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OZET

MODIFIYE KiTOSAN SENTEZI VE ILAC TASIYICISI OZELLIiKLERININ
INCELENMESI

Evcil, Murat
Doktora, Kimya Boliimii
Danigsman: Prof. Dr. Mehmet KARAKAPLAN
Haziran 2022, 94 sayfa

Kitosan iskeletine baglayici amfifilik bilesik salisilaldehiddiol (SAD), niikleofilik reaktif
salisilaldehid ve hidrofilik reaktif 2,3-epoksi-1-propanol (glisidol)’iin epoksit halka agilmas1
tepkimesi ile yliksek verim ve regiosegicilikte sentezlendi.Kitosana degisen oranlarda SAD
baglayici grubun imin kondenzasyonu yontemi ile kovalent baglanarak ii¢ adet kitosan tiirevi
biyopolimer elde edildi. Sentezlenen modifiye kitosan biyopolimerlerden hidrojel (CSADJ1-
3) ve film (CSADF1-3) formlar1 hazirlandi. Kitosan SAD biyopolimerlerin yapilar1 Fourier
Transform Infrared (FT-IR) spektroskopi, Niikleer Manyetik Rezonans (NMR), Diferansiyel
Taramali Kalorimetri (DSC), X-Isinlar1 Kirimimi (XRD) verileri ile aydinlatildi. Spektral
veriler, SAD grubunun kitosan iskeletine baglandigim agik bir sekilde goéstermektedir.
Taramali Electron Mikroskobu (SEM) verileri hidrojellerin gdézenekli bir yapiya sahip
oldugu ve baglayici grubunun artan oramyla yapinin gozenek boyutunun kiigiildiigiinii
gostermektedir. CSADJ1-3 hidrojeller asidik ve bazik ortamda ¢oziinmezken su tutmak
suretiyle sisme Ozellikleri bulunmaktadir. Noétral pH degerlerinde hidrojellerin su tutma
kapasiteleri sirasiyla CSADJ1, CSADJ2, and CSADIJ3 seklindedir. Termal gravimetrik
analiz (TGA) ve DSC sonuglar1 hidrojel ve filmlerin termal olarak kararli oldugunu
gostermektedir. Hidrojellerin ila¢ salinimini incelemek amaciyla ibuprofen model ilag olarak
secilmistir. CSADJ1-3 hidrojellerin ila¢ salimim hizi gozenek yapilarma baglh olarak
degismektedir. Suda diisiik sisme orami ve pH>3'te diisiik ¢oziiniirliikk sergileyen, herhangi
bir plastiklestirici kullanilmadan sentezlenen CSADF1-3 filmleri; tibbi cihazlar1 korumak
icin ince tabaka sistemleri ve gida ambalajlar1 i¢in Onerilebilecek mekanik dayaniklikta ve
kalinlikta hazirlandi. Baglayici grup oramnin biyopolimerik filmlerin termal kararhiliklari
morfolojik yapilari, su tutma kapasiteleri ve ¢oziiniirliikleri gibi fizikokimyasal 6zellikleri
iizerine etkili olmaktadir. Biyopolimerlerin fizikokimyasal ozellikleri dikkate alindiginda
doku miihendisligi, yara iyilestirici reaktif, ilac tasiyic1 ve salic1 sistemler, ylizey kaplayict
malzeme vb. bircok biyomedikal alanda bu yeni modifiye kitosan malzemeler
kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, Hidrojel, Ila¢ tasima, Kitosan bazli film, Schiff bazi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MODIFIED CHITOSAN SYNTHESIS
AND DRUG DELIVERY PROPERTIES

Murat EVCIL
Doctor of Philosophy in Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet KARAKAPLAN
June 2022, 94 pages

Amphiphilic compound salicylaldehydediol (SAD) as a linker group to the chitosan
backbone was synthesized from nucleophilic reactive salicylaldehyde and hydrophilic
reactive 2,3-epoxy-1-propanol (glycidol) by epoxide ring opening reaction in high yield and
regioselectivity. Three modified chitosan biopolymer have been synthesized by covalently
bonding of dynamic imination reaction with varying concentrations of SAD as a linker group
to the chitosan. Modified chitosan biopolymers transformed as hydrogel (CSADJ1-3) and
films (CSADF1-3) forms. Structur of biopolymers were evaluated by Fourier Transform
Infrared (FT-IR) spectroscopy, Nuclear Magnetic Rezonans (NMR), Differential Scanning
Calorymery (DSC), X-Ray Diffraction (XRD) data. This results clearly show that the SAD
linked to the chitosan backbone. The data of Scaning Electron Microscopy of the fabricated
hydrogels show the fabricated hydrogels had a porous structure and pore sizes reduced with
increasing of SAD group ratio. In both acidic and alkaline medium, the SAD linking group
created networks that were insoluble, but swelled in aqueous media. The highest swelling
capacity of hydrogels was obtained at pH 7 with the order of CSADJ1, CSADJ2, and
CSADJ3, respectively. The high thermal stability of modified chitosan was determined by
thermal gravimetric analysis (TGA) and differential electron scanning (DSC). Ibuprofen was
selected as a model drug, and the controlled releases of ibuprofen are influenced by the pore
sizes of hydrogels. The reaction takes place with high conversation and amazingly
mechanically resistant thickness films without using any plasticizer that exhibits low water
solubility and low swelling ratios at pH > 3, which can be suggested as thin layer protecting
systems for medical devices and food packaging. The concentrations of linker group effect
different physicochemical features of the biopolymer, including thermal stability, shape,
swelling, and water solubility. Considering the physicochemical properties of biopolymers,
tissue engineering, wound healing reagent, drug carrier and release systems, surface coating
material, etc. These new modified chitosan materials can be used in many biomedical fields.

Keywords: Chitosan, Hydrogels, Chitosan based film, Drug delivery, Schiff bases.

X1V



1. GIRIS

Biyopolimerler, sahip olduklar1 fonksiyonel 6zellikler nedeniyle degisik kullanim
alanlarina sahiptir. Biyopolimerlerin ¢ogu giliniimiizde ticari olarak kullanilmakta ve
gelecekte kullanimlarmin artacagi gériilmektedir. Bir Biyopolimer olarak kitosan ilag
endiistrisinde ¢esitli uygulama alanlarina sahiptir. Biyolojik polimerler gliniimiizde
hem arastirma hem de endiistriyel alanda ilgi ¢ekici konumlarini siirdiirmektedir. Bir
biyopolimer olarak kitosan farmasotik alandaki kullanimi yirminci ylizyillin son
yillarma dayanmaktadir. Amino polisakkarit olarak bilinen kitosanin bir yararl yonii
katyonik karakteri yaninda ilimli sartlarda modifiye edilebilir veya yeni gruplarin
takilabilecegi bir reaktif amino grubuna sahip olmasidir. Kitosanin biyouyumlulugu
ve Dbiyolojik bozunurlugu yaninda antimikrobiyal aktivitesi ve disiik
immiinojenisitesi gibi Ozellikleri sayesinde bircok alanda kullanim firsat1

yaratmaktadir. Kontrollii ila¢ tasmimi kitosanin 6nemli uygulama alanlarindan

biridir.

Kitosanin ila¢ endiistrisinde antiiilser, anti-tiimiir hemostatik (kanama durdurucu),
tabletler icin yardimc1 madde, kontrollii ila¢ salinim, jel, absorpsiyon artirici, yara

tyilestirici iirlinler, mikro ve nanopartikiilller yapisinda yer almaktadir.

Biyouyumlulugu, kimyasal aktivitesi, kaynagmnin bol olusu ve diisiik fiyat1 gibi
ozellikler kitosant ilgi cekici hale getirmektedir. Katyonik amino grubu igeren
polisakkarit kitosan yaygm olarak biyomedikal alanda kullanilmaktadir. Ancak
kitosanin sulu ve organik ¢oziiciilerdeki diisiik ¢oziiniirliigii, kullanimini ve modifiye

edilmesi Oniinde engel teskil etmektedir.

Kitosan, gii¢lii molekiiller aras1 hidrojen baglarmin yol actig1 yiiksek kohezyon
enerjisi nedeniyle alkoller, su ve seyreltik asitler gibi tipik bir¢ok c¢oziiclide
¢oziinmez. Bu durum kitosanin kullanim ve islenmesi i¢in temel bir sorun teskil
etmektedir. Hidrofilik veya lipofilik karakteri artirilmis modifiye kitosanlara yonelik
uygulamalar giin gectikce artmaktadir. Bu calismada, hidrofilik ve hidrofobik
karakterli salisilaldehit tiirevlerinin kitosana kovalent bagla modifiye edilmesi

planlanmaktadir. Hedeflenen modifiye iirlinde kitosanin kendisi gibi biyouyumlu



olmasi ile birlikte modifiye grubun da biyouyumlu ve dogal bilesenler olmasi
ozellikle ilag salimiminda etkin bir sekilde kullanilacagi diisiiniilmektedir. Ayrica
¢coziinlirligl artirilmis modifiye kitosanin jel veya antimikrobiyal olarak kullanimi

Ozellikleri incelenecektir.

Kitin, eklem bacaklilarn ana maddesi olup yiiksek dereceden asetillenmis
gliikozamin iinitesinin $-1,4 yerinden birbirine baglanmasiyla olusmus polimerik bir
yapidir (Sakurai, 1990). Kitosan biyopolimerin kimyasal yapisi selilloza ¢ok
benzemektedir. Seliiloz ile kitosan biyopolimeri arasindaki tek fark seliiloz yapisinda
bulunan hidroksil fonksiyonel gruplardan birinin yerine primer amin fonksiyonel
grubunun bulunmasidir. Kitosan, genel olarak deniz kabuklularindan iiretilen kitinin

deasetillenmis tiirevi olarak bilinmektedir (Rinaudo, 2006; Sannan vd., 1977).

1 Deasetilasyon, kitin yapisinda bulunan asetil gruplarinin indirgenmesi iglemidir ve
deasetilasyon derecesi, kitinin zincir yapisinda bulunan asetil gruplarinin yiizde

ka¢inin indirgendigini ifade eder.

2 Bu durum kitosan biyopolimerinin zincir yapisinin polikatyonik olmasini saglar ve
kitosanin birgok {istiin o6zelligi bu polikatyonik yapidan ileri gelmektedir. Bu
avantajin yani sira zincir yapisinda hem hidroksil hem amin gruplarinin bulunmasi ve
bu gruplarin farkli sekillerde modifiye edilebiliyor olmasi da kitosanin kullanimini
one ¢ikaran bir durumdur. Kitin ve kitosan biyopolimerlere ait kimyasal yapilarin

gosterimi Sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1 Kitosanmn Yapist

Kitosan ilk defa Rouget tarafindan 1859’da dogal kitin polimerinin deasetillenmis
formu olarak kesfedildi ve tartisilmaya baglandi. 1990’11 yillarin basinda kitosanin
farmasotik alana girmeye baglamasi ile etkin ve yeni bir tedavi sistemi yaratmak
amaciyla arastirmacilarda ve endiistri alaninda ilgi uyandirmaya basladi (Raafat ve
Sahl, 2009). Biyopolimerler, sahip olduklar1 fonksiyonel 6zellikler nedeniyle degisik
kullanim alanlarina sahiptirler. Biyopolimerlerin ¢ogu giinlimiizde ticari olarak
kullanilmakta ve gelecekte kullanimlarmin artacagi goriilmektedir. Kitosan’in
biyolojik bozunabilirligi ve goz ardi edilebilir sitotoksiteye sahip olusu ile ilag
endiistrisinde ciddi Ol¢iide wuygulama alani yaratmaktadir. Kitosanin ilag
endiistrisindeki rolii yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Tabletler i¢cin yardimeci
madde (Sawayanagi Y ve Nambu N., 1982) antiiilser, yara iyilestirici ve hemostatik,
kontrollii salmim dozaj formu, jel, absorpsiyon artirici, ila¢ ¢dziiniirlestirici, mikro
ve nanopartikiilller gibi c¢esitli yararli farmakolojik 6zelliklerinin oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, medikal yapay deri, cerrahi dikis iplikleri, yapay kan damarlari,
kontrollii ilag salinimi, kontakt lens yapimi, yara bandi, sargi bezi, kolestrol kontrolii
(yag baglayic1), antifungal, antibakteriyal, seklinde siralanabilmektedir (Zargar vd.,
2015 ; Demir, 2015).



Sekil 1.2 Kitosanin Farmasdtikte Kullanimi

1.1 Kitosanin Coziiniirligii

Kitosan molekiiller arasi giiclii hidrojen baglarinin yol actigi yiiksek kohezyon
enerjisi, kitinin alkoller, su ve seyreltik asitler gibi tipik bircok ¢oziiciide
coziinmesini engellemektedir (Zargar vd., 2015). Bu durum kitinin iglenmesi ve
kullanim1 i¢in temel bir sorun teskil etmektedir. Primer amino gruplarmin pKa
degerinin 6.3 olmasi nedeniyle kitosanin seyreltik asetik asit ¢dzelti ortaminda,
kitinin %50 ve daha fazla deasetilasyon derecesine ve polimerin kaynagina bagl
olarak ¢Ozilinlir. Coziliniirlik D-glikozaminin tekrarlanan amino grubunun
protonlanmasi ile polisakkaritin bir polielektrolite doniigmesi ile meydana gelir.
Kitosanin ¢oziliniirligii genellikle %1 veya 0.1 M asetik asitte ¢ozmekle test edilir
(Rinaudo, 2006). Asit miktarinin ¢oziilecek kitosan miktarma bagli olmasi, proton
konsantrasyonu en azindan NH, birimi kadar olmasi gerektigi ve protonlanma
derecesinin asamali olarak artmasi, kitosanin ¢oziinliglinii artirdigr ifade
edilmektedir. Farkli deasetilasyon derecesine sahip kitosanlar arasinda ¢oziiniirlik

farkliliklar1 kitosanlarin enzimlere (pH 6.5'te enzim deneyi gerceklestirilir)



erigilebilirligi ve kitosanlarin biyolojik etkileri (kitosanlarm in vivo ve in vitro test
edilmesi genellikle notr pH degerleri) lizerinde ciddi bir etkisinin oldugunun altini
cizdiler. Demir kitosanin ¢esitli organik asitler icinde ¢6ziinebilirlik durumu {izerinde

yapmis oldugu ¢aligma Tablo 1.1°de gosterilmistir (Demir, 2015).

Tablo 1.1 Kitosanin ¢esitli organik asitler i¢inde ¢dziinebilirlik durumu

Asitler Kitosan Konsantrasyonu
%1 %35 %10 %350 >%750

Asetik + + +

Sitrik - + +

Formik + + + + +
Laktik + + +

Malik + + +

Malonik + + +

Tartarik - = +

+ : Coziinebilir

- : Cozlinemez

Sorlier vd. (2001) deasetilasyon derecesine bagli olan amino gruplarinin
katyonikliginin polimerin ayrigmasi iizerinde onemli bir etkiye sahip oldugunu ve
molekiil kiitlesi ve deasetilasyon derecesinin kitosan ¢oziiniirliigii lizerinde onemli
etkiye sahip oldugunu gosterdiler. Kitosanin ¢oziiniirligii, molekiil kiitlesi azaltilarak
arttirilabilinir. Molekiil kiitlesi, molekiil i¢i oldugu kadar molekiiller arasi etkisi ile
kitosanin farkli konformasyon kazanmasini saglayan N-asetilglukozamin iinitelerinin
sayisint degistirir. Bununla birlikte, deasetilasyonunu kontrol ederek coziiniirliigii
artrmak diisiik verim maliyetine yol agar (Kurita vd., 1991). Sogias vd. (2010)
kitosan kristallerini parcalayarak, kitosan ¢oziiniirliik araliginin genisledigi tespitinde
bulundular. Kitosan ¢oziiniirligiiniin arttirilmas1 i¢in fiziksel ve kimyasal iki
yaklasim sergilediler. Kimyasal yaklasimlarinda pH=7.4 iizerinde yeniden
asetilasyon ile kitosan ¢oziinilirligi artirildi. Fiziksel yaklagimda ise iire ve guanidin
hidrokloriir gibi katki maddelerinin kullanilmasi ile makromolekiiller aras1 hidrojen
bagmin kirilmasindan ibarettir. 8 mol/L iire ve 1,5 mol/L guanidin hidrokloriir

varliginda kitosanin ¢oziiniirliigii sirastyla pH = 8.0 ve 6.5'te degistirildi.

Kitosanin ayni zamanda organik c¢dziiciilerin ¢ogunda ¢oziinmemesi hidrofobik

ilaclarin salmim ve kapsiilii olarak kullanimini smirlamaktadir. Hidrofobik ilag



kapsiilleme etkinligini artrrmak amaciyla ¢ok sayida kitosan tiirevi hazirlandi
(Maestrelli vd., 2006; You vd., 2013). Kitosanin ¢oziiniirliiglinli istenen kosullara
uyarlamak i¢in kuaternerlesme Murata (1996), alkilleme Sashiwa (2003), Yang (
2002), asetilleme Sashiwa (2003), Kubota (2000), Sorlier (2001), karboksimetilleme
Muzzarelli (1982), polietilenoksit konjugasyonu Sugimoto (1998), kitosan/poliol tuz
kombinasyonu Chenite (2000), N-trimetil kitosan iiretimi Sieval (1998) wvb.
yontemler onerilmektedir. Bununla birlikte bu yontemlerin bir¢ogunun smirlamalari

ve sakincalarinin oldugu bilinmektedir (Park vd., 2003).

Hidrofilik veya lipofilik karakteri artirilmis modifiye kitosanin 6nemli uygulama
alanlarindan biri kontrollii ila¢ salinim sistemleridir. Hidrofilik karakteri artirilmisg
kitosan tiirevleri arasinda biyouyumlulugu ve c¢oOziiniirliigii sebebiyle glikol-
kitosanlar ilaglar i¢in popiiler bir tasiyici olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kim vd., 2005;
Kwon vd., 2003). Kontrollii ilag salmimi; kitosan mikrokiireleri, kitosan tabletler,
kitosan nanopartikiiller, kitosan nanofiberleri, kitosan boncuklar, kitosan film,
kitosan hidrojeller olmak iizere degisik formiilasyonlarda uygulanmaktadir (Ali ve

Ahmed, 2018).

Kitosanin ¢oziiniirliiglinii istenen kosullara uyarlamak i¢in ;
Kuaternerlesme

Alkilleme

Asetilleme

Karboksimetilleme

Polietilenoksit konjugasyonu

Kitosan/poliol tuz kombinasyonu

YV V V V V V V

N-trimetil kitosan iiretimi vb. yontemler onerilmektedir.

1.2 Kitosanin Kimyasal Modifikasyonu

Genel olarak, kitosan ii¢ ana fonksiyonel grup icerir. Kitosan omurgasi boyunca C2-
NH,, C3—-OH ve C6-OH fonksiyonel gruplart bulunur. C2-NH, ve C6—OH’taki
gruplara kolayca erisilebilip modifiye edilebilirken C3’teki OH’1 sterik engelden
dolayr modifiye etmek daha zordur. Fakat belirli kimyasal reaksiyonlar yoluyla

bunun iistesinden gelinebilir (metilasyon, asetilasyon, siilfatlama) (Qin vd., 2020;



Dimassi vd., 2018). Amin (C2-NH,) grubunun OH gruplarina kiyasla daha ytiksek
niikleofilikligi ve reaktivitesi, onu bu gruplar arasinda kimyasal olarak en cok
degistirilebilen grup yapar (Dimassi vd., 2018; Boominathan ve Sivaramakrishna,
2021). Bununla birlikte, her iki fonksiyonel grup, halojenli tiirevler gibi elektrofilik

reaktifler ile se¢ici olmayan ve kolayca etkilesime girebilir (Dimassi vd., 2018).

1.3 Kitosan Schiff Baz1 (CSBs)

Belgelenen kimyasal modifikasyon stratejileri arasinda kitosanin  imine
fonksiyonellestirilmesi, yeni ilging tiirevlerin (CSB'ler) gelistirilmesini sagladigi i¢in
biiyiik ilgi gormiistiir. CSB'lerin sekillendirilebilirlik gibi sasirtict yapisal 6zellikleri
ve potansiyelleri (filmler, zarlar, boncuklar ve jeller), kimyasal reaktivite, selatlama
yetenegi ve biyolojik aktivitelerinden dolay:r farmasoétik, ilag ve protein dagitima,
yara iyilestirme, doku miihendisligi, sensorler, korozyon inhibitdrleri, biyo-
sorbentler, gida ambalaj1 ve kataliz gibi alanlar birgok alanda kullanilmalarina olanak

sagladi (Antony vd., 2019).

CSB'ler genellikle kitosanin amino gruplar1 ile notr veya asidik bir ortamda
aldehitlerin / ketonlarin karbonil gruplar1 arasindaki basit bir yogusma reaksiyonu ile
hazirlanir. 1977 yilinda, ilk kitosan schiff bazi1 (CSB), Hirano vd. (1977) tarafindan,
kitosanin farkli aldehitlerle asetik asit-metanol icinde karisik bir ¢oziicii olarak

muamele edilmesiyle sentezlendi (Hirano vd., 1977).

CSB sentezi i¢in etanol, metanol, sulu asetik asit veya bunlarin karigimlar1 ¢oziicii
olarak kullanilmigtir. Bazi CSB'lerin sentezi i¢in de dimetilformamid (DMF), su,
izopropanol (iPrOH), biitanol (BuOH), dimetilsiilfoksit (DMSO) veya iyonik sivi
kullanilmigtir. Bu arada, CSB'lerin sentezinde ortam veya reflux sicakligi,
ultrasonikasyon veya mikrodalga isinlamalar1 kullanmaktadir (Antony vd., 2019).
Son zamanlarda, halobenzen tiirevleri tastyan kitosan (DSBC'ler) ¢ift schiff bazlari
(Sekil 1.3) mantar onleyici uygulamalar i¢in hazirlanmigtir. Bulgular, kitosanin ¢ift
schiff bazlarinin, dogal kitosandan daha gii¢lii antifungal oldugunu ortaya koydu
(Wei vd., 2021).
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1.4 Capraz Bagh Kitosan (CLC)

Farkli uygulamalar i¢in ¢esitli ¢apraz bagl kitosan (CLC) bazli iirlinler iiretmek i¢in
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R: H, F, Cl, Br

Sekil 1.3 Cift Schiff Bazli Kitosanlarin Hazirlanmasi

yaygm olarak kullanilan yontem, kitosan zincirlerin ¢apraz baglanmasidir. Capraz
baglama, kitosanin mekanik stabilite, sisebilirlik, gozeneklilik ve gecirgenlik gibi
baz1 6nemli 6zelliklerini biiyiik 6lciide gelistirir (Saheed vd., 2021).

Kitosanmn farkli capraz baglayicilarla kolay etkilesimlerinden sorumlu ana reaktif
kitosandaki amino ve hidroksil gruplaridir. Ozellikle, belirli uygulamalarda CLC'nin
performansini, ¢capraz baglayicinin tiirii ve derecesi etkiler (Alkabli, 2022). Capraz
baglayicilar ve kitosan arasindaki etkilesimlere dayanarak capraz baglama stratejileri

kimyasal ve fiziksel olarak ikiye ayrilabilir.



Fiziksel Capraz Baglanma

Fonksiyonel Grup

Capraz Baglayici

Sekil 1.4 Fiziksel ve kimyasal Capraz Baglanma

1.4.1 Kimyasal ¢capraz baglanma

Kimyasal veya kovalent ¢apraz baglanma, geri doniisii olmayan bir islemdir.
Kitosanimn fizikokimyasal 6zelliklerini ve dolayisiyla potansiyellerini 6nemli dlgiide
etkiler. Kitosanin kimyasal ¢apraz baglanmasi, spesifik dialdehitler veya diketonlar

kullanilarak CSB sentezi yoluyla dogrudan gerceklestirilebilir (Alkabli, 2022).
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Sekil 1.6 CH ve Capraz Baglayici Glutaraldehit (GA) Kimyasal Capraz Baglanmasi



Sekil 1.7 ECH ve CH'nin Kimyasal Capraz Baglanmasi

Bu capraz baglama yaklagimi, CSB jellerinin {iiretimi i¢in olduk¢a umut verici
goriinmektedir. CSB jelleri, nanomalzemeler, i¢i bos kiireler, mikrokiireler, lifler,
nanolifler, ince filmler ve membranlar gibi ¢esitli morfolojilerde sentezlenmektedir
(Rizzo ve Kehr, 2021; Shi vd., 2021). CSB filmler ve membranlar, kitosanin aldehit
veya keton ile karigik bir ¢oziicli sisteminde reaksiyona sokulmasi ve ardindan film
veya membranin kurutulmasi i¢in bir cam levha veya baska bir substrat {izerine
dokiilerek ¢oziicliniin buharlastirilmasiyle elde edilirler (Nataraj vd., 2018; Negm

vd., 2020; Wang vd., 2013).

1.4.2 Fiziksel capraz baglanma

Fiziksel ¢apraz baglama teknikleri, 6zellikle biyomedikal ve doku miihendisligi
olmak {izere bir¢cok uygulama i¢in kararli hidrojeller hazirlamak i¢in basit ve giivenli
bir yaklasim saglar (Alkabli, 2022). Kitosan zincirlerinin fiziksel c¢apraz
baglanmasindan iyonik baglar, hidrojen baglari, molekiiler dolanmalar ve hidrofobik
etkilesimler gibi ¢esitli fiziksel etkilesimler sorumludur. Fiziksel ¢apraz baglanma ile
modifiye edilen kitosan hidrojellerinin {iretimi i¢in literatiirde ii¢ ana fiziksel yontem

belgelenmistir:



(1) Notralizasyon

(i1) Termal

(iii) Iyonotropik jellesme

Bunlardan en c¢ok kullanilan ydntem iyonotropik jellesmedir. Iyonotropik jellesme
stireci belirli kosullar altinda kitosanin protonlanmis amin gruplar1 ile anyonik
gruplar1 arasindaki ¢apraz baglayicilarin baglanmasiyla meydana gelen iyonik jel
olusumudur. Fosfat (6rnegin tripolifosfat pentasodyum) sitrat ve siilfat tasiyan
gruplar gibi c¢esitli iyonik capraz baglayicilar bu islemde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Tripolifosfat pentasodyumun (TPP) toksisitesi olmamasi, TPP-CH komplekslerinin
stabilitesi ve ayarlanabilir morfolojisi (nanopartikiiller, mikrokiireler, filmler, ultra
ince nanomekikler, miseller, boncuklar, mikrojeller, nanojeller, hidrojeller) ile
birlestiginde, TPP'yi iyonotropik jelasyon islemi i¢in en ¢ok tercih edilen iyonik
capraz baglayici haline getirir (Badawy ve Rabea, 2014). Bu basit jelasyon iglemi,
kitosan zincirleri arasinda inter-/ intra-cross-linkler olusturarak iki iyonik tiirin (TPP

ve CH) karistirilmasi ile gergeklesir.
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Sekil 1.8 CH ve TPP Arasindaki Fiziksel Capraz Baglanma



1.5 Kitosan ve Tiirevlerinin Farkli Morfolojik Formlarn

Hidrojel
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Sekil 1.9 Kitosan ve Tiirevlerinin Farkli Morfolojik Formlar1

1.5.1 Kitosan mikrokiireleri

Mikrokiire esaslt salimim sitemi ¢esitli polimer ilag kombinasyonlarinin
formiilasyonunu dikkatlice diizenleyerek uygulamada kontrollii ilag saliimu, spesifik
hedef bolge iizerinde kontrolu saglar (Sinha vd., 2004). Bu tiir salinim sistemlerinin
ozelligi; artirilmig kullanim 6mrii, kontrollii saliverme hizi ve en dnemlisi hedefe
odakli olmasidir. Mikrokiirelerin olusumu i¢in; karsi anyonlarla (siilfat, fosfatlar,
hidroksitler) etkilesim, ¢apraz baglanma, ¢0ziicii buharlastirmasi, iyonik jelasyon,
spreyle kurutma, emiilsiyon polimerizasyonu ve c¢okeltme/katilma gibi farkli
yontemler mevcuttur (Sinha vd., 2004; Jameela ve Jayakrishnan, 1995; He vd.,
1996). Ornegin Jameela ve Jayakrishnan (1995) glutaraldehit ¢apraz bagh kitosan
mikrokiireleri kullanarak yeni bir antineoplastik ajan olan mitoksantronu uzun
omiirlii biyobozunur salinim araci olarak kullandilar (Jameela ve Jayakrishnan,
1995). Salinim hizinin ¢apraz baglanma uzantisina bagl oldugu bulundu. Yiiksek
capraz bagli mikrokiire durumunda 36 giin boyunca sadece verilen ilacin %25'inin

serbest birakildig: tespit edildi. Hazirlanan mikrokiirelerin biyouyumluluklarinin iyi
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oldugu ancak fare kas iskeletinde 3 ay sonra bile dnemli dlgiide biyobozunmamis

kalintilarin oldugu bulundu.

1.5.2 Kitosan tabletler

Basit hazirlama prosediirii, diisiik maliyetli ve jel olusturucu hidrofilik polimerin
biyouyumlulugu, genisletilmis oral salinimli dozaj dozu i¢in bir matris olarak yaygin
kullanilmalar1 icin ana faktdr olmustur. Ug¢ boyutlu aglar veren polimerin jel
olusturma kapasitesi, ilag¢ salimi i¢in kontrol faktoriidiir. Biyouyumluluklar1 ve toksik
olmamalar1 nedeniyle kitosan, tablet hazirlama i¢in matris olarak kullanilmaktadir.
Tablet metotlar1 basittir ve 1slak graniilasyonla veya dogrudan sikigtirma
teknikleriyle yapilabilir. Miyazaki ve c¢aligma arkadaslari, diltiazem tabletleri;
matriks olarak kitosan ve aljinat iceren formiilasyonunu direkt sikistirma yontemle
oral salmimi incelemek iizere hazirladilar (Miyazaki vd., 2000). Yapilan deneysel
calismada yapisma oOzelliklerinin, ticari olarak temin edilebilen tabletlerle
karsilagtirilabilir oldugu ve kitosan ve aljinatin karigim oranmna bagh olarak salinim
oraninin hizl bir sekilde degistigi tespit edildi (Ofori-Kwakye vd., 2016). Kitosan
icerigindeki artig, aljinatin viskozite derecesi ile birlikte salim oranmi azaltir.
Tavsanda ilacin biyoyararlanim orani, oral yolla %30,4'le karsilastirildiginda dil alt1
uygulamasinda %69,6'dir. Kitosan-sodyum aljinatin bir matris sistemi olarak benzer

davranis1 Li ve arkadaslar1 tarafindan rapor edildi (Li vd., 2014).

1.5.3 Kitosan nanopartikiiller

Nanopargaciklarin ila¢ endiistrisindeki uygulamalar1 giin gegtikce artmaktadir.
Kiiciik nanoparcaciklarin boyutu, ilaglar1 hedef bolgeye getirerek, etkinliklerini
arttiran cesitli biyolojik engellerden (beyin bariyeri gibi) gegme yetenegine sahiptir
(Wang vd., 2011). Kitosan nanopargaciklart (CsNP'ler), biyouyumluluk,
biyobozunurluk, toksik olmayan, biyoaktif ve bazi katyonik karakterleri tarafindan
tetiklenen spesifik hedeflere gore bazi i¢sel yararli 6zellikler nedeniyle miikemmel
bir ilag tasiyicist olarak islev  gormektedir. Kitosan nanopartikiiliiniin
hazirlanmasinda emiilsiyon, koaservasyon veya ¢okeltme, iyonik jellesme, ters misel
yontemi, eleme yontemi ve nanopresipitasyon vb. gibi ¢esitli yontemler bildirilmistir
(Qi vd., 2004; Luque-Alcaraz vd., 2016; Agnihotri vd., 2004). Nanopartikiiller

gastrointestinal sistemdeki labil ilaglarin enzimatik bozunmasini onlerler. Mitra vd.
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(2001) dekstran-doksorubisin (DOX) icin tiimor hedefli bir tasiyict olarak CsNP
konjugatlar1 kullandilar (Mitra vd., 2001). Doksorubisin genellikle bir kanser tedavi
ilact olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, Doksorubisinin kardiyo toksisitesi
gibi bircok yan etkisi dekstran ve bu konjugatin kapsiillenmesi sayesinde en aza

indirilir. Kitosan hidrojel ise nanoparcacikta ilag¢ etkinligini arttirir.

1.5.4 Kitosan nanofiberleri

Polimerlerin nano boyutunda ultra ince elyaflara elektrospin uygulamasi bagka bir
basit ve yeni tekniktir. imalat sirasindaki degiskenleri tam olarak kontrol edilebilinen
nano lifler, ila¢ saliniminda biiytlik bir 6nem arz etmektedir (Pillay vd., 2013; Sridhar
vd., 2015). Nano lifler biyomedikal ve ilag dagitim alanlarinda potansiyel uygulama
alan1 bulur. Hacim oranmi1 ve gdzenekliligi entegre olarak yiiksek yiizey alani, ilag
yiikleme kapasitesini, kiitle transfer 6zelligini ve hiicre birlesme oranini artirir (X. Hu
vd., 2014). Nano liflerin yiizey islevselligi, ilagtaki potansiyellerini ve gen dagitim
uygulamalarindaki kullanimlar1 onun daha da gelismesini saglamaktadir (Yoo vd.,
2009). Kitosanin nano lifli materyallere elektrospinlenmesi bir¢cok arastirmact
tarafindan bildirildi (Homayoni vd., 2009; B. Duan vd., 2012; Geng vd., 2005; Ojha
vd., 2008) Hacimli materyaller nanofiberle kiyaslandiginda yiiksek yiizey alani ve

kisa difiizyon yol uzunlugu nedeniyle siiper salinim hizina sahiptirler.

1.5.5 Kitosan boncuklar

Kitosan, biyoaktif madde salim hizi ve etkinligini kontrol etmek i¢in farkl
yontemlerle modifiye edilmektedir. Capraz bagl kitosan boncuklar, kitosanin 6nemli
bir formu olup bir ¢ok arastirmaci tarafindan salim sistemlerinde incelenmektedir.
Katyonik polisakkarit kitosan boncuklarda kars1 baglayici iyon olarak ¢ogunlukla
polifosfat kullanildi. Bununla birlikte, koagulant reaktif 6zellikleri olan molibdat ve
benzer ¢ok degerlikli iyonlarla da kullanilmigtir (Aral ve Akbuga, 1998; Barreiro-
Iglesias vd., 2005; Shu ve Zhu, 2000). Kulkarni vd. (2007) kronik inflamasyon
amaciyla diklofenak sodyum ve gluteralaldehit capraz bagli kitosan boncuklarla
hazirladiklar1 ilacin kontrollii salim isleminde bir derece etkili oldugunu rapor etti
(Kulkarni vd., 2007). Ilacin salim hizinin, 6zellikle sicaklik, boncuk karakteristigi,
pH ve karistirma hizi gibi bir¢cok fizyokimyasal parametreye bagli oldugu rapor

edilmistir.
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1.5.6 Kitosan film

Kitosanin asitte c¢Oziinmesiyle iiretilen kitosan filmleri, ¢cok sayida arzu edilen
fizikokimyasal ve biyolojik Ozellige sahiptir. Bu Ozellikler, asetilasyon derecesi,
cozeltinin viskozitesi, kurutma sicakligi, asit ¢Oziinme yiizdesi ve en Onemlisi
filmlerin diger bilesenlerle kompozit olusturmasi gibi faktorlere bagli olarak

farkliliklar gosterir.

Tablo 1.2 Kitosan Filminin Fizikokimyasal Ozelliklerini Etkileyen Faktérler

Matriks

Faktor/kosullar

Ozelliklerin artmasi veya azalmasi

Destilasyon derecesi

Kurutma sicakligi
Bagil nem

Asetik asit/oda
sicakliginda saklama

Artirilmis  ¢gekme mukavemeti

Artirilmis mekanik 6zellikler
Artirilmis bariyer karakteri

Daha yiiksek cekme mukavemeti

Kitosan film Laktik, malik veya sitrik

Diisiik ¢gekme mukavemeti

asit

Oleik asit Daha diisiik plastiklestirme verimliligi
Gliserol Daha yiiksek plastiklestirme verimliligi
Etanol Sig;?:gggfg zincirleri ile etkilesimini
Tannik asit Cekme mukavemeti artar

Bu parametreler, ¢ekme ve germe mukavemeti, bariyer Ozellikleri, 1slanabilirlik,
termal kararlilik, piirtizliliik, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikler dahil olmak
tizere Onemli fizikokimyasal ve biyolojik ozelliklerden sorumludur. Ayrica bu
ozellikler, gida paketleme, adsorpsiyon c¢aligmalari, biyomedikal uygulamalar (yara
pansuman), tarim vb. kitosan bazli filmlerin uygulama alanlarmni tanimlar (Mujtaba

vd., 2019).

Kitosan, miikemmel film olusturma 06zelligi ile antibiyotik gibi kiiciik molekiiller
niikleik asit ve proteinler gibi makromolekiiller araliginda degisen, degisik biyoaktif

maddelerin tasiyicisi olarak ilag dagitim sistemlerinde kullanilmaktadir (Mengatto
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vd., 2012). Kitosanin, bakteriyostatik 6zelligi sayesinde yara iyilesme hizinm arttirdigi
ve hemostatik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Noel vd., 2008).

Cevre kirliliginin en biiylik nedeni petrolden elde edilen plastik malzemelerin
bozunmasidir. Bu nedenle, kitosan gibi ¢evre dostu biyo-bazli polimerik malzemeler,
petrol tiirevi malzemelere alternatif olarak daha fazla dikkat ¢ekici hale gelmektedir.
Biyo-bazli polimerik malzemelerin biyolojik olarak pargalanabilir, biyouyumlu ve
gida endiistrisinde gidalari, su veya oksijenden korumak i¢in yenilebilir filmler
olarak kullanilabilirler. Hem kaliteyi artrmak hem de gidalarin raf dmriinii uzatmak
icin kullanilan fonksiyonel bilesiklerdir (Koc vd., 2020). Kitosanin yara iyilestirme
ve hemostatik 6zelliklerinden dolayi kitosan filmler, yara iyilestirme malzemelerinde
kullanilir (Noel vd., 2008). Kitosan filmler, ¢ozelti kaliplama yontemi ile hazirlanir.
Hem dogal kitosan hem de c¢apraz baglanan kitosan filmler cesitli amaclar i¢in
hazirlanmigtir. Capraz baglama, nem tutma kapasitesi, termal stabilite, ¢ekme
mukavemeti, renk, su gecirmezlik Ozelligi gibi kitosanin mekanik ve fiziksel
davranisini gelistirir (Kiuchi vd., 2008; Patel vd., 2011; Perugini, 2003). Capraz bagl
kitosan filmler oral mukozal, dilalt1 ilac1 (Pedro vd., 2009) ve periodontal (Ahmed
vd., 2009) ilag tasiyicist olarak kullanilmaktadir.

1.5.7 Kitosan hidrojel

Hidrojeller ayn1 veya farkli polimer tiirlerinin ¢apraz bagl oldugu ve yiiksek su
tutma kapasitesine sahip agli yapilardir. Hidrojeli olusturan polimerler, polimerik
yapilarinda amin (NH,), hidroksil (-OH), amid (-CONH-, -CONH,) ve siilfat (-
SO;H) gibi hidrofilik fonksiyonel gruplara sahiptir (Hamidi vd., 2008). Hidrofilik
gruplar, hidrojelin suyu ve sulu sivilar1 emmesini saglar, bu da hidrojel genlesmesine
ve sisme olarak bilinen islemin daha biiylik hacime sahip olmasmi saglar. Sigsme
sirasinda, hidrojellerin ¢apraz bagli yapisi, hidrojel capraz baglantilarinin

¢oziinmesini ve tahrip olmasini 6nler (Peppas vd., 2000).
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Sekil 1.10 Hidrojelin Sematik Gosterimi ve Sudaki Sismesi

Polimerik hidrojelde, serbest, ara ve bagli su molekiilleri olmak iizere li¢ su molekiilii
durumu vardir. Serbest su molekiilleri, serbest su ve polimer fonksiyonel gruplari
arasinda bag bulunmadigindan donma noktalarinda dondurma islemine tabi tutulur.
Clinkii serbest su ve polimer fonksiyonel gruplari arasinda bag yoktur. Serbest su
molekiillerinin miktari, sonucgta sisme oranini etkileyen hidrojel yapisina baghdir.
Boylece, kompakt bir hidrojel yapis1 daha az miktarda serbest su igerir. Suyun ikinci
hali veya ara su, polimerik zincirlerdeki fonksiyonel gruplarla zayif etkilesimler
olusturabilir. Hidrojen bag1 polimerik zincirler ve su molekiilleri arasinda olusur ve
bu su molekiilleri donmaz (Kim vd., 2003). Farkli hidrojel tiirlerinde su absorpsiyon
miktar1 Onemsizden 6nemli hacimlere kadar degisir. Miktar1 ve hizi su emilimi
asagidaki faktorlere baglhdir:

1. Capraz baglama yogunlugu,

2. Polimerlerin kimyasal yapist

3. Cevresel kosullar

Capraz baglanma yogunlugu, capraz bagl zincirlerin miktari, hidrojel sigme oranini
yonetir ve su miktar ile ters orantilidir. Ayrica polimer zincirinde hidrofilik veya
hidrofobik fonksiyonel gruplarin varligi sisme oranm belirler (Peppas ve Khare,
1993). Hidrojeller suda veya sulu ¢ozeltilerde sisme Ozelligine sahiptir. Yiiksek
miktarda su emilimi nedeniyle bu yapilar insan viicudundaki dokulara benzer. Poli
(Laktik asit) (PLA) veya poli (Laktid-ko-glikolid) (PLGA) (Lin ve Metters, 2006)
gibi hidrofobik zincirlere sahip hidrofobik hidrojeller veya polimer hidrofobikligini
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artirmak i¢in polimerik modifikasyonlar yoluyla hazirlananlar (Abdurrahmanoglu
vd., 2009) hidrofilik kafeslerden daha diisiik su kapasitesine sahiptir. pH, sicaklik,
belirli kimyasallar (Zhang vd., 2009), 1sik, basing ve elektrik alan1 (Hamidi vd.,
2008) gibi ¢evresel kosullar hidrojel sigsmesi iizerinde etkilidir. Cevresel faktorler
sisme kinetigini kontrol eder ve hidrojellerin sisme 6zelliklerini modiile etmek icin
degistirilebilir. Ornegin, protein bazli sistemler asidik mide ortami1 maddelerine kars1
hassastir. Bu nedenle, bagirsak pH'ta sisen pH'a duyarli hidrojellerin agizdan

verilmesi daha uygundur.

Hidrojellerin fiziksel 6zellikleri; molekiil agirligi, ¢apraz baglanma derecesi, yiikii ve
birlesikligi ile diizenlenir. Hidrojellerde ¢apraz baglanma derecesindeki artis, sertlik
ve modiiler artig1 saglar ki bu durum hidrojellerin tagmmasi ve yer degistirmesi
sirasinda fiziksel deformasyondan kapsiillenmis ilaglarin korunmasi i¢in 6nemlidir.
Kapsullenmis ilacin diflizyonunu kontrol eden bir diger 6nemli 6zellik ise hidrojelin
veya ilacm hidrodinamik gozenek biiyiikliigiidiir. Bir ilag dagitim araci olarak
kitosan hidrojelleri, bircok bilim insaninin dikkatini ¢ekmistir. Yeni bir akilli ilag
salmim aract kitosan hidrojellerinin gelismesi farkli ¢evresel kosullar altinda ilag
saliverme olarak tanindi (Bhattarai vd., 2010; Ahmadi vd., 2015). Duan vd. (2015)
yakin bir ge¢miste agirlikca %4,5 lityum hidroksit, %7 potasyum hidroksit ve %8
sulu lireden olugsan yeni hazirladiklar1 bir ¢ozelti ile kitosant ¢ozdiiler (Duan vd.,
2015). Bu alkali ¢ozeltiden essiz nano lifli yapiya sahip yiiksek mukavemetli hidrojel
hazirlandi. Bu yontemle hazirlanan hidrojelin, homojen bir yapiya sahip oldugu ve
sikistirma kirilma stresi geleneksel asit ¢ozme metodu ile hazirlanan hidrojelden
yaklasik 100 kat daha fazla oldugu ifade edilmektedir. Ayrica, asit ile aktive edilmis
hidrojellerin, olaganiistii biyouyumluluk ile birlikte giivenlikli ