), 30,0 mL saf su

icine konularak ve su banyosu surekli tazelenerek 48 saat boyunca oda
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sicakliginda bekletildi. Bu sure sonunda sudan c¢ikarilan hidrojeller tekrar
sabit tartima gelene kadar kurutuldu ve tartildi (m). Her bir hidrojelin jellesme
yuzdeleri Es. 3.1 kullanilarak hesaplandi [134]. Deneyler Uger Ornek ile

tekrarlandi.

m

% Jellegme= x 100 (3.1]

Mg

3.4. Hidrojellerin Sisme Davraniglari

Bu bolumde hidrojellerin  zaman, sicakllk ve pH ya kargi sisme
davraniglarinin incelenmesi anlatildi. Tum deneyler jellesmeye girmeyen

bilesenlerinden yikanarak arindirilmis Gger drnek tUzerinden yarataldd.

3.4.1. Hidrojellerin sigme degerlerinin zamanla degisiminin incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi 37,0 °C de 24 saat sureyle
incelendi. Etlvde kurutulup sabit tartima getirilen disk seklindeki kuru
hidrojeller ilk tartimlari alindiktan sonra (wp), 30,0 mL Britton-Robinson (BR)
tamponu (Bkz. Ek-1) (pH=7,4) iceren agzi kapali siselere konuldu. Belirli
zaman araliklarinda ortamdan alinan hidrojeller, yuzeyleri hafif bir sekilde
kagitla kurulanarak tartildi (w) ve tekrar sisme ortamina konuldu. Bu isleme
hidrojeller denge sisme degerine ulagincaya kadar devam edildi ve disklerin
kutlelerindeki degisimler kaydedildi. Her bir hidrojelin yuzde sisme (% S)
degeri Es. 3.2 kullanilarak hesaplandi [28,135].

WA WA
9% 5= ——— x 100 (3.23
W
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3.4.2. Hidrojellerin sisme  degerlerinin  sicaklikla  degigiminin
incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin sicaklikla degisimi pH=7,4 de denge sisme
suresi olan 24 saat boyunca incelendi. Etivde kurutulup sabit tartima
getirilen disk seklindeki kuru hidrojeller tartildiktan sonra (wp), 30,0 mL BR
tampon c¢ozeltisi iceren agzi kapali siselere konuldu. +4,0 °C ve 20,0 °C -
60,0 °C sicakliklar arasinda 10 ar derece farkh sicakliklardaki tampon
ortamlarinda 24 er saat bekletildikten sonra c¢ikarilan jeller Gzerlerindeki fazla
su kurulanarak tartildi (w). Hidrojellerin % S degerleri Es. 3.2 kullanilarak
hesaplandi [136].

3.4.3. Hidrojellerin sigme degerlerinin pH ile degisiminin incelenmesi

Hidrojellerin sisme dederlerinin pH ile degisimi 37,0 °C de 24 saat slreyle
incelendi. Etlvde kurutulup sabit tartima getirilmis olan disk seklindeki
hidrojeller tartilarak (wp) 30,0 ar mL pH=2,0; pH=4,0; pH=6,0; pH=8,0;
pH=10,0; pH=12,0 BR tampon c¢ozeltilerine konuldu. 37,0 °C sicaklkta 24
saat bekletildikten sonra ortamdan cikarildi, kurulandi ve tartildi (w).

Hidrojellerin % S degerleri Es. 3.2 kullanilarak hesaplandi [4].

3.5. Lipaz immobilize Edilmis Hidrojel Uretimi

Sunulan calismada lipaz igeren hidrojelin vicudun yagh bolgelerindeki
etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bu nedenle lipaz immobilizasyonu pH=7,4
de sigsme verileri tatminkar olan, dayanikli, kararli, ¢ bilesenli ve de yari-IPN
tipi hidrojel tanimina uyan P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojeli i¢in Gg¢ farkli yontemle
gerceklestirildi.

ik olarak, P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojeli 24 saat 25,0 mL pH=6,9 fosfat
tamponunda sisirildi ve bu ortamdan alinarak % 1,0 lik (1,0 g lipaz/100,0 mL
pH=6,9 fosfat tampon ¢odzeltisi) (Bkz. Ek-2) 20,0 mL lipaz ¢dzeltisine birakildi
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[137]. 2 saat 25,0 °C de oda kosullarinda bekletildikten sonra +4,0 °C de 24
saat daha bekletildi. Daha sonra ¢ozeltiden ¢ikarilan hidrojel oda sicakliginda

kurumaya birakildi.

ikinci olarak, P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinin CDI ile aktiflestiriimesi saglandi
[95,137,138]. Once hidrojel ornek 24 saat 25,0 mL pH=6,9 fosfat
tamponunda sisirildi ve 20,0 mL CDI ¢ézeltisine (1,0 g CDI/100,0 mL pH=6,9
fosfat tampon ¢ozeltisi) birakildi. 25,0 °C de 4 saat boyunca ¢alkalamali su
banyosunda daha sonra ise bir gece boyunca oda sartlarinda bekletildi. CDI
¢cozeltisinden alinan hidrojel ornekler 2 kez pH=6,9 fosfat tamponunda
yikandi. Boylece tepkimeye girmeyen karboksiller uzaklastirildi. CDI ile
aktiflestirilmis olan hidrojel érnekler % 1,0 lik (1,0 g lipaz/100,0 mL pH=6,9
fosfat tampon c¢ozeltisi) 20,0 mL lipaz ¢dzeltisine konuldu ve 2 saat oda
kosullarinda bekletildikten sonra +4,0 °C de 24 saat daha bekletildi. Daha

sonra ¢Ozeltiden cikarilan 6rnekler oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Uglincli olarak, 1,0 g lipaz P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinin Uretimi sirasinda
dogrudan tupe konuldu ve 24 saat oda sartlarinda beklendikten sonra cam
tupler kirilarak silindir bloklar seklinde lipaz tutuklu hidrojeller digari ¢ikarildi.
0,5 cm kalinliginda diskler halinde kesilip sabit tartima gelinceye kadar oda
kosullarinda kurutuldu. Jel disk bagina ortalama 72,0 mg lipaz tutuklandigi
hesaplandi [139].

