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KiTOSAN HIDROKLORUR TUZUNUN SENTEZI, HIDROJEL ELDESi VE
KARAKTERIZASYONLARI

OZET

Dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan polimer kitindir. Dogada bu kadar fazla
bulunmasina ragmen ¢oziicii olarak toksik kimyasallarin kullanilmasi1 ve
uygulanabilirliginin ¢ok az olmasi sebebiyle kullanim alanlari sinirhdir. Kitinin
deasetilasyonu sonucunda olusan kitosan, zayif asitlerin seyreltik ¢ozeltilerinde
kolayca ¢oOziiniir ve ¢ozelti i¢inde katyonik olarak bulunur. Boylece bir¢ok bilesenle
kolaylikla reaksiyona girebilir. Kitosan ve tlirevleri siklikla biyofarmasoétikler igin oral
uygulama amaciyla nanotasiyict olarak kullanilmaktadir. Kitosanin, zayif emilen
ilaglarin biyoyararlanimini artirmak i¢in uygun 6zelliklere sahip giiclii bir absorpsiyon
arttiric1 oldugu ve ince bagirsaga ulasmadan once aktif bilesenleri koruyan koruyucu
ajan oldugu iyi bilinmektedir. Literatiirde bulunan caligmalarda biyouyumlu ve
biyobozunur bir biyomateryal olarak kitosan ttrevlerinden olan Kitosan hidroklortrin
kullaniminin 6nemi vurgulanmigtir. Buna ragmen Kitosan hidroklorir esasli hidrojel
tiretim metotlart hakkinda yeterli kaynak goriilmemistir. Kitosan hidrokloriirden
hidrojel sentezi i¢in fiziksel ve kimyasal ¢apraz baglayicilar kullanilarak hidrojel
sentezlenmesi ve sentezlenen hidrojellerin ¢esitli karakterizasyon testleriyle
Ozelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kitin, Kitosan, Kitosan Hidroklorir, Hidrojel, Gluteraldehit,
Sodyum Aljinat

XVii






SYNTHESIS OF CHITOSAN HYDROCHLORIDE SALT, HYDROGEL
PREPARATION AND CHARACTERIZATIONS

ABSTRACT

Chitin is the most abundant polymer in nature after cellulose. Although it is found in
nature so much, its usage areas are limited due to the use of toxic chemicals as solvents
and their very low applicability. Chitosan, which is formed as a result of deacetylation
of chitin, dissolves easily in dilute solutions of weak acids and is cationic in solution.
Thus, it can easily react with many components. Chitosan and its derivatives are often
used as nanocarriers for oral administration for biopharmaceuticals. It is well known
that chitosan is a potent absorption enhancer with properties suitable for increasing the
bioavailability of poorly absorbed drugs and is a protective agent that protects the
active ingredients before they reach the small intestine. In the studies in the literature,
the importance of the use of chitosan chloride, which is one of the chitosan derivatives,
as a biocompatible and biodegradable biomaterial has been emphasized. It is aimed to
synthesize hydrogel by using physical and chemical crosslinkers for hydrogel
synthesis from chitosan chloride and to determine the properties of the synthesized
hydrogels by various characterization tests.

Keywords: Chitin, Chitosan, Chitosan Hydrochloride, Hydrogel, Glutaraldehyde,
Sodium Alginate
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1. GIRIS

Kitin, dogada seliilozdan sonra en fazla bulunan biyopolimerdir [1]. Dlnyada Gretimi
yiiksek olan kitinin en 6nemli kaynagi; deniz kabuklulari, funguslar ve boceklerdir.
Yengeg, 1stakoz ve karides gibi deniz canlilarinin kabuk kismi %30-40 oraninda
protein, %30-50 oraninda kalsiyum karbonat ile kalsiyum fosfat ve %20-30 oraninda
kitin bulunmaktadir [2].

Kitin eldesi sirasinda Sekil 1.1°de gosterilen proses ile mantarlarin, karides ve yengeg
kabuklarinin kimyasal yollarla, kitinde bulunan protein, mineral ve pigmentlerin
uzaklastirilmasiyla farkli deasetilasyon derecelerinde saf olarak elde edilmesi

amaglanmaktadir. Kitinin deasetilasyonu sonucu baglica tiirevi olan kitosan elde

edilmektedir [3].

l I-H-_’ ley _’I-é-
v
—> — — l)emineralizasyon —
|
v

v

Sekil 1. 1 Kitinin deproteinizasyonu, demineralizasyonu ve deasetilasyonu

sonucunda kitosanin elde edilmesi

Kitin ve kitosanin kimyasal yapist Sekil 1.2'de gosterilmektedir. Kitosan, -(1-4)
glikozidik baglarindan meydana gelir. Kitosan glukozaminin baskin yinelenen birim
oldugu D-glikosamin ve N-asetil D-glikozamin monomerlerin olusan lineer bir
kopolimeridir. Kitin ve kitosanin molekiil kiitlesi birkag milyon dalton'a kadar olan

uzun zincirli polimeri temsil eder [2].
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Sekil 1. 2 Kitin ve kitosanin kimyasal yapisi

Kitin uygulamalari, kitosan ile karsilastirildiginda sinirlidir. Bunun sebebi, kitin,
yapisal olarak seliiloza benzer ancak kimyasal olarak inert oldugundan uygulamada

zorluklar yaganmaktadir. Bundan dolay1 ¢esitli modifikasyonlar yapilmaktadir [1].

Kitosanin kullanimi deasetilasyon derecesi, molekiil agirligi, viskozite, pH ve renk
gibi 0Ozelliklerine gore belirlenmektedir. Seyreltik asitlerde (asetik asit, vb.)
¢ozilinebilen kitosanin suda ¢oziinebilir formda tiirevlerini elde etmek lizere yapilan
calismalar sonu¢ vermis olup 6zellikle biyoteknoloji alanindaki ¢aligmalar devam

etmektedir [4].

Kitosan, tosilleme, alkilleme, karboksilleme, siilfolama, schiff bazi1 gibi organik
reaksiyonlar ile kolaylikla modifiye olabilen serbest amin grubu ve hidroksil grubunu
tagimaktadir. Boylece sentetik polimerlere gore farkli fonksiyonel gruplar iceren
polimerlerin sentezlenmesinde oldukga blyUk bir potansiyele sahip olurlar. Kopolimer
formunda bulunan kitosan fiber, film ve mikro kiirelere doniistiiriilebilir. Yapisinda
bulunan amin gruplar1 asidik ortamda ¢oziinilir 6zellige sahip olmasina sebep olur.
Kitosan yapisinda bulunan serbest amin gruplariyla katyonik polielektrolit 6zelligi
kazandirmaktadir [5]. Kitosan katyonik poliamin 6zelligindedir [6]. Coziintirlik,
deasetilasyon derecesi, molekiil agirligi, viskozite ve renk gibi fiziksel ozelllikler
kitosanin ozelliklerine dogrudan etki eden parametrelerdir [7]. Kitosanin molekiil
agirhg 50 kDa ile 2000 kDa arasindadir [5, 8]. Kitosanin molekiil agirhigi,
antimikrobiyal aktivitesini etkileyen en onemli faktorlerin basinda gelmektedir.

Kitosanin molekiil agirlig arttik¢a antimikrobiyal 6zelligi artmaktadir [9].

Deasetilasyon derecesi (DD) fizikokimyasal 6zellikleri tiimiyle etkilemektedir. DD,

kitosanin biyobozunurlugunu ve bagisiklik aktivitesini etkiler. DD’nin genelde %75

2



ve lizeri oranda bulunan kitin, kitosan olarak kabul edilmektedir. Fakat kitosanin DD,
hazirlama metodu ve elde edildigi kaynaga bagli olarak %56- %99 arasinda degisiklik
gostermektedir. Sekil 1.3°te kitosanin DD %95 olan kimyasal yapisi gosterilmektedir
[10].

OH
NH,
TO O  HO -
HO 5O 3
NH,
_ OH  In

Sekil 1. 3 Deasetilasyon derecesi %95 olan kitosanin kimyasal yapis1

Kitosan icin DD belirlenmesi amaciyla elemental analiz, titrasyon Ol¢iimleri
(potansiyometrik, lineer potansiyometrik, kondiktometrik), FT-IR spektroskopisi, 1H
NMR spektrometrisi gibi metotdar kullanilmaktadir [10]. Kitosan ¢ozeltisinin
viskozitesi sicakliga, konsantrasyona ve deasetilasyon derecesine bagli olarak degisir.
Deasetilasyon derecesinin artmasiyla ¢ozeltinin viskozite degeri de artar. Kitosanin

diistik sicaklikta konsantrasyonu artar ise viskozitesinde artig goriiliir [11, 12].

Kitosan, biyouyumlu, biyobozunur, antimikrobiyal ve yenilenebilir bir polimerdir.
Dogal wviicut bilesenleriyle biyouyumlu olmasi sebebiyle biyolojik olarak
parcalanabilmesi mumkindur. Toksik 6zellik gdstermemesi sebebiyle glvenlidir.
Memeli canlilar ve mikrobiyal hiicrelere yapisma ozelligine sahiptir. Fungisidal,
insektisidal ozelliklere sahip olmasi sebebiyle bitki kaplama maddesi olarak

kullanilmaktadir. Boylece zirai miicadele ¢alismalarinda tercih edilmektedir [12].

Kitin ve kitosan ¢evre dostu dogal bir biyopolimer ve yenilenebilen bir kaynaklardir.
Bu ozellikleri sayesinde birgok farkli sektérde kullanilmaktadirlar [13]. Ancak
kitosanin ticari olarak kolayca elde edilebilmesi ve bir¢cok kullanim alaninin olmasi
sebebiyle kitinden daha fazla ilgi ¢ekmektedir. Tablo 1’de kitosanin gida, ziraat,
medikal, kozmetik, biyoteknoloji ve su aritma gibi bir¢ok uygulama alanindaki

kullanimlar1 hakkinda detayl bilgi verilmistir [14, 15].



Tablo 1.1 Kitin ve kitosanin uygulama alanlarina gére kullanimlari

Uygulama Alam Kullanimi
Gida e Kivam arttirict
¢ (Gida koruyucusu
e Hayvan yemlerini de igeren yiyecek katki maddesi
e Yiyecek islemede
o Filtreleme ve temizleme
e Hipokolestrolemik madde
e Atik yiyeceklerin tekrar iglenmesi
Ziraat ¢ Bitki katki maddesi
e Antimikrobiyal ve antifungal madde
e Bitki tohumu kaplanmasi
e Giibre yapimi
e Insektisid ve nematositlerde
Medikal e Hidrojel yapimi
e Yara Ortiisii olarak sargi bezi ve yara band1 yapiminda
e Yanik tedavisinde aciy1 dindirme ve iyilestirme etkisi
e Kani pihtilagtirict madde
e Antikoagulant ve  antitrombojenik  materyaller
(stilfatlanmig-kitin turevleri olarak)
e Hemostatik madde
e Kontakt lens yapimi
e Tlac salimi
Kozmetik e Sag sekillendirici yapimi

e Cilt nemlendirmede (nemlendirici kremlerde)
e Antikolestrol ve yag baglayici olarak zayiflama maddesi

e Aftershave, deodorantlarda koku giderici madde

Biyoteknoloji

e Kromatografik yontemlerde

e Enzim immobilizasyonunda

Su Aritma

e Kirlenmis atik sular i¢in koagiilasyon ve flokiilasyon




e Atik sudaki metal iyonlarinin uzaklastirilmas: ve geri

kazanimi

Hidrojeller, su igeren jellerdir. Hidrofilik yapida olmalarina ragmen suda ¢éziinmeyen
ve suda sigebilen polimerlerdir [16]. Hidrojeller dogal ya da sentetik polimerlerden
sentezlenebilmektedirler. 1954 yilinda Lim ve Wichterle tarafindan ilk kez
tanimlanmis olan hidrojellerin iyonik etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler,
Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri
araciligiyla ti¢ boyutlu yapist meydana gelmektedir [17, 18]. Hidrojeller essiz
malzeme olarak nitelendirilirler. Bunun sebebi, yumusak olmalar1 ve su tutma

kapasitelerinin yiiksek performansta olmasidir [19].

Hidrojeller, termodinamik olarak uyumluluk gosterdikleri suda ve biyolojik sivilarda
sisebilen capraz bagli makromolekiiler aglardir [18]. Su absorplama yetenekleri
polimer iskeletine bagli hidrofilik fonksiyonel gruplardan kaynaklanirken, ana
zincirleri arasinda bulunan hidrojen baglar1 veya Van der Waals etkilesimleri gibi
kuvvetlerden dolay1 ¢6ziinmezdirler [20]. Hidrojeller ¢apraz baglanmalar ile
olugsmaktadir. Capraz baglanma, hidrojellerin {i¢ boyutlu ags1 yapisinin olusmasini ve
suda ¢oziinmemesini saglamaktadir. Ayrica hidrojellere mekanik dayanim ve fiziksel
biitlinliikk saglamaktadir. Bu sayede hidrojeller suda ¢6ziinmeden, orijinal seklini
koruyarak siserek agirliginin  yaklagtk 10 ile 20 katt kadar suyu
absorplayabilmektedirler [18, 21, 22]. Suda sisen bir hidrojelin yapis1 Sekil 1.4’te
gosterilmistir [23].
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Sekil 1. 4 Su absorblayan hidrojelin sismis yapisi

Kserojel, kuru haldeki jel anlamina gelmekte olup su absorplama kapasitesi hidrofilik
grup miktaria ve ¢apraz bag yogunluguna gore degisiklik gostermektedir. Hidrojelin
absorplayabilecegi su miktari, kserojelin agirhgini 1000 katina kadar
yukseltebilmektedir. Hidrofilik gruplarin sayisi arttikga su absorplama kapasitesi

artmaktayken, ¢apraz bag yogunlugunun artmastyla ise azalmaktadir [16, 24].

Hidrojellerin fiziksel o6zelliklerinden olan sisme orani ¢apraz bag yogunlugu ile
kontrol edilmektedir [25]. Capraz baglar arasinda tekrar eden ortalama monomer sayisi
capraz baglanma yogunlugu olarak adlandirilmaktadir. Capraz bag yogunlugu fazla
olan hidrojellerin daha az su absorpladigir ve daha yogun ii¢ boyutlu 6rgiiye sahip
olduklar1 gbzlemlenmistir. Bunun sebebi, ¢apraz baglanma ile birlikte polimer
zincirindeki hareket etme 6zelligi engellenmekte ve jelin sisme miktar1 azalmaktadir.

[26, 27]

Hidrojellerin kullanim alanlari, elde edildikler kaynaklara gore degisiklikler
gostermektedir. Dogal ve yapay hidrojellerin oksijen gecirgenligi sayesinde canli doku
ve kan ile miikkemmel derecede uyumlu olmalar1 sebebiyle medikal uygulamalarda
stk¢a kullanilmaktadirlar [28]. Dogal kaynakli hidrojeller ile sentetik hidrojellerin
arasindaki baz1 farkliliklar Tablo 1.2°de verilmistir [30, 31].



Tablo 1.2 Dogal kaynakli hidrojeller ile sentetik hidrojeller arasindaki farkliliklar

Karsilastirma Dogal Kaynakh Sentetik
Sekilleri Hidrojel Hidrojel
Hazirlama Dogal malzemeler ile o Kimyasal polimerizasyon ile elde
Yontemi polimerlestirme edilir.
Agisindan yapilir.
Avantajlar Biyouyumlu e Yapisinda  dogal  biyoaktif
Biyobozunur ozellikler bulunmamaktadir.
e Mekanik ozellikleri
degistirilebilir.
Dezavantajlar: Mekanik ozellikleri e Biyobozunur degildir.

uygun degildir.
Dokuyla uyum
saglanamadig1
durumda iltihaba

sebep olabilir.

Toksik ozellik gosterebilir.

Polimerik hidrojeller, hazirlama yontemi, icerdigi yan gruplar, fiziksel yapisi, ¢apraz

bag cesidi, su absorplama gibi bazi kriterlere gore siniflandirilmaktadirlar. Tablo

1.3’te hidrojellerin siniflandirma tiirleri agiklanmaktadir [31, 32].



Tablo 1.3 Hidrojellerin siniflandirilmasi

SmiflandirmaTiiri

Hidrojel Cesitleri

Hazirlama Yontemi

Homopolimer hidrojeller

Kopolimer hidrojeller

Coklu polimer hidrojeller

IPN (interpenetrating networks, i¢ ice

gecmis ag yapilar) hidrojeller

Icerdigi Yan Grup Notral (iyonik olmayan) hidrojeller
Iyonik hidrojeller
Anyonik hidrojeller (negatif yikli)
Katyonik hidrojeller (pozitif yikl()
Poliamfolitik hidrojeller
Fiziksel Yapisi Amorf hidrojeller
Yari-kristalin hidrojeller
Hidrojen bagli hidrojeller
Capraz Baglanma Fiziksel ¢apraz bagl hidrojeller
Durumu Kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller
Su Absorplama Ozelligi Disiik sisme dereceli (% 20-50)

hidrojeller
Orta sisme dereceli (% 50-90)
hidrojeller
Yiiksek sisme dereceli (%90-99.5)
hidrojeller

Slper-absorban (>% 99.5) hidrojeller

Kimyasal Kararhhg:

Biyobozunur hidrojeller
Biyolojik  olarak  bozunamayan

hidrojeller




Hidrojel olusumu fiziksel etkilesimlerin neden oldugu c¢apraz baglar ile
gerceklestiginde fiziksel jel olarak adlandirilmaktadir. Iyonik baglar, hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesimler fiziksel etkilesim olarak adlandirilmaktadir [24]. Bu
etkilesimler ile elde edilen hidrojeller sicaklik, pH veya c¢oziici bilesiminin
degistirilmesi sonucunda homojen bir ¢ozelti meydana gelmektedir. Ortam kosullar
baslangictaki hale geri getirildiginde ise tekrar jel formuna geri donmektedirler. Bu

ozelligi bakimindan fiziksel jeller tersinir jel olarak kabul edilmektedir [26].

Kitosan ile aljinatin etkilesimi ¢apraz baglanan iyonik etkilesim olarak
gosterilmektedir. Pozitif ylikli polimerik kitosanin olusmasi ic¢in negatif yiiklii
karboksimetil seltiloz eklenmesi gerekmektedir. Negatif yukli olan aljinatlar iki

degerlikli katyonlar ile c¢apraz baglanmaktadir [33].

Modern teknolojiyle birlikte, fiziksel capraz bagli hidrojeller c¢ok fazla ilgi
gormektedir. Bu durumun asil sebebi, bu hidrojelleri hazirlamak i¢in ¢apraz baglayici
Kimyasallar kullanilmadan elde edilebiliyor olmalaridir. Fiziksel ¢apraz baglayici
ajanlar, hem tutulmasi istenilen maddelerin (protein ve hiicreler gibi) biitlinliglinti
etkilemez hem de toksik madde icermedikleri icin uygulama 6ncesinde jellerden

uzaklastirilmalarina gerek olmadan kullanilabilmektedirler [34].

Kimyasal ¢apraz bagli hidrojellerin zincirleri birbirleriyle giiclii kimyasal baglarla
baglanarak kalic1 olarak jel yapisini olusturmaktadirlar. Sicaklik, pH ve ¢oziiciisiiyle
tekrar ¢Oziinmesi mimkiin degildir. Bu sebeple tersinmez jel olarak
isimlendirilmektedirler [18, 26]. Biyouyumlu olmas1 sebebiyle organ ve doku dolgu
malzemesi olarak siklikla kullanilmakta olan pHEMA bu kategoride yer almaktadir
[33]. Kimyasal ¢agraz bagl hidrojel sentezi i¢in en fazla uygulanan yontemlerden biri
suda ¢ozilinebilen monomer ile uygun kimyasal yap1 ve miktarda bulunan ¢agraz
baglayici ile polimerizasyonu ile elde edilmektedir. Alternatif olarak ¢apraz baglayici

ajan kullanimiyla hidrofilik polimerin polimerizasyonu saglanmaktadir [19, 29].

Kimyasal capraz bagli hidrojel elde etmek i¢in en az iki tane fonksiyonel grup iceren
capraz baglayict kullanilmaktadir. Capraz baglayicinin sahip oldugu iki ve iizeri
fonksiyonel grup, yiiksek molekiil agirlikli polimer zincirini birlestirmektedir.

Kimyasal capraz baghi hidrojel sentezi i¢in en fazla kullanilan baglayicilar



gluteraldehit, formaldehit, maleik asit, etilen glikol dimetilakrilat ve N, N-metilen
bisakrilamiddir [31].

Molekiil yapisi1 kiiclik olan bir sivinin polimerik yapisinin degisiklige ugramasi
sebebiyle sogurulmasina sisme adi verilmektedir. Kiiglik molekiillii yapilarin
hareketliligi yiiksek olmasina ragmen polimer gibi ¢ok biiyiikk yapilt molekiillerin
hareketliligi tek yonlii olarak gergeklesmektedir. Bu sebeple makromolekiiller ¢oziicii
fazina gecemez ve ¢oziinemeyen molekiiller i¢ine yiiksek oranda siviy1 alip sisme
egilimi gostermektedir. Sisme Ozelligi ¢apraz baglanma oranina gore degiskenlik
gostermektedir. Capraz bag yogunlugu fazla olan yapilar ¢ok daha fazla oranda siviy1

absorplama 6zelligine sahiptir [17, 31, 35].

Sentetik materyaller, canli viicudu igin yabanci cisim olarak tanimlanarak yiizey
serbest iliskisi farkindan kaynakli olarak istenmeyen reaksiyonlara sebep olmaktadir.
Hidrojel, canli viicudunun yapisina benzemektedir. Canli viicudu, biyomolekiillerin
suyla birlesmesinden olustugu i¢in hidrojel ile uyum saglayabilmektedir. Hidrojeller
biyouyumlu olmasi sebebiyle biyomalzeme olarak siklikla kullanilmaktadir [25].
Hidrojeller, sicaklik ve pH gibi dis faktorlerin degisimiyle hacimlerini kontrolll olarak
azaltip arttirabilirler. Boylece medikal, tarim ve teknoloji gibi alanlarda genis bir

kullanima sahip olmaktadir [36].

Hidrojeller biyomalzeme olarak kullanimimin yani sira endiistride seyreltik
cozeltilerden makro molekiillerin ayristirilmast islemlerinde de kullanilmaktadir.
Yapilan bir ¢caligmada, s1viy1 absorplayan bir hidrojelin, s1v1 i¢inde bulunan maddeleri
ayirdigr goézlemlenmistir [37]. Sivi igerisinde bulunan molekiilleri fiziksel olarak
ayristirma Ozelligine ek olarak jel kromatografisiyle molekiiler yapida ayristirma
islemi de yapabilmektedir [38]. [lag uygulamalarinda, bulundugu ortamin pH’ma baglh
olarak c¢ozeltideki agir metal iyonlarm ayrigtirilmasinda kullanilan hidrojellerin

basinda akrilamid/metakrilik asit hidrojeli gelmektedir.

Boya ve tekstil endiistrisinde kullanilan bazi hidrojeller, bazik boyalar ve tekstik

atiklarinin ¢6ziinmesini saglayarak cevresel sorunlarin ¢6ziimii i¢in kullanilmaktadir

[39].

Yanik tedavisi ve yara ortiisii olarak esnek ve antialerjik olmalart sebebiyle hidrojeller

sikca kullanilmaktadir. Hidrojellerin diger bir kullanim alani ise yanik tedavisidir.

10



Hidrojellerin oksiyen ve su bazli ilaglarin gegisine engel olmayan yapisi, antijenik,
esnek fakat yiiksek dayanimli olmasi o6zelliginden dolay1r yara tedavisinde
kullanilmasii saglamaktadir [38]. Hidrojeller doku yapiminda, ilag tasiyici
sistemlerde ve biyosensor olarak kullanilmasinin yani sira, protein ve DNA
molekiillerinin enkapsiilasyonu i¢in de kullanilmaktadir [40]. HA yardimiyla sulu
ortamda hidrojellerin gozenekleri genisleyerek porlarin arasina besin ya da atiklarin
girisiyle canli hiicre yasami saglanmaktadir [41]. Stiper gézenckli pHEMA-jelatin
hidrojelleri kemik doku miihendisliginde doku iskelesi olarak kullanilmaktadir [42].
Fiziksel ¢agraz bagli olarak sentezlenen aljinat bazli hidrojellerin biyouyumluluklari
ve hiicrelerin adaptasyonuna olanak tantyan hafif jellesme reaksiyonuyla doku iskelesi

olarak kullanilmaktadir [43, 44].

Hidrojellere sisme ve mekanik dayanim testleriyle termal, SEM ve FT-IR analizleri,

uygulanan karakterizasyon testleri uygulanmaktadir.

Hidrojellerin karakterizasyon testlerinden en Onemli test sisme davranisinin
gozlemlenmesidir. Hidrojellerin sisme testi, dinamik sisme testi yardimiyla
belirlenmektedir. Dinamik sisme test calismalarinin sonucu olarak elde edilen

verilerden yola c¢ikilarak sigsme kinetigi matematiksel olarak degerlendirilmektedir
[44].

Hidrojellerin sisme 6zellikleri, ¢oziiciiniin absorpsiyon hizi ve ¢oziiciiniin ilerleme
hiziyla dogru orantili olarak degismektedir. Coziiciiniin absorplama hizi, birim
zamanda porlara alinan ¢oziiciiyii ifade etmektedir. Hidrojellerin sisme orani; ¢apraz
baglanma oranina ve yapisinda bulunan fonskiyonel gruplarin iyonlasma derecelerine

baghdir.

Sisme testi i¢in hidrojel numuneleri belirli bir miktar suya daldirilir. Sabit tartima
gelene kadar, belirli araliklarla sudan c¢ikarilip hafif kurutulduktan sonra tartilarak
sisme degerleri tayin edilir. Denge durumuna geldiginde hidrojel maksimum agirliga

ulagmaktadir [45].

Dogal polisakkarit kitinden tlretilen katyonik polisakkarit olan kitosan, uzun yillardir
biyomateryal olarak kullanilmasi hakkinda calismalar siirdiiriilmektedir. Uygun
ozelliklere sahip bir polikatyonik polimer olarak, ila¢g dagitim alanlarindaki gesitli

uygulamalar icin polianyonlarla polielektrolit kompleksleri olusturmak igin yaygin
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olarak kullanilmaktadir. Son yillarda, kitosan ve onun suda ¢6ziiniir tiirevlerine dayali
polielektrolit komplekslerinin hazirlanmasina odaklanan artan sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Filmler, kapsiiller, mikrokapsiiller gibi hedefli/kontrollii salim
profillerine sahip bir dizi hayati ilag tasiyicisi i¢in biyomateryaller olarak ¢cok uygun
olduklar1 kabul edilmistir. ilag tastyicilari olarak cesitli uygulamalari detayli olarak

incelenmistir [46].

Kitosan ve suda ¢oziindr tlrevleri, toksik 6zellikte olmamasi, yiiksek biyouyumluluk
ve mitkemmel biyobozunurluk gibi hayati 6zellikleri goz 6niine alindiginda farmasotik
alanlarda, 6zellikle kontrollii salim ila¢ verme alaninda potansiyel uygulamalarla zorlu
biyomalzemeler olacaktir. Yapilan c¢alismalarda go6zlemlenen, yiiksek oranda
hidrofilik ve sisebilme, diisiik ara yiizey gerilimi, ylksek gecirgenlik ve uygun film
olusturma davranigi gibi olumlu sonuglara dayanarak, filmler, kapsuller ve
mikropartikiiller gibi uygun formlarda kitosan bazli polielektrolit kompleksleri nemli

ilag tastyicilari olabilecegi diistiniilmektedir [46].

Kitosanin yapisinda bulunan -NH gruplarina baglanan farkli gruplar ile kitosanin
tuzlar sentezlenmektedir. Kitosan ve kitosan tuzlarinin kimyasal molekiil formiilleri

Sekil 1. 5’te gosterilmektedir [46].

OH
a) Kitosan
R
\
NH
© HO
OH
b) Kitosan tuzlar

(R=-CH,COOH,-CH,CH(OH)COOH,...)

Sekil 1. 5 Kitosan ve kitosan tuzlarinin kimyasal molekiil yapisi
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Kitosanin tiirevlerinden olan kitosan hidrokloriir tuzunun sentezlenmesi amaciyla,
seyreltik asit ¢cozeltisi icinde kitosan ¢oziiliir. Bu durumda, tiim serbest amino gruplari
bir amonyum kloriir olusturur ve fazla HCI ¢ozelti icinde kalir. Sekil 1. 6’da kitin,

kitosan ve kitosan hidrokloriiriin kimyasal yapilar1 gosterilerek aralarindaki degisimler

belirtilmistir [47].

A OH “"?0 OH -—?0
B S T S S
; cf%r\:‘ﬁ?c;,o o\%{\\?o Kitin
NH H NH
_.60 __.<\0 H
B OH OH _
FNSRATZ G Rt Kilosan
" Wm © ©
NHz o NH y
_<\0

NH, Kitosan
oA\

C OH Clg OH cl
H ”\GZ;-‘\J?\ HO O\W\ hidroklortir
E)I EHB HO __{IH HO
o]

Sekil 1. 6 Kitosan hidrokloriiriin kimyasal molekiil yapis1
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2. DENEYSEL KISIM

2.1. Malzeme

Bu ¢alismada, kabuklu deniz canlilarinin ana maddesi olan kitinin deasetilasyonu
sonucunda elde edilen diisiik molekiil agirlikli, %75 deasetilasyon derecesine sahip
olan kitosan Mitosan firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan gluteraldehit
Merck firmasindan temin edilmis olup %25°lik sulu ¢ozeltisi kullanilmistir.
Hidroklorik asit (ACS reagent, %37) Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Sodyum aljinat, Merck firmasindan temin edilmistir.

2.2. Cihazlar

Kitosan hidrokloririin sentezlenmesi amaciyla gerceklestirilen ¢alismada hassas
terazi, manyetik karistirici, etiiv ve pH metre cihazlar1 kullanilmistir. Kitosan ve
kitosan hidrokloririin karakterizasyonu icin FT-IR, viskozimetre, SEM, TGA ve DSC

cihazlart kullanilmistir.

2.2.1 Fourier doniisiimlii infrared spektrumu (FT-IR)

FT-IR spektrumlart ATR aparatina sahip PerkinElmer Specturm 100 FT-IR cihazinda
4000-650 cm™ araliginda 4cm™ ¢ozlinirliikte 16 kez taranarak elde edildi.

2.2.2 Viskozimetre

Brookfield DV2 viskozitmetresi kullanilmistir. Kitosan tozu ile hazirlanan
cozeltilerinin viskoziteleri tayin edildi.

2.2.3 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Optik mikroskoplarda goriintliniin elde edilmesinde 1s1ik kullanilirken, elektron
mikroskoplarinda, 151k yerine elektron kullanilir. Elektronun dalga boyu, 1518a gore
birkag¢ bin defa daha kii¢iik oldugu i¢in bu mikroskopla daha ayrintili goriintiiler elde
etmek miimkiindiir. SEM’de goriintii olusumu temel olarak; elektron demetinin
incelenen Ornegin yiizeyi ile yaptig1 fiziksel etkilegsmelerin sonucunda ortaya ¢ikan

sinyallerin toplanmasi ve incelenmesi prensibine dayanir.
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Bu calismada ZEISS LEO-1430 VP SEM cihazi kullanilmistir. Uretilen malzemelerin
morfolojisine (gozenek ve gozenek boyutu farkliliklari) gozlemlendi. Kitosan
hidrokloriir ve hazirlanan hidrojellerin morfolojileri ve gozenek biiyiikliikleri SEM
kullanilarak belirlendi. Kitosan hidrokoriiriin SEM goériintiileride 100-350 mikron

(mikrometre) arasinda degisen diiz piirlizsiiz bir yiizey gozlendi.

2.2.4 Termogravimetrik analiz (TGA)

Bir numunenin kiitlesinin, kontrollii bir atmosferde kontrollii bir sicaklik programi
altinda sicakliga veya zamanin bir fonksiyonu olarak izlendigi bir tekniktir. TGA,
hassas bir denge tarafindan desteklenen bir numune kefesinden olusur. Bu kefe bir
firinda bulunur ve deney sirasinda sitilir veya sogutulur. Numunenin kiitlesi deney
stirasinda izlenir. Numune tasfiye gazi numune ortamini kontrol eder. Bu gaz, eylemsiz

veya numune iizerinde akan ve bir egzozdan ¢ikan reaktif bir gaz olabilir.

Kitosan hidrokloriir ve ¢apraz bagl filmlerin termogravimetrik analizi, bir SDT 2960
Simultaneous DSC-TGA termogravimetrik analiz cihazinda (TA Instruments, New
Castle, DE, ABD) yapild1. Olgiimler, nitrojen atmosferinde 50 °C ila 800 °C araliginda
10 °C/dk 1sitma hizinda ger¢eklestirilmistir.

2.2.5 Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC)

DSC, malzemelerin termal 6zelliklerini karakterize etmek i¢in kullanilan faydali bir
yontemdir. DSC termogramlar1 erime noktasi ve camsi gegis sicakligini gosteren
piklerin kaybolmasi veya olugsmasi1 gibi malzemeler arasindaki etkilesimler hakkinda

bilgi verir.

DSC cihaz1 yardimiyla numune 1sitilirken, sogutulurken veya sabit bir sicaklikta
tutulurken sogurulan veya saliverilen enerji miktarin1 6lger. Cihazda standart ve
numune bulunur. Numune sicakligi ile referans sicakligi ayni tutulur. Eger numune ile
referans arasinda bir sicaklik farki saptanirsa, sicakligi ayni tutmak i¢in numuneye
verilen enerji (gii¢) miktar1 degistirilir. Bu yolla numunedeki faz degisimi sirasindaki

1s1 transferi miktar1 saptanabilir.

Bu ¢alismada, TA Instrument markali DSC cihazi ile otomatik termal analiz sistemi
kullanilarak ~ kitosan  hidroklorir ~ ve  hidrojellerinin  termal  analizleri

gergeklestirilmistir. Her 6rnek yaklasik olarak 5 mg tartim alindi ve aliimiinyum pana
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yerlestirildi. Ornekler azot gazi akisi altinda (20 ml/dk)10 °C den 350 °C’ye kadar 10
°C/dk tarama hizinda 1sitildi.

2.2.6 Calkalamal inkiibator

Bakteri ya da maya kiiltiirii yaparken ihtiya¢ duyulan sicaklik ve ¢alkalama hareketini
es zamanl saglayabilen cihazlardir. Sekil 2.1°de gosterilen Biosan marka Orbital

Shaker Incubator ES-20 modeli kullanilarak ¢alisma gergeklestirilmistir.

Sekil 2. 1 Calkalamali inkiibator

2.2.7 Liyofilizator cihaza

Liyofilizator cihazt dondurarak kurutma islemi i¢in kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,

Sekil 2.2°de gosterilen Labconco markali cihaz kullanilarak hidrojeller kurutulmustur.

Sekil 2. 2 Liyofilizator cihazi
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2.3 Kitosan Hidroklorir Sentezi

Diisiik molekiil agirlikli kitosandan 1 g tartilarak HCI ¢ozeltisine eklendi. Coziinmesi
amaciyla manyetik karistiric1 yardimiyla karistirildi. Coziinmeyen kisim nuge erleni

yardimiyla filtrelenerek ¢ozeltiden uzaklastirildi.

Sekil 2. 3 Kitosan hidroklorir ¢ozeltisinin etlivde kurutulmadan dnceki goranimi

Sizintl, Sekil 2.3’te gosterildigi sekilde etiivde kurutulmaya birakildi. Etiivde 40
°C’de 24 saat boyunca kurutulduktan sonra Sekil 2.4’te gosterilen kitosan hidroklortr
(ChCI) elde edildi.

Sekil 2. 4 Etiivde kurutulmus olan kitosan hidroklorur

2.4 Kitosan Hidroklorir’iin FT-IR Cihazi ile Karakterizasyonu

FT-IR cihaziyla polimer, ilag ve adli analizler, malzeme bilimleri, kimya ve seramik

gibi ¢esitli organik ve inorganik numunelerin niteliksel ve niceliksel analizleri
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yapilmaktadir. Kitosan ve kitosan hidrokloririin FT-IR spektrumlari Sekil 2.5'te
gosterilmektedir [33, 34].
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Sekil 2. 5 (a) Kitosanin FT-IR spektrumu (b) Kitosan hidrokloririin FT-IR

spektrumu

2.5 Hidrojel Sentezi

Destile su igerisine agirlikca %1 w/v ve % 3 w/v kitosan hidroklorlr eklenerek
cozunene kadar karistirildi. Kitosan hidroklorlrden hidrojel iiretebilmek amaciyla
glutaraldehit capraz baglayicisindan farkli yiizdelerde (%210-50) kullanilarak hidrojel
sentezi gerceklestirildi. Kimyasal c¢apraz baglayicit olarak glutaraldehit, fiziksel
etkilesim ile hidrojel sentezlenmesi amaciyla sodyum aljinat kullanilmigtir. Kitosan

hidrokloriirden hidrojel sentez asamalar1 Sekil 2.6°da gosterilmektedir.
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Sekil 2. 6 Kitosan hidroklortrden hidrojel sentezi

%]1 oraninda hazirlanmig olan kitosan hidroklorur ¢ozeltisi ile %6, %10 ve %20

oraninda gluteraldehit ¢apraz baglayicisi kullanildi. %3 oraninda hazirlanmis olan
kitosan hidroklorlr c¢ozeltisi ile %10, %20, %30, %40 ve %50 oranlarinda

glutaraldehit iceren ¢ozelti eklenerek jellesme saglandi.

Jellesme saglandiktan sonra elde edilen hidrojelin karakterizasyon testleri igin
calismalar gergeklestirildi.

2.6 Hidrojellerin Sisme Testi

Hidrojellerin karakterizasyonunun belirlenmesi igin en fazla uygulanan testlerin
basinda sisme testi gelmektedir. Sisme testi, hidrojelin kendi ¢6ziiciisii ya da farkli bir

coziiciide belirli stire bekletildikten sonra agirligindaki degisim olarak dl¢iilmektedir
[48].

Iki farkli gapraz baglayici konsantrasyonda hazirlanan hidrojellerin sisme yiizdeleri
hesaplanmistir. Sisme testi i¢in hidrojel orneklerinden belirli bir miktar numune
alimarak destile suda 24 saat boyunca oda sicaklifinda bekletilerek sigsmeleri

saglanmustir.

%S = [(mt-mo) / mo] x 100
%S: Kiitlece ylizde sisme orani
mo: Baslangigtaki kuru hidrojel kitlesi

My: t slire sonunda sigmis olan hidrojel kiitlesi
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2.7 Hidrojellerin Sol i¢eriklerinin Belirlenmesi

Liyofilize hidrojelleri kuru kiitle olarak tartildiktan sonra 37 °C’de destile suda 45

dakika siireyle bekletilmistir. Her seferinde su degistirilerek bu islem ii¢ kez

tekrarlanmistir. Jeller tekrar dondurularak liyofilize edilmistir. Ardindan nihai kiitle

tartilarak kaydedilmistir. Sol i¢erigi asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmigtir [49].
Sol = (mo-mi) / mo

Sol: Hidrojelin su emme degeri

mo: Baslangictaki jelin kiitlesi

mi: t siire liyofilize edilmis jelin kiitlesi

2.8 Viskozite Tayini

Viskozite, maddelerin akmaya kars1 gosterdikleri direng olarak tanimlanir. Viskozite,
hidrojeller i¢in 6nemli bir degiskendir. Hidrojellerin kullanilacagi uygulama alanlarina
gore siviya yakin bir jel olmasi ya da katiya yakin bir jel olmas1 gerekli olmaktadir

[50].

2.9 In Vitro Ortamda Bozunma Testi

In vitro ortam, laboratuvar ortaminda ya da yapay kosullarda, canli organizmanin
disindayken gerekli sartlarin saglanarak benzer ortamlarin olusturulmasi anlamina
gelmektedir. Bu ¢alismada, in-vitro ortamda 0,1 M fosfat tamponunda hidrolitik olarak
ve lizozim enzimi ile bozunma deneyleri c¢alkalamali inkiibator yardimiyla 37 °C

sicaklikta ve 100 rpm karistirma hizinda gercgeklestirilmistir.
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3. DENEYSEL SONUCLAR
3.1. FT-IR Cihaz ile Karakterizasyonu

3.1.1 Kitosan hidrokloririn FT-IR cihazi ile karakterizasyonu

Kitosan hidroklorir katyon haldeyken asidik olmayan ¢6zeltilerde ¢Oziiniir ve ayni
derecede deasetilasyonu koruyan oldukca saf 6rneklerle kiyaslanarak kimyasal yapisi

tayin edilir [33, 34].

Amonyum grubundaki N-H baglar1 Kitosan hidroklorir spektrumundaki gorinim
(sirastyla 1624 ve 1518 cm™), serbest aminlerin protonasyonunun kanitidir [51]. Sekil
3.1°’de c¢alismada kullanilan kitosan ve sentezlenen kitosan hidrokloriir tuzunun

spektrumlar1 gosterilmektedir.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
. T 2 T o T % T ¥, T b T

Kitosan-Cl

1518

1624

S )

1 1 I 1 1

Kitosan

Absorbans (a.u)

1653
N’\N

1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm -1 )

Sekil 3. 1 Kitosan ve kitosan hidroklorir FT-IR spektrumlari
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3.1.2 Sentezlenen hidrojellerin FT-IR cihaz ile karakterizasyonu

Sodyum aljinat bir katyonik polimer olan kitosan ile gii¢lii elektrostatik etkilesimler
kurabilme yetenegine sahiptir [52]. Kitosan, kitosan glutaraldehid ve kitosan-aljinat

hidrojelleri arasindaki kimyasal etkilesimler ve fonksiyonel gruplar FT-IR spektra ile
incelendi.

Tablo 3.1 Kitosan hidroklorur ve hidrojeller igin FT-IR frekanslar

Titresimler Dalgaboylar: (cm 1)

Aljinat spektrumu karakteristik 1623
piki karbonil grubu

-OH gruplarindan kaynakl 3446
kuvvetli pik, aljinat

Karbonil gruplarinin simetrik 1418
gerilme frekansi, aljinat

Asimetrik gerilme frekansi, 1098-1026
aljinat

1 %3ChiCl-%10GA %3ChiCl-%30GA .| Sodyum Alginat

Absorbans
Absorbans

Absorbans

i e e vk ke e e % JUASLSURE RN AR R TR MR L EmT
Dalgaboyu (cm™) . Dalgaboyu (cm') gaboyu (cm™)

1 %3ChiCl-Sodyum Alginat (oda sicakligi)

x| %3ChiCl-%50GA e %3ChiCl-Sodyum Alginat (°C’de)

Absorbans
Absorbans

Absorbans

Dalgaboyu (cm™) h C T DAalgal;oyt; (crﬁ‘l) T

" “Dalgaboyu (em?)

Sekil 3. 2 Kitosan hidroklortir ile hazirlanan hidrojellerin FT-IR spektrumlari
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3.2. Hidrojellerin Sismesi

Iki farkli capraz baglayici ile farkli konsantrasyonlar ve ortamlarda hazirlanan
hidrojellerin sisme ylizdeleri hesaplanmistir. Sisme testi i¢in hidrojel 6rneklerinden
belirli bir miktar numune alinarak destile suda 24 saat boyunca oda sicakliginda

bekletilerek sismeleri saglanmustir.

3.2.1 %1 oranda islak kitosan hidroklortr ve farkh oranlardaki glutaraldehit

ile hazirlanan hidrojellerin sisme testi sonuclar:

%1 oraninda kitosan hidroklorir c¢ozeltisine %6, %10 ve %20 oranlarinda ¢apraz
baglayict glutaraldehit eklenerek hidrojel elde edildi. Elde edilen hidrojel

numunelerine sisme testi uygulandi. Test sonuglar1 Tablo 3.1°de paylasiimistir.

Tablo 3.1 %1 oraninda Kitosan hidrokloriir ¢6zeltisine %6, %10 ve %20 oranlarinda
capraz baglayici eklenerek hazirlanan hidrojellerin suda sisme oranlari

Zaman Capraz Bag Orani ve Sisme Yiizdeleri
(dakika)

%6 %10 %20

0 0 0 0

30 189 154 95
60 290 255 200
120 311 285 245
240 326 311 280
360 332 319 300
1200 420 395 358
1440 442 415 366

Bu calismada diisiik molekiil agirlikli kitosan kullanilarak Kitosan hidroklorir

sentezlenerek  hidrojel  iiretimi  gergeklestirilmistir. ~ Farkli  glutaraldehit
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konsantrasyonlarinda hazirlanan hidrojellerin  sisme sonuglart  Sekil 3.3’te

gosterilmektedir.
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350 -
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N N w

o u
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‘;

150 - ——6% 10% 20%

100 -
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0O 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zaman (dakika)

Sekil 3. 3 Farkli konsantrasyonlarda glutaraldehid ile hazirlanan %1 oraninda

kitosan hidroklor(r i¢eren hidrojellere ait yiizde sisme oranlari

3.2.2 %3 oranda kuru kitosan hidroklorir ve farkh oranlardaki glutaraldehit

ile hazirlanan hidrojellerin sisme testi sonuclari

%3 oraninda kitosan hidroklorir ¢ozeltisine %10, %20, %30, %40 ve %50 oranlarinda
glutaraldehit capraz baglayici eklenerek hidrojel elde edildi. Elde edilen hidrojel

numunelerine sisme testi uygulandi. Test sonuglar1 Tablo 3.2°de gosterilmektedir.
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Tablo 3.2 %3 oraninda kitosan hidroklorir ¢ozeltisine%10, %20, %30, %40 ve %50
oranlarinda ¢apraz baglayici eklenerek hazirlanan hidrojellerin destile suda sisme

oranlari
Zaman Capraz Bag Oram ve Sisme Yiizdeleri
(dakika)
%10 %20 %30 %40 %50
0 0 0 0 0 0
30 2575 2345 2000 1923 1707
60 3700 3300 2522 2132 2100
120 4079 3600 3012 2399 2234
240 4200 3700 3126 2500 2299
360 4310 3900 3245 2545 2325
1440 4547 4000 3311 2689 2344
5000 -
4500 - —®
4000 A
_. 3500 -
X 3000 -
@ 2500 {9
& 2000 o/
“r 1500 A
1000 1 ——10 20 30 = 40 —e—50
500 A
0 A T T T T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zaman (dak.)

Sekil 3. 4 Farkli konsantrasyonlarda glutaraldehid ile hazirlanan %3 oraninda

kitosan hidroklorur iceren hidrojellerin destile suda ait yiizde sisme oranlari
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3.2.4 %3 oranda islak kitosan hidroklortr ve % 50 glutaraldehid ile hazirlanan

1slak hidrojellerin sisme testi sonuclari

%3 oranindaki Kitosan hidroklorir ¢ozeltisi ile %50 glutaraldehid eklenerek hidrojel
elde edildi. Jellesme siiresi, %50’den daha diisiik oranli ¢apraz baglayici igeren
hidrojellere gore daha hizlidir. Sigsme orant en diisiik olan hidrojel i¢in 6l¢iim
gerceklestirilmistir. Elde edilen hidrojeller liyofilize ile kurutulmadan numunelerine

sisme testi uygulandi. Test sonuglar1 Tablo 3.3°te paylagiimistir.

Tablo 3.3 %3 oraninda kitosan hidroklorir ¢ozeltisine %50 glutaraldehid eklenerek

hazirlanan 1slak hidrojellerin suda sisme oranlari

Zaman (dakika) Sisme Y Uzdesi

0 0,0

30 80,0

60 121,3

180 158,2

1440 170,1
180 -
160 -
140 -
= 120 -
£ 100 -

(]

£ 80 A
" 60 -
40 -
20 -
0 y

0O 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zaman (dak.)

Sekil 3. 5 %3 oraninda kitosan hidroklorur ile %50 glutaraldehid ile hazirlanan 1slak

hidrojellere ait yilizde sisme oranlari
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3.2.5 %3 oranda kuru kitosan hidroklorir ve sodyum alginat ile hazirlanan

hidrojellerin sisme testi sonuclari

%3 oranindaki kitosan hidroklorur ¢ozeltisine destile suda 1:1 oranin sodyum alginat
eklendi. Jellesme O °C ve oda sicakliginda sodyum alginat eklenerek hidrojeller elde
edildi. Elde edilen hidrojel numunelerine sisme testi uygulandi. Test sonuglar1 Tablo
3.4’te paylasilmistir. 72. saatin sonunda hidrojelin stabilitesini korumadigi tespit

edilmistir.

Tablo 3.4 %3 oraninda kitosan hidroklorir ¢ozeltisine destile suda sodyum alginat

eklenmesi ile hazirlanan kuru hidrojellerin suda sisme oranlari

Zaman (dakika) 0°C’de Sentezlenen Oda Sicakhginda
Hidrojelin Sisme Sentezlenen Hidrojelin
Y Uzdesi Sisme Yiizdesi
0 0 0
30 3124 2679
60 5001 4017
120 5489 4508
240 5389 4240
360 5104 4109
1440 4655 3960
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Sekil 3. 6 Farkl: sicakliklardaki ortamlarda sodyum alginat ile hazirlanan %3

oraninda kitosan hidroklorur (1:1) iceren kuru hidrojellere ait yiizde sisme oranlari

Bu c¢alisma kapsaminda kitosan tiirevleri hakkinda literatlirde genis kapsamli bir
arastirma gerceklestirilerek kitosan hidroklorur sentezi ile ilgili yapilan ¢alismalarin

yetersiz oldugu tespit edilmistir.

Kitosanin bir tiirevi olan Kitosan hidrokloriir sentezlenmistir. Ardindan ¢apraz
baglayici yardimiyla kitosan hidroklorir hidrojelleri sentezlenmistir. %6, %10 ve %20
oraninda glutaraldehid kullanilarak hazirlanan hidrojellerin sisme testi sonuglarina
gore yaklasik 24 saatin sonunda sisme degerleri maksimum degerlere ulagmistir.
Beklenildigi iizere, %20 capraz baglayici igceren hidrojellerin sisme degerleri %6
capraz baglayici iceren hidrojellerin sisme sonuglarina gore daha diisiik oldugu

gdzlenmistir.

3.3. Hidrojellerin Sol icerigi

Hidrojeller kuru kiitle olarak tartildiktan sonra 37 °C’de destile suda 45 dakika siireyle
bekletilmistir. Her seferinde destile su degistirilerek islem {i¢ kez tekrarlanmistir. Jeller
tekrar dondurularak liyofilize edilmistir. Ardindan nihai kiitle tartilarak

kaydedilmistir.
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3.3.1 %3 oranda kitosan hidroklorur ve farkh oranlarda glutaraldehit ile

hazirlanan hidrojellerin Sol iceriklerinin belirlenmesi ve karsilastirilmasi

Tablo 3.5 %3 oranda kitosan hidroklortir ile %10, %20, %30, %40, %50

oranlarinda glutaraldehit ilavesiyle olusan hidrojellerin Sol igerik degerleri

Baglayic1 Oram Sol i¢erik Degerleri
%10 0,493
%20 0,302
%30 0,247
%40 0,266
%50 0,309
0,6
0,5
‘= 04
%)
o
A 03
A 0,2
0,1
0
%10 %20 %30 %40 %50

Glutaraldehit Glutaraldehit Glutaraldehit Glutaraldehit Glutaraldehit

Glutaraldehit Yuzdesi

Sekil 3. 7 %3 oranda kitosan hidroklortir ile %10, %20, %30, %40, %50 oranlarinda

glutaraldehit ilavesiyle olusan hidrojellerin Sol igerik degerleri
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3.3.2 %3 kitosan hidroklorur ile sodyum aljinatin farkh sicakliklarda hazirlanan

hidrojellerin Sol iceriklerinin belirlenmesi ve karsilastirilmasi

Tablo 3.6 %3 oraninda kitosan hidroklorir ile sodyum aljinatin farkli ortam

sicakliklarinda hazirlanan hidrojellerin Sol igerik degerleri

Sicaklik Degeri Sol i¢cerik
Degerleri

0°C 0,869

Oda Sicakhg 0,892

0,895
0,89
0,885
0,88
0,875
0,87
0,865
0,86
0,855

eri

o0

Sol De

0°C’de Jellesme Oda Sicakliginda Jellesme
Ortam Sicakhi@1

Sekil 3. 8 %3 oraninda kitosan hidrokloriir ile sodyum aljinatin farkli ortam

sicakliklarinda hazirlanan hidrojellerin Sol icerik degerleri

Sol igerikleri bize hidrojeldeki ¢apraz bag yogunlugu ve hidrojellerin stabilitesi
hakkinda bilgi verebilmektedir. Fiziksel hidrojellerin daha kararsiz olduklar1 sol

degerlerinin yiiksek olmasindan da goriilmektedir.

3.4 Viskozite Tayini

Ayni 6zelliklerde bulunan iki numuneye uygulanan viskozite testine iliskin elde edilen

sonuclar Tablo 3.7’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.7 100 rpm ve 200 rpm doniis hizinda 6lgiilen viskozite degerleri

Cozelti Adx Doniis Viskozite  Tork (%)
Hizi (cP)

1. numune 100 rpm 162.0 16.2

2. numune 200 rpm 161.0 32.2

Olgtimler sonunda ortalama viskozite degeri 161,5 cP olarak elde edilmistir.

3.5 In Vitro Ortamda Enzim Testleri

In vitro ortamda enzim bozunmasi testleri deneyleri ¢alkalamali inkiibator yardimiyla

lizozim enzimi ile gergeklestirilmistir.

Farkli oranlarda glutaraldehit eklenmis olan hidrojellerden alinan 10 adet numune
tartilarak deney tlpine konulduktan sonra 5 numune enzimsiz ortamda, 5 numuneye
ise enzim eklenmistir. Ardindan 10 ml destile su eklenerek calkalamali inkiibatore
yerlestirilerek 37 °C sicaklikta ve 100 rpm doniis hizinda 30 gun boyunca
calkalanmistir. Bu calismada in vitro ortamda hazirlanan numuneler Sekil 3.9°da

gosterilmektedir.

Sekil 3. 9 In vitro ortamda deney tiipiinde hazirlanan numuneler

Sekil 3.10’da enzim igeren, Sekil 11’de ise ensizmsiz ortamda bulunan numunelerin
30 giin boyunca araliklarla alinan tartim sonuglarina ait grafikler gosterilmektedir.

Enzimsiz ortamda gerceklesen bozunma, hidrolitik bozunmadir.
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Sekil 3. 11 Enzimsiz ortamda bulunan numunelerin bozunma-agirlik kaybi (%)

grafigi
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3.6 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Goriintiileri

Hidrojeller oda sicakliginda kurutulduktan sonra SEM cihazi yardimiyla elde edilen
goriintiileri kaydedilmistir. SEM goriintiilemesi %10 ve %30 oraninda glutaraldehit
iceren hidrojeller i¢in uygulanmistir. Bunun sebebi ise, diger analiz sonuglar1 goz
oniinde bulunduruldugunda, en optimal kitosan hidrokloriir hidrojel olarak

belirlenmeleridir.

3.6.1 %10 glutaraldehit ilavesiyle elde edilen hidrojele ait SEM goéruntist

%10 oraninda glutaraldehit ile hazirlanan kitosan hidrokloriir hidrojele ait SEM
gorlintiileri ve sisme sonucunda meydana gelen bosluklar Sekil 3.12°de

gosterilmektedir.

Sekil 3. 12 %10 oraninda glutaraldehit ilavesiyle elde edilen hidrojelin SEM

gorintusu ve bosluklarin 6l¢timu

3.6.2 %30 glutaraldehit ilavesiyle elde edilen hidrojele ait SEM goruntisu

%30 oraninda glutaraldehit ile hazirlanan kitosan hidrokloriir hidrojele ait SEM
goruntuleri ve sisme sonucunda meydana gelen bosluklar Sekil 3.13’te

gosterilmektedir.
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Sekil 3. 13 %30 oraninda glutaraldehit ilavesiyle elde edilen hidrojelin SEM

goriintlisii ve bosluklarin 6l¢timii

3.6.3 Sodyum aljinat ilavesiyle elde edilen hidrojele ait SEM goruntusu

Sodyum aljinat ile jellestirilen ii¢ farkli kitosan hidrokloriir hidrojel i¢in SEM
goriintiilleri incelenmistir. Sekil 3.14, Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da sirasiyla kire
seklinde olan, kiirenin kesilmis hali ve yikanmig hidrojellerin SEM goruntileri

gosterilmektedir.

Sekil 3. 14 Kiire seklindeki jelin SEM goriintiisii
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Sekil 3. 16 Yikanmus jelin SEM goriintiisii

3.7 Termogravimetrik Analiz (TGA) Sonuglar:

Kitosan hidrokloriiriin ve hidrojellerin termal 6zelliklerinin belirlenmesinde TGA-
DTG kullanilmistir. Kitosan hidrokloriir ve hidrojellerin termogramlar1 Sekil 3.17°de
gosterilmektedir. Kitosan hidrokloriir polimerinin ana zincirinin bozunmasindan 6nce
50-120 °C arasinda adsorplanan suyun uzaklagsmasi ile % 10-11 bir agirlik kaybi
meydana gelmistir. Ana bozunma asamasi 230 °C ile 245 °C arasinda ger¢eklesmistir.
Ikinci bozunma asamas1 290-300 °C arasinda ve iiciincii bozunma asamasi igin ise 400-
450 ©°C arasinda gergeklesmistir. Kitosan hidrokloririn ve hidrojellerin

termogravimetrik analizlerinin sonuglar1 Tablo 3.8’de gosterilmektedir.
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Tablo 3. 8 Kitosan hidrokloririin ve hidrojellerin termogravimetrik analiz sonuglart

Icerik Ts Tmax (°C) Ikinci Uclinc Kalint1
(°C) Birinci bozuznma bozunma (%)
bozunma  sicakhgi (°C) sicakhigi (800°C)
sicakhigi ve bozunma (°C) ve
(°C) ve oram (%/dK) bozunma
bozunma orani
orani (%/dK)
(%/dk)
Kitosan 75.44 240.4/8.0 - - 32.1
Hidroklorir
Kitosan 66.39 241.1/ - 406.5/1.46 25.5
Hidroklorir 5.48
+ %10
Glutaraldehit
Kitosan 69.25 236.6 / - 418.8/1.00 29.8
Hidroklorir 6.33
+ 920
Glutaraldehit
Kitosan 70.68 238.5/ 295.2/1.86 401.7/1.65 27.3
Hidroklorir 4.71
+ 930
Glutaraldehit
Kitosan 72.11 239.3/ 293.7/2.25 430.6/1.55 27.2
Hidroklorir 4.96
+ %40

Glutaraldehit
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Kitosan 74.79 239.3/ 293.8/2.43 433.8/1.54 28.6
Hidroklorur 3.55

+ 9050
Glutaraldehit

Kitosan 66.97 247.1/ - - 27.2
Hidroklorir 8.27
+ Sodyum
Aljinat
100 : T . T - T " T T
- -+ - Chi-Cl
—10% Glu
S —20% Glu| A
80 + Y ———30% Glu|
——40% Glu
——50% Glu
g
60 -
= 2
40 -
20

I ' I H I J 1 8. 1 L) I & I v
100 200 300 400 500 600 700 800
Sicaklik (°C)

Sekil 3. 17 Kitosan hidroklorir ve farkli oranlarda glutaraldehit ile elde edilen

hidrojellerin termogravimetrik analiz grafigi

Sodyum aljinat ile fiziksel etkilesim yoluyla elde edilen hidrojellerde, 270-280 °C
sicaklik araligmin son biikiilme noktasi, kitosan zincirinin deasetilasyonu ve kismi

depolimerizasyonu icin karakteristikti ve saf bir kitosan numunesinde ve
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komplekslestirilmis sodyum aljinat - kitosan materyalinde Sekil 3.18’de bulunan

grafikteki gibi gozlemlenmistir.

100 —— P 0
90 -
80+ L1 &
; ——chi-cl &
70 - —— Chi-Cl/Alg =
_ ! - -+ D-Chi-Cl B
3 ] 4 - -~ D-Chi-Cl/Alg <
60 - : L2
E :
- [e]
B0 4 Mm
40 : .8
30 - '
1]
{
20 ‘ v -4

1 b 1 1 L I b I Y I ® I b4
100 200 300 400 500 600 700 800
Sicaklik (°C)

Sekil 3. 18 Sodyum aljinat ile fiziksel etkilesim yoluyla elde edilen hidrojellerin

termogravimetrik analiz grafigi

100 - : : . . . - :
80 -
S 60
% {|——ochi-Cl
—10
04| —— 50
—— Chi-Cl/Alg q
20

T v T T T T T v T r T T T v
100 200 300 400 500 600 700 800

Sicaklik (°C)

Sekil 3. 19 Fiziksel etkilesim ve kimyasal ¢apraz bagli olarak elde edilen

hidrojellerin bozunma grafigi
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Sekil 3. 20 Hidrojellerin bozunma grafigi

Sekil 3.20°de goriildiigii gibi ilk bozunma sicakligi D-20 ile en diisiik bozunma
sicakligr 236.6 °C gergeklesmistir. En yiiksek bozunma sicakligi ise 241.1 °C ile D-10
orneginde gergeklesmistir. Bozunma hizi ise beklenildigi gibi D-50’de gergeklesti. D-
10 ve D-20’de ikinci asamada bozunma gerceklesmezken {i¢iincii asamada en yiiksek

bozunma sicaklig: siras1 ile D-40 ve D-50"de 430.6°C’de ve 433.8°C’de bozunmustur.

3.8 Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Sonuclari

Bu ¢alismada elde edilen hidrojellerin DSC kromatogramlar1 Sekil 3. 21°de, kitosan
hidrokloriirlerin DSC kromatogramlar1 Sekil 3. 22°de gorilmektedir. Kitosan
hidrokloriir egrisindeki 120 °C sicakligi camsi gegis sicakligi endotermik pik ile
ilgilidir. Yaklasik olarak 300 °C sicakliklarda ise Chi-Cl bozunma sicakligina ait
ekzotermik piki gostermektedir. Yaklagik olarak 300 °C sicakliklarda glikoz
halkasinin  dehidrasyonu, asetillenmis ve asetillenmis yapisal birimlerin
depolimerizasyonu ve ayrismasi dahil olmak {izere Chi-Cl'nin termal bozunmasina

karsilik gelmektedir.
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Sekil 3. 21 DSC analizi grafigi
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Sekil 3. 22 %10 Glutaraldehid iceren kitosan hidroklorir ve kitosan hidroklorir-

alginat jellerine ait DSC termogramlar1
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda ticari bir {iriin olmayan karides atiklarindan elde edilen kitinden
bir tiirevi olan kitosan hidrokloriir elde edilmistir. Elde edilen kitosan hidrokloriiriin
farkli oranlarda capraz baglayici ve fiziksel etkilesim yontemleriyle jellestirilmesi
saglanmigtir. Elde edilen jel numunelerinin g¢esitli karakterizasyon testleri
gerceklestirilerek hem kendi aralarindaki farklar tespit edilmistir hem de literatiirde

benzer ¢alismalar ile kiyaslanmistir.

Calismanin neticesinde elde edilen sonuglar ve Oneriler asagida maddeler halinde

gosterilmektedir.

1. Kitosan hidrokloriiriin sentez metoduna gore farkli gluteraldehit konsantrasyonlari

kullanim ihtiyaci dogmustur.

2. Kitosan hidrokloriir sentez metoduna gore hidrojellerin sisme yiizdeleri de farklilik

gostermistir.

3. %1 oraninda kitosan hidrokloriir ve glutaraldehit eklenen yontem ile daha diisiik
glutaraldehit kullanilmasina ragmen jellesme daha hizli oldu. Bunun sebebi sentez

yontemlerindeki farkliliktir.

4. %3 oraninda kitosan hidrokloriir ve glutaraldehit eklenen yontem ile glutaraldehit
daha yiiksek konsantrasyonda kullanilmasina ragmen jellesme i¢in daha yiiksek
konsantrasyonlarina gereksinim oldu. Bu sebeple, jellesmenin gdzlemlenebilmesi

amaciyla %50 oranina kadar ¢ikilmistir.

5. Fiziksel etkilesim ile jellesme olmasi i¢in sodyum aljinat kullanildi fakat elde edilen
jelin stabilitesi ve kararlilig1 diisiik oldugu i¢in uygulanabilirligi az oldu. Bu sebeple

iki baglayict arasindaki farkin goriilmesi icin ¢aligma gerceklestirildi.

6. Sodyum aljinat ve kitosan hidrokloriir hidrojellerinin sisme yiizdesi kitosan kloriir
ve glutaraldehit ile yapilan jellerin sisme ylizdesine gore yiiksek ¢cikmistir. Fakat belirli

bir siire sonunda (72 saat) sisme siirelerinde diisiis gozlenmeye baslanmistir.

7. Hidrojel eldesi sirasinda glutaraldehitin %3 oraninda kullanilmasinin sebebi daha

viskoz yapinin olmasi sebebiyle jellesmenin daha kolay olusmasidir.

8. Sodyum aljinat ile 0 °C’deki sisme yiizdesi oda sicakligina gore daha yiiksek olarak
kaydedilmistir.
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9. Capraz baglanma etkinligi 0°C’de daha ylksek olarak gdzlemlenmistir.

10. Sodyum aljinat ile 0°C’de Sol degerinin diisilk olmas1 igin diisiik sicaklikta

sentezlemenin daha uygun oldugu gozlemlenmistir.

11. Sol degerleri, kimyasal etkilesime gore fiziksel etkilesim ile elde edilen
hidrojellerde daha diisiik ¢ikmistir. Bu da gapraz baglanmanin daha diisiikk yogunlukta
gerceklestigini gostermektedir.

12. Viskozite 6l¢iim degerinin 161,5 cP olarak dl¢iilmesi, polimerin diisiik molekiil

agirlikli oldugunu gosteriyor.

13. Sodyum alginat fiziksel jelleri toksik olmamasi nedeniyle daha kullanisli fakat
stabilitesi zay1f olarak g6zlemlenmistir. Bundan sonraki yapilacak olan galismalarda

fiziksel jellerin stabilitesini arttirici calismalarin yapilmasi 6nerilebilir.
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