3.6. immobilize Hidrojellerden Lipaz Saliminin Takibi

Salinan lipaz derisimini tayin etmek igin Once lipazin fosfat tampon
¢ozeltisinin (pH=7,4; 1250,0 ug/mL) (Bkz. Ek-3) 190,0-800,0 nm arasinda
UV-spektrofotometresi ile tam spektrumu alindi ve Sekil 3.1. de sunuldu.
Maksimum absorbans A,x=206,0 nm de gozlendi. Daha sonra farkl
derisimlerdeki hazirlanan lipaz c¢ozeltilerinin A,=206,0 nm  deki

absorbanslari dlgulerek elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 3.2 de sunuldu.
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Sekil 3.1. 1250,0 pg/mL lipaz ¢ozeltisinin 190,0-800,0 nm arasindaki tam
spektrumu (pH=7,4)
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Sekil 3.2. Lipazin kalibrasyon dogrusu (Ama=206,0 nm, pH=7,4)
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Her UG¢ yontemle de lipaz immobilize edilmis P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojel
ornekler 37,0 °C deki 60,0 mL pH=7,4 fosfat tampon ¢ozeltisine birakildi.
Surekli calkalanan ortamdan birer saat arayla 48 saat boyunca ornekler
alinarak UV spektrofotometresinde A,.=206,0 nm de absorbanslari okundu

ve bu sekilde lipaz salimi takip edildi.

3.7. Lipaz Tutuklu P(AA-ko-AAm)/PVA Hidrojelinin Aktivasyon Tayini

200,0 mL zeytinyagi icine 0,5 cm’lik disk seklindeki lipaz tutuklu hidrojel
konuldu. 1 saat sonra yagdan alinan 9,0 mL numune 15,0 mL %12,0 lik
(m/V) arabik gum c¢ozeltisiyle mekanik karigtirici yardimiyla karistinlldi ve
emulsiyon olusmasi saglandi. Olusan emdulsiyon 0,01M NaOH c¢ozeltisiyle
titre edildi ve harcanan baz miktarindan ortamdaki serbest yag asitleri
derisimi hesaplandi. Bu iglem cesitli zamanlarda tekrarlanarak lipazin yag
molekullerine etkisi takip edildi. Kontrol olarak jel disk igermeyen

zeytinyagina da ayni iglemler uygulandi [140,141].

3.8. Hidrojellerin SEM (Scanning Electron Microscope) incelemeleri

AA-AAmM-PVA igceren yari-IPN tipi hidrojellerinin kuru ve sismis hallerinin
morfolojik Ozellikleri, SEM ile c¢ekilen ylzey ve kesit fotograflarindan
belirlendi. Sismis hidrojellerin gdzenek yapisinin gozlenebilmesi igin érnekler
once —20 °C deki bir derin dondurucuda 24 saat bekletildi ve daha sonra — 85
°C daki bir freeze-dryer da (Christ-Alfa 2-4 Model) 1 hafta tutuldu. Tum
ornekler ylUzeylerinin iletken hale getirilmesi icin 200 A° kalinliginda altin ile

kaplandi ve SEM incelemeleri gergeklestirildi.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE YORUM

Bu bdlimde deneysel kisimda agiklanan yontemlerin uygulamalarindan elde

edilen sonuglar yorumlari ile beraber alt bagliklar halinde sunulmustur.
4.1. Hidrojel Olugsumu
Uretilen hidrojellere ait olasi bir tepkime Sekil 4.1 de sunulmustur. Bu

tepkimede AAm ve AA in, (NH4)2S:08/Na,S,05 baslaticilari ve EGDMA

capraz baglayicisi egliginde kopolimerlestigi onerilmektedir [142].

HzC = CH HzC = CH CHz
cl:zo -+ t|:=o —+ CHz“:fl:
c!nH r~|4H; :|:=o

AA AAmM (lj
(NH4)2520s N8:S:0s CHaz
5
R (|3=O
CH;=(|3
CH- |
| CHz
i CC G R R R C =
COOH C=0 C=0
cln I!leg
.
llC:H;_
5
Lo
——H2C —HC —]—EH;C—Ll_i —3 HC—HC —+—
tlzocuH t|:H3 (|:=g
Il*dH;

Sekil 4.1. AAm ve AA ya ait kopolimerlesme tepkimesi
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PVA nin yari-IPN tipi hidrojelde misafir polimer olarak yer aldigi distntlen
orneklerimizde, PVA ile evsahibi kopolimer ag yapi arasinda olasi H-baglari
da s6z konusu olabilir [133,143]. Bu duruma ait dnerilen tepkime Sekil 4.2 de

sunulmustur.

—[—H:C—Hﬂf‘]—[—HzC—? ']_f—H:C—Hf-IT_]_ PVA

O O H O
4 7 -
i Lo NN
Molekiller arasi —w> OH ) \
O=C CHs =0 “Molekilller aras

I | |
—f H,C—HC —H—H;c—<|: -~ HC—H:C 4+

C=0
|
O
|
CH;
|
?Hz
O
|
T
——H;C —Hi = HC —t|3 -t HC—H( =3
. ) ) Moloki
Molekulleraram\ | =0) CH- ‘J%_g\ clekiller arasi
q
SN N
I H .\‘
Ao :
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| I |
~+-HL—HC T H:C~C +— HC—HC = T 7A

Sekil 4.2. PVA ile P(AA-ko-AAm) kopolimeri arasinda olustugu varsayilan
H-baglari
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4.2. Hidrojellerin Jellesme Yuzdeleri

Hidrojellerin jellesme yuzdeleri Bolum 3.3 de anlatildigi sekilde incelenmis ve
sonuglar Cizelge 4.1 de verilmigtir. En yUksek jellesme ylzdesi PAA/PVA
hidrojelinde, en dusuk jellesme yluzdesi ise PAAmM/PVA hidrojelinde
g6zlenmigtir. Bunun nedeni EGDMA ¢apraz baglayicisinin AA igin ¢ok uygun
olmasi ve PAA hidrojelini kolaylikla olusturabilmesidir. Gergekte de PAA
hidrojelinin olusmasinin digerlerine goére ¢ok daha hizli oldugu gdézlenmistir.
Benzer sekilde P(AA-ko-AAm) hidrojelinin jellesme yuzdesi oldukca yuksek
bulunmustur. Ote yandan P(AA-ko-AAm)/PVA ve P(AA-ko-AAm)
hidrojellerine bakildiginda yapiya PVA girmesinin jellesme yuzdesini azalttigi
saptanmistir. Burada daha karmasik bir yapi olan kopolimere, misafir polimer

olarak PVA nin girmesinin jellesmeyi zorlastirdigi dugunulebilir.

Cizelge 4.1. Hidrojellerin % jellesme

Hidrojel % Jellesme
PAA/PVA 98,0+ 1,2
PAAmM/PVA 61,1+ 1,5
P(AA-ko-AAm)/PVA 79,3+ 1,3
P(AA-ko-AAm) 96,2+ 1,2

4.3. Hidrojellerin Sigsme Davraniglari

Bu bolimde, Bolum 3.4 de anlatildigi sekilde yurutilen sisme testlerinin

sonuglari alt basliklar halinde sunulmustur.
4.3.1. Hidrojellerin sigme degerlerinin zamanla degisimi
Hidrojellerin sisme yuzdelerinin zamanla degisimi Bolum 3.4.1 de anlatildigi

sekilde incelenmis, sonuclar Ek-4 de verilmis ve ayrica Sekil 4.3 deki grafikte

sunulmustur.
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Sonuglardan gértlecegi gibi, tim hidrojeller ilk saatlerde hizla sismis , sisme
on alti saat civarinda yavaglamis ve yaklasik 24 saatten sonra sabit kalmistir.
% $ degerinin sabit kaldigi bu sure daha sonra yapilan deneylerde denge
sisme sulresi olarak kullaniimistir. En ylksek sisme PAA hidrojelinde, en
dusuk sisme ise PAAm hidrojelinde gozlenmigtir. AA iceren hidrojelin sisme
degerlerinin daha ylksek olmasi beklenen bir sonugtur. Cunku karboksilli asit
grubu iceren AA'in hidrofilik 6zelligi AAm’e gore daha fazladir [131,144,145].
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Sekil 4.3. Hidrojellerin ortalama % S degerlerinin zamanla degisimi
(pH=7,4, 37,0 °C)

PAA, PAA/PVA, P(AA-ko-AAm) hidrojelleri karsilastirildiginda, AA miktarinin
azalmasi ile gsisme ylUzdelerinin de azaldigi gorulmektedir. Cunkd AA miktari
arttikga hidrojel igersindeki iyonlasma artmis bu da zincir i¢i ve zincirler arasi
yuk yogunlugunu artirmistir. Artan yik yogunlugu zincirlerde itmelere yol

acmis ve su difizyonunu kolaylastirmistir [6].
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Yapiya AAm in girmesi ile sisme degerlerinin dustugu ayri bir neticedir.
Bunun sebebi AAm in hidrofilikliginin AA e gbre daha az olmasidir. PVA
ilavesi AAm li hidrojellerin sismesini arttirirken, AA li hidrojelin sismesini
azaltmistir. PVA Gn AAm e gore daha hidrofilik olmasi nedeniyle bu durum

beklenebilir.

PVA ilavesi tum hidrojelleri daha siki ve saglam yapili bir jel haline getirmistir.
Bu da PVA nin genel olarak sismeyi azaltmasi seklinde sonug¢ vermistir.
Benzer sonug P(AA-ko-AAm)/PVA ile P(AA-ko-AAm) hidrojellerinde de elde
edilmigtir. Uglincli bir maddenin yapiya girmesi ag yapiyi daha yogun ve siki
bir hale getirmis ve bu nedenle sisme dederi bir miktar digmusttr. PVA nin
yapilya girdigi durumlarda daha dayanikli jellerin olustudu literatirde de
verilmektedir [68]. Bu, PVA nin bizzat kendisinin bir polimer olarak yapiya
katilmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu gorusimuzu Cizelge 4.1 de sunulan
jellesme oranlari verileri ile destekleyebilmekteyiz. Genel olarak PVA igeren
hidrojellerin digerlerine gére daha saglam yapida olduklarini sdyleyebiliriz. Bu

yuzden PVA icermeyen hidrojeller PVA icerene gore fazla sismis olabilir.

Bu calismadan, temel olarak PVA igeren yari-IPN tipi hidrojeller incelemeye
alindigindan daha sonraki sisme c¢alismalari PAA ve PAAm hidrojelleri hari¢

tutularak yarattlmastar.

4.3.2. Hidrojellerin sigsme degerlerinin sicaklikla degigimi

Hidrojellerin sisme yuzdelerinin sicaklikla degisimi Bolum 3.4.2 de anlatildigi
sekilde incelenmis, sonuclar Ek-5 de verilmis ve ayrica Sekil 4.4 deki grafikte

sunulmustur.

Sonuglardan gorulecedi gibi, tim hidrojellerin sicaklik artisiyla sisme
degerleri artmis ve 40,0 °C civarinda en yuksek degerine ulasmistir. Bu
durum AAm, AA ve PVA arasinda gergeklesme ihtimali bulunan H-baglari ile

aciklanabilir. Yuksek sicakliklar olasi H-baglarinin kirlimasina neden



56

olmakta ve sismeyi kolaylagtirmaktadir. Literatirde PAA ve PAAm igeren
IPN yapisindaki hidrojelin UKCS dan daha dislk sicakliklarda H-baglari ile
molekuller arasi kompleks olusturdugu bu yizden de buzustigu ve ayrica
UKCS dan daha yiiksek sicakliklarda ise olusan H-baglarinin kirilmasindan
dolay! sisdigi belirtiimistir. Bu duruma ait olasi tepkime asagidaki sekilde
verilmigtir [146].

—CH -—-.‘;H---f;‘.H —CH—CH,—CH— —CH,—CH—CH —{r—'—LF —Likl-—
/ 4 4. T-UKCS g\ r Py FA
e g9 5 0 OH OO OH O OH
SR
HN Eli'jp HN\{E{O HN\?é — ‘940 HN\?&O HN\fli”p .
—CH~CH=CH,~CH—CH,~CH— —~CH,~CH—CH,~CH—CH,—~CH~—

Bu mekanizma incelendiginde kendi hidrojellerimizde olasi H-baglarinin
sicaklik artigi ile kinldigint ve boylece sisme yuzdelerinin arttigini

sOylememiz mumkundur.

Ayrica tum hidrojeller de sicaklik artisi ile sisme degerlerinde gdzlenen
artigin, sicaklik artigi ile hidrojel igersindeki polimer molekullerinin termal

hareketliliklerinin artmasindan da kaynaklandigi dusunulebilir [147].

Sekil 4.4 den ¢ikarilan diger bir sonug, sisme degerlerinin jellesme oranlari
ile uyumlu oldugudur. Sicaklik degisimi en az PAAM/PVA hidrojelini en fazla
ise PAA/PVA hidrojelini etkilemistir. P(AA-ko-AAm) ve P(AA-ko-AAm)/PVA
hidrojellerine bakildiginda ise yapiya PVA katilmasiyla jelin sicakhga karsi
tepkisinin azaldigi gérulmustar. Bu beklenen bir sonugdur. Clinkd PVA nin
sicakhga karsi negatif duyarl hidrojel Uretiminde kullanildi§i bilinmektedir
[148]. Ayrica bu ¢alismada PVA nin eklenmesi yapiyl saglamlastirdigi igin

sicakligin etkisiyle polimer zincirlerinin  birbirinden uzaklagmasi ve
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dolayisiyla acilan zincirler arasina su (tampon ¢ozeltisi) diflizyonu
zorlasmistir. Ayrica bu iki hidrojel arasindaki jellesme oranlar farkinin fazla

olmasi bu sonucu beraberinde getirmis olabilir.

2000
—&—PAA/PVA
&= P(AA-ko-AAm)
P(AA-ko-AAmM)/PVA
—#—PAAM/PVA
1500 A
7))
2
1000 -
500
O I I I 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik (°C)

Sekil 4.4. Hidrojellerin ortalama % S deg@erlerinin sicakhkla degisimi
(pH=7,4 , 24 saat)

4.3.3. Hidrojellerin sisme degerlerinin pH ile degisimi
Hidrojellerin sisme yuzdelerinin pH ile degisimi Bolum 3.4.3 de anlatildigi

sekilde incelenmis, sonuglar Ek-6 de verilmis ayrica Sekil 4.5 deki grafikte

sunulmustur.
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Sonuglardan gérulecegi gibi, pH degisimlerinden en ¢ok etkilenen hidrojeller
PAA/PVA ve P(AA-ko-AAm) hidrojelleridir. PAA polimeri iyonik ve hidrofilik
bir polimerdir. Bu polimerin pK, degerinin (pK,=4,25) Ustindeki ve altindaki
pH degerlerinde polimerin sisme oranlari dnemli degisiklikler gosterir [149-
151]. Cunku AA gibi karboksilli asit grubu igceren hidrojellerdeki bu gruplar,
yuksek pH lar da kolaylikla iyonlagsirken dusik pH lar da daha az
iyonlagabilirler. Bdylece hidrojeller Uzerindeki yUk yogdunlugu artar.
Hidrojelde olusan iyonlagmig gruplar birbirlerini iterek yapinin gevsemesini
arttinr.  Ayrica hidrojel i¢indeki ve disindaki hareketli iyonlarin derigim
farkhliklari da iyon ozmotik sisme basincini etkileyerek jellerin sisme
derecelerini arttirir ve sismeyi kolaylastirir [150,152,153]. Ayni durum P(AA-
ko-AAm) hidrojeli icin de gozlenmigtir. pH degisimlerine duyarsiz oldugu
bilinen PAAm in yapisina AA girmesi sisme degerlerini pH degisimlerine

kargi duyarl hale getirmistir [154].

PAAmM/PVA hidrojelinin sisme verilerine bakildiginda pH degdisimlerinden
etkilenmedigi gorulir. Bu beklenen bir sonugtur. Gerek AAm ve gerekse VA
yapilarinda iyonlasabilen gruplar icermezler ve bu nedenle pH duyarl
davranmazlar [6]. P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinde bu durum daha barizdir.
CunkU yapiya bir miktar AA ilavesi ile sisme degerleri pH degisimi ile derhal
farkhlik gdstermeye baslamistir. Diger yandan PVA nin hidrojel yapiyi
saglamlastirdigi ve sikilastirdigi ve bodylece sisme degerlerini dusurucu
etkisini de bu verilerden gozlemleyebilmekteyiz. Khare, Peppas ve Hariharan,
Peppas’in sisme davranislarina pH n etkisini igeren calismalarinda da

benzer davranislar gézlemlenmistir [155].

incelenen hidrojenlerin diisiik pH degerlerinde daha az sismesinin bir baska
sebebi ise AA AAm ve PVA iceren hidrojellerde olustugu digunulen H-
baglari olabilir. pH arttikga iyonlagsan karboksil gruplari arasindaki
elektrostatik itmeden dolayr H-bagdlari kirilarak hidrojel sismeye baslamig
olabilir [132].
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Sekil 4.5. Hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin pH ile degisimi
(37,0 °C, 24 saat)

4.4. P(AA-ko-AAm)/PVA Hidrojeline immobilize Edilmis Lipazin Salimi

P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelline lipaz immobilizasyonu Boélum 3.5 de
anlatildigi gibi ¢ yontemle gergeklestirilmistir:

- Adsorpsiyon
- CDl ile aktiflestirilmis uglara kovalent baglanma

- Hapsetme

Asagidaki alt bagliklarda bu yontemle immobilize edilen lipazin salim deney

sonuglari yorumlari ile birlikte sunulmusgtur.
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441. Adsorbe ve kovalent bagh lipazin P(AA-ko-AAm)/PVA
hidrojelinden salimi

P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden lipaz salimi Bolim 3.6 da anlatildigi
sekilde incelenmis sonuglar Ek-7 de verilmis ayrica Sekil 4.7 deki grafikte

sunulmustur.

Sonuglardan anlagilacagi gibi adsorpsiyonla immobilize edilen hidrojelden
lipaz salimi oldukg¢a fazla olmustur. Yapilan 6n testlerden, 200,0 mg lipaz
iceren ¢ozeltide 26 saat bekletilen hidrojelin adsorbsiyon yoluyla ortalama
70,0 mg lipaz immobilize ettigi ve yaklagik olarak bunun 60,0 mg ni saldigi

hesaplanmigtir.

P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinin CDI ile olasi aktiflestirime mekanizmasi
Sekil 4.6 daki gibidir [137,138]:
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Sekil 4.6. P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinin CDI ile olasi aktiflestiriime
mekanizmasi

Adsorbe lipaz iceren hidrojelden lipaz salimi oldukca fazla olmustur. Clnka
dogrudan adsorpsiyon yoluyla immobilize edilen hidrojelde, enzim ve hidrojel

arasindaki etkilesimler adsorpsiyon kuvvetleridir. Bu etkilesimler zayif
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kuvvetler olduklari ve lipaz immobilizasyonu hidrojelin  ylzeyinde
gerceklestigi icin bu hidrojelden lipaz salimi yuksek olmustur. CDI ile
aktiflestirilerek lipaz immobilize edilen hidrojelde immobilizasyon kovalent

baglanma ile gerceklestirilmigtir. Buna ragmen bu hidrojenden lipaz salimi

istedigimiz duzeyde yavas olmadigi i¢in yorumlarda hari¢ tutulmustur.

70

—a— adsorbe

Toplam Salim (mg)
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0 44 48

Sekil 4.7. P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden zamana karsi toplam lipaz salim
grafigi (37,0 °C, pH=7,4)

4.4.2. Hapsedilmis lipazin P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden salimi
Lipaz hapsedilmis P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden lipaz salimi Bolim 3.6

da anlatildigi sekilde incelenmistir. Sonuglar Ek-8 de verilmis ayrica Sekil
4.8 deki grafikte sunulmustur.
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Sonuglardan gérulecegi gibi ilk saatler de P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden
hapsedilmis lipazin salimi oldukg¢a hizli olmus, 8.saatten sonra ise azalarak
% 100 salima yaklasiimistir.
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Sekil 4.8. P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden hapsedilmis lipazin zamana
kars1 % salim grafigi (37,0 °C, pH=7,4)

Lipaz salimina ait kinetik verilere gegcmek icin Ek-9 daki verilerden ve Es. 2.1
den yararlanilarak In(M/M..)-Int grafigi cizilmis ve buradan k= 6,5x10™ ve n=
1,1772 degerleri hesaplanmistir [156]. n>1 oldugu igin lipaz salim
mekanizmasinin Sdper Durum |l mekanizmasina uydugu gorulmastir.
Deneysel ortam olan pH=7,4 de P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojeli igindeki AA nin
karboksil gruplari iyonlasmis bu da ortamdaki iyon derisimini ve dolayisiyla
da osmatik sisme basincini artirmistir. Ayrica hidrojelde makromolekdl

zincirleri boyunca olusan karboksilat gruplari arasindaki elektrostatik itmede



63

zincir gevsemesine neden olmustur. Bu iki faktérden dolayi lipaz salim

davranisinin Super Durum |l mekanizmasina uydugunu soyleyebiliriz
[31,152].
Int
O T T
°
0 2 4 g
-0,5 A

y =1,1772x - 7,3387
R? =0,9223

Sekil 4.9. P(AA-ko-AAmM)/PVA hidrojelinden hapsedilmis lipazin zamana
karsi serbestlesme kinetigi

4.5. Lipaz Hapsedilmis P(AA-ko-AAm)/PVA Hidrojelinin Zeytin Yag ile
Aktivasyon Tayini

Lipaz hapsedilmis P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinin zeytin yagi aktivasyon
tayini Bolum 3.7 de anlatildigi sekilde yurutilmuis, zamanla harcanan NaOH
miktari asagidaki Cizelge 4.2 de sunulmustur. Lipaz, zeytinyagini
(trigliseridlerdeki ester baglarini) hayvansal yaglarda oldugu gibi, serbest
yag asitleri ve gliserine hidroliz eder [157]. Ortaya ¢ikan bu yag asitlerinin de
NaOH ile tepkime vermesi beklenir. Olasi tepkimeler Sekil 4.10 da

verilmistir.
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Cizelge 4.2. Zamana karsl harcanan NaOH miktari

Zaman (Saat) Titrasyonda harcanan NaOH (mol)
1 0,133
3 0,136
7 0,142
10 0,140
24 0,145
26 0152
30 0,159
32 0,163
R
CH; — 0 — r|: =0
IT Lipaz 4|:) CH; — OH
CH—0—-C=0 - 3R—C—0OH 4+ CH-—OH
i HZ” Yag acid e on
CH:—0O—-C=0 Gliserin
o o

R—C—OH 4+ NaOH ——» R—C—0ONa* 4+ H0

Sekil 4.10. Lipazin zeytinyadi hidroliz tepkimesi

Cizelge 4.2 incelendiginde, yag ile temas eden lipaz hapsedilmis hidrojelin,
zaman i¢inde yagin hidrolizlenmesine katkida bulundugu gorulir.

Kargilastirma yapmak Uzere ayni zeytinyagi orneginin c¢esitli zamanlarda
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NaOH ile titrasyonu yapilmis ve harcanan NaOH miktarinin 0,138 mol
civarinda kaldigr belirlenmigtir. BoOylece zeytinyag icerisinde mevcut

olabilecek serbest yag asitlerinin deney sonucuna etkisi ortadan kaldiriimistir.

Sonug olarak, lipaz hapsedilmis hidrojelin, yag ortaminda belirli bir aktivite
goOsterdigi sOylenebilir. Ancak bu etkilesim, s6z konusu hidrojelden lipaz
salimi ¢ok ¢abuk oldugundan oldukga hizli gergeklesmistir. Dolayisi ile lipaz
iceren bu hidrojelin belli bir bdlgeye yerlestirilerek uzun sirede yag
parcalamaya yonelik kullaniminin uygun olmayacagi soylenebilir. Bu amag
dogrultusunda sisme ve lipaz salimi daha yavas malzemelerin hazirlanmasi
daha basarili sonuglar verecektir. Deneysel verilerden, hazirlanan bu
sistemin, lipaz hapsetmek ve yagli ortamda tepkime olusturmak konusunda

netice verdigi sonucuna ulagiimistir.

4.6. Hidrojellerin Sem Analizleri

PAA/PVA, PAAM/PVA, P(AA-ko-AAm), P(AA-ko-AAm)/PVA ve lipaz tutuklu
P(AA-ko-AAm)/PVA orneklerinin SEM fotograflari Bolum 3.8 de anlatildigi
sekilde gerceklestiriimis ve elde edilen fotograflar Resim 4.1 de sunulmustur.

Hidrojellerin SEM fotograflari incelendiginde, islak ve kuru jeller arasindaki
morfolojik yapi farkliliklari agikga goértlmektedir. Bu hidrojeller arasinda en
cok sisen PAA/PVA hidrojelinin 1slak halinin diger hidrojellere gore daha ¢ok
g6zenekli oldugu ve godzeneklerin oldukga homojen olarak dagildigi ortaya
cikmisdir. En az sisen PAAmM/PVA hidrojelinin gdzenek sayisini ise oldukga
az oldugu goézlenmisdir. P(AA-ko-AAm) ve P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojellerinin
islak halleri incelendiginde ise P(AA-ko-AAm) hidrojelinin gdozenek sayisinin
daha fazla fakat gézenek buyukluguinin daha kuguk oldugu stungerimsi bir
yapi gozlenmisdir. Buna kasin P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinde ise yapiya
PVA girmesiyle gézenek sayisinin azaldigi fakat gézenek boyutunun artigi

bdylece daha siki yapi olusdugu ortaya ¢ikmisdir.
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e : __ N\ .gaa 18) ‘/
(e) Sismis-PAA/PVA (f) Sismis-P(AA-ko-AAm)/PVA

Resim 4.1. Hidrojellerin kuru ve islak yuzey fotograflari
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5. SONUCLAR

< Amonyum persulfat/'sodyummetabisulfit baslaticisi ve etilen glikol
dimetakrilat caprazbaglayicisi egliginde, serbest radikal polimerlesme teknigi
AA/AAmM/PVA bazli kopolimerik ve/veya vyarl-IPN tipi 4 tir hidrojel
hazirlanmistir. Hazirlanan hidrojellerin jellesme yluzdeleri, gravimetrik yontem
kullanilarak hesaplanmis ve en yuksek jellesme yluzdesi PAA/PVA
hidrojelinde, en dusuk jellesme yluzdesi ise PAAmM/PVA hidrojelinde
g6zlenmigtir. Diger hidrojellere bakildiginda yapiya PVA girmesinin %

jellesme degerini azalttigi saptanmigtir.

% Hidrojellere zamana karsi sisme testleri uygulanmis, en ylksek sisme
degeri PAA hidrojeli icin yaklasik olarak % 1800, en dusuk sisme degeri ise
PAAm hidrojeli i¢in yaklagik olarak % 400 olarak elde edilmistir.

¢ Hazirlanan hidrojellere sicakhiga kargi sisme testleri uygulanmistir.
Sicaklhk artirildikga tim hidrojellerin %$ degerlerinin arttig1 ve 40°C civarinda
en yuksek %S degerlerine ulasildigi géralmustur. PAA/PVA hidrojeli igin %$
degeri yaklagik olarak %1700, PAAm hidrojeli i¢in ise yaklasik olarak %400
olarak bulunmustur. Sicaklik degisiminin en az PAAmM/PVA hidrojelini en fazla

ise PAA/PVA hidrojelini etkiledigi saptanmistir.

% Hazirlanan hidrojellere pH ya kargi sisme testleri uygulanmig ve tum
hidrojellerin %$ degerlerinin pH ile dnce hizla arttigi ve daha sonra fazla
degismedidi gozlenmistir. pH degisiminden en ¢ok PAA/PVA ve P(AA-ko-
AAm) hidrojellerinin etkilendigi, PAAmM/PVA hidrojelinin ise pH dedisiminden

etkilenmedigi goruimustar.

% SQisme davranigi optimum kosullari saglayan P(AA-ko-AAm)/PVA
hidrojeline lipaz immobilizasyonu; CDI ile aktiflestiriimis uglara kovalent
baglanma, adsorpsiyon ve hapsetme yontemleri ile gergeklestiriimigtir. %

salim degerleri incelendiginde adsorpsiyon vyoluyla immobilize edilen
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hidrojelden lipaz salimi olduk¢a hizli olmustur. CDI ile aktiflestirilerek lipaz
immobilize edilen hidrojenden lipaz salimi ise bizim amacimiz olan bu
hidrojelin, implant olarak kullanima uygun olmadigi goéruldugu icin

yorumlanmamistir.

% Hapsetme yoOntemi ile immobilize edilen P(AA-ko-AAm)/PVA
hidrojelinden ise lipaz saliminin oldukca hizli gergeklestigi ve neredeyse ilk 8

saatte %100 salima ulasildigi bulunmustur.

% Lipaz hapsedilmis P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojeli i¢in In(M{/M.)—Int grafigi
cizilmis ve bu grafikten yararlanilanarak k= 6,5x10 ve n= 1,1772 degerleri
hesaplanmis ve ila¢g salim mekanizmasinin Super durum Il difizyonuna

uydugu belirlenmigtir.

s Lipaz immobilize edilmis hidrojellerin aktivasyonlarini takip etmek igin
zeytinyagi ile etkilegimleri incelenmistir. Lipaz hapsedilmis hidrojelin, zaman
icinde yagin hidrolizlenmesine katkida bulundugu ve yagi serbest yag

asitlerine ve gliserine hidrolizledigi gozlenmigtir.

% Zetin vyag ile lipaz arasindaki etkilesim, P(AA-ko-AAm)/PVA
hidrojelinden lipaz salimi ¢ok ¢abuk oldugu i¢in oldukc¢a hizli gergeklegmistir.
Dolayisi ile lipaz igceren bu hidrojelin belli bir bolgeye yerlestirilerek uzun
surede yag parcalamaya yonelik kullaniminin uygun olmayacag fakat daha

kisa sureli calismalarda kullanilabilecegi saptanmistir.

% Hazirlanan hidrojellerin ylizey SEM fotograflari ¢cekilmis ve bu hidrojeller
arasinda en ¢ok sisen PAA/PVA hidrojelinin diger hidrojellere gore daha gok
g6zenekli oldugu belirlenmigtir. Ayrica gézeneklerin olduk¢ga homojen olarak

dagildigi bulunmustur.

s En az sisen PAAM/PVA hidrojelinin ise SEM fotograflarindan goézenek

sayisinin az oldugu ve godzeneklerininde oldukga kuguk oldugu saptanmistir.
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% P(AA-ko-AAm) ve P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojellerinin 1slak hallerine
bakildiginda ise yapiya PVA girmesiyle gozenek sayisinin azaldigi fakat
buna karsin gézenek buyukligunun arttigi ve stgerimsi bir yapinin olusdugu

g6zlenmistir.

% Butun hidrojellerin kuru hallerinin morfolojik yapilarinin birbirine
benzedidi saptanmistir. Bu ylzden sadece P(AA-ko-AAm) hidrojelinin kuru

halinin sem fotografi karsilastirmak amaci ile verilmigtir.
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EK-1 pH=2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; Britton—Robinson tampon (BRT)

¢ozeltilerinin hazirlanmasi

2,3 mL asetik asit, 2,7 mL %85 lik fosforik asit ve 2,5 g Borik asit karigtirilip
saf su ile 1L ye tamamlandi. Bu islem ile pH yaklasik 2,5 olan tampon ¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltinin pH=2,0 oluncaya kadar ayarlama derisik
HCl ile yapildi.

pH=2,0 ¢ozeltisinden yeterli miktarlarda alinarak ve ayarlama i¢cin 2,0 M
NaOH c¢ozeltisi kullanilarak pH=4,0, pH=6,0, pH=8,0, pH=10,0 ve pH=12,0

tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

Tum ayarlamalar pH metre esliginde yuratulda.



85

EK-2 pH=6,9 fosfat tamponunun hazirlanmasi

7,80 g NaH,P0O4.2H,0, 30,5 mL 1M NaOH ¢ozeltisi karistirihp saf su ile 1L
ye tamamlandi. Bu islem ile pH yaklasik 7,0 olan tampon ¢ozelti hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢dzeltide pH=6,9 olabilmesi icin ayarlama 1M NaOH ¢ozeltisi

ile yapildr.

Tam ayarlamalar pH metre esliginde yuratalda.



86

EK-3 pH=7,4 fosfat tamponunun hazirlanmasi

15,60 g NaH,P0O4.2H,0, 61 mL 1M NaOH ¢odzeltisi karistirihp saf su ile 1L ye
tamamlandi. Bu igslem ile pH yaklasik 7,0 olan tampon ¢ozelti hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢dzeltinin pH=7,4 oluncaya kadar ayarlama 1M NaOH ¢oézeltisi

ile yapildi.

Tam ayarlamalar pH metre esliginde yurataldu.
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Cizelge.4.1. Hidrojellerin zamana karsi ortalama % $ degerleri (37,0 °C,

pH=74)
Hidrojel
Zaman PAA PAA/PVA  [P(AA-ko-AAmM)P(AA-ko-AAm)/PVA|PAAM/PVA PAAmM
(saat)
0 0 0 0 0 0 0
1 270,0+1,9 162,0+2,3 130,0+2,6 118,0+2,0 117,0£2,5 | 116,0+1,9
2 394,0+2,0 287,0+2,5 230,0+1,8 198,0+2,2 180,0+2,6 | 169,0+2,1
3 500,0+1,8 412,0£2,7 320,0+2,3 293,0+2,5 249,0+2,2 | 207,0+2,4
4 630,0+1,6 518,0+3,2 410,0+1,9 383,0+2,8 300,0+2,8 | 241,0+2,6
5 738,0£2,0 611,0£2,8 500,0+2,5 478,0£2,7 345,0+2,1 | 264,0+1,8
6 840,0+2,5 698,0+2,5 590,0+2,0 555,0+3,2 378,0+2,6 | 282,0+2,4
7 910,0+2,8 777,0£2,3 680,0+2,4 630,0£2,5 397,0+£3,1 | 293,0+2,9
8 980,0+2,1 827,0+2,8 750,03,1 677,0£2,2 419,0£2,7 | 306,0+1,8
9 1067,0+2,9 908,0+2,6 830,0+2,8 729,0+2,6 430,0+2,2 | 311,0+2,2
10 1150,0+2,8 982,0+3,4 900,0+2,5 757,0+1,8 438,0£2,8 | 315,0+2,7
11 123,0£2,7 1055,0+2,9 960,0+2,2 762,0+2,4 448,0£3,1 | 327,0+1,6
12 1309,0+2,6 | 1130,0+2,8 | 1032,0+2,9 780,0+2,6 459,0£2,8 | 332,0+2,2
13 1382,0+2,2 | 1234,0+3,1 1110,0+3,1 809,0+3,1 474,0£2,5 | 350,0+2,5
14 1450,0+3,5 | 1311,0£2,5 | 1178,0£2,6 827,0+2,3 486,0£2,6 | 361,0£1,9
15 1560,0+3,9 | 1366,0+2,7 | 1230,0+2,2 863,0+2,6 495,0£2,1 | 372,0+2,8
16 1610,0+3,0 | 1406,0+3,3 | 1280,0+2,9 879,0+1,7 502,0+2,9 | 385,0+2,2
17 1650,0+2,8 | 1450,0+2,8 | 1320,0+2,4 888,0+2,4 506,0+2,6 | 390,0+2,8
18 1680,0+2,8 | 1481,0+2,4 | 1358,0+1,9 901,0+2,8 512,0+3,2 | 392,0+2,1
19 1710,0£3,4 | 1519,0+2,9 | 1390,0+2,6 922,0+3,3 516,0+3,1 | 400,0+2,7
20 1730,0+3,4 | 1538,0+3,2 | 1410,0+3,3 927,0+2,6 521,0+2,7 | 401,0+2,3
21 1754,0£3,2 | 1580,0+2,5 | 1435,0+2,5 936,0+2,7 527,0+2,1 | 401,0¢1,7
22 1770,0+£3,5 | 1596,0+2,9 | 1458,0+2,8 947,0+1,6 531,0+3,2 | 402,0+2,4
23 1783,0+4,0 | 1613,0£3,3 | 1472,0+2,7 951,0+2,1 533,0+2,4 | 402,0+2,5
24 1792,0+4,4 | 1650,0+3,0 | 1490,0+2,3 953,0+2,7 536,0+2,7 | 404,0+2,9
25 1800,0+4,6 | 1660,0+2,5 | 1496,0+1,9 962,0+1,8 541,0£3,1 | 399,0+2,1
26 1803,0¢4,0 | 1662,0+2,1 1500,0+2,6 963,0+2,2 543,0+2,2 | 414,0+2,6
27 1809,0+4,2 | 1664,0+2,9 | 1516,0+2,4 962,0+2,8 547,0+3,4 | 416,0+1,8
28 1810,0¢4,2 | 1663,0+2,5 | 1518,0+1,9 962,0+3,3 551,0+3,2 | 417,0+2,2
29 1810,0+4,1 1664,0+3,2 | 1520,0+2,5 962,0+2,5 551,0+2,5 | 417,0+2,7
30 1810,0+4,2 | 1664,0+2,2 | 1520,0+2,8 962,0+2,3 551,0+2,2 | 417,0+2,4




EK-5 Hidrojellerin sicakliga kargi ortalama % $ degerleri

Cizelge 5.1. Hidrojellerin sicakliga karsi ortalama % $ degerleri
(pH =7,4 , 24 saat)
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- caklik Hidrojel PAA/PVA | P(AA-ko-AAmM) | P(AA-ko-AAm)/PVA  PAAmM/PVA
(°C)
4 465,0+1,7 218,024 355,0+2,1 120,0+2,7
20 1110,0+2,6 830,0+2,9 722,0+1,7 275,021
30 1418,0+2,0 1163,0+1,9 920,0+2,6 337,024
37 1650,0+2,5 1424,0+2,2 1012,0+2,1 404,0+2,7
40 1673,0+3,4 1528,0+3,2 1030,0+2,7 396,0+3,1
50 1580,0+2,9 1513,0+2,7 1011,0£2,5 380,0+3,0
60 1470,0+2,5 1425,0+3,0 912,0+2,4 -




EK-6 Hidrojellerin pH ya kargi ortalama % $ degerleri

Cizelge.6.1. Hidrojellerin pH ya kargi ortalama % $ degerleri
(37,0 °C, 24 saat)
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idrojel
J PAA/PVA P(AA-ko-AAm) | P(AA-ko-AAm)/PVA PAAmM/PVA
pH
2 307,0+1,8 171,0£2,2 109,0+2,1 270,0+2,6
4 754,0+1,4 538,0+2,3 308,0+2,9 291,0+2,5
6 1332,042,2 1218,0+3,3 748,0£2,3 324,0+3,1
7.4 1650,0+2,3 1423,0+2,9 953,0+2,1 404,0+3,4
8 1703,0+3,1 1486,0+3,4 992,0+2,7 446,0+3,0
10 1752,04£2,7 1575,0+2,1 1016,0+2,7 -
12 1476,0£3,0 1638,04+2,6 1010,043,2 -
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EK-7 P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojellerinden zamana kars! toplam lipaz salim

degerleri

Cizelge.7.1. P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojellerinden zamana kargi toplam lipaz
salim degerleri (mg) (37,0 °C, pH=7,4)

Zaman (Saat)

Adsorpsiyon yoluyla

immobilizasyon

CDl ile aktive ederek

immobilizasyon

1 0 0

2 14,2 12,0
3 18,3 15,8
4 22,3 19,0
o 27,0 22.0
6 31,2 24

7 33,6 26,6
8 36,6 29,0
9 39,0 31,8
10 41,4 33,2
11 43,4 34,8
12 45,2 36,4
13 47,0 37,2
14 48,3 38,4
15 49,4 40,2
16 50,4 42,0
17 52,6 43,5
18 52,8 45,1
19 54,0 46,6
20 55,1 48,0
21 55,4 48,6
22 56,1 49,3
23 56,4 49,4
24 57,0 49,8
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EK-7 (Devam) P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojellerinden zamana karsi toplam
lipaz salim degerleri

Cizelge.7.1. (Devam) P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojellerinden zamana karsi
toplam lipaz salim degerleri (mg) (37,0 °C, pH=7,4)

28 57,8 839,7
33 58,8 842,0
34 58,9 843,0
35 58,9 846,0
40 59,4 852,4
45 60,9 855,0
46 61,2 855,7
47 61,2 855,0
48 61,2 855,0




EK-8 P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden tutuklu lipazin zamana karsi

% Salim degerleri
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Cizelge.8.1. P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden tutuklu lipazin zamana kargi
% Salim degerleri (37,0 °C, pH=7,4, M.=71,4 mQ)

Zaman (Saat) M; (mg) % Lipaz Salimi

0 0 0

1 4,0 5.6
2 15,2 21.3
3 23,9 33.4
4 40,0 56.0
5 48,0 67.2
8 57,9 81.1
10 61,8 86.6
12 63,9 89.5
16 66,7 93.4
20 68,7 96.2
22 69,6 97.5
24 71,4 100.0




EK-9 P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden

serbestlesme kinetigi degerleri

tutuklu
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lipazin zamana kargi

Cizelge.9.1. P(AA-ko-AAm)/PVA hidrojelinden tutuklu lipazin zamana karsi

serbestlesme kinetigi degerleri

Zaman (Dakika) Int In(M¢M-..)
60 4,09 -2,88
120 4,79 -1,55
180 5,19 -1,09
240 5,48 -0,58
300 5,70 -0,40
480 6,17 -0,21
600 6,39 -0,14
720 6,58 -0,11
960 6,87 -0,07
1200 7,09 -0,04
1320 7,19 -0,03
1440 7,27 0
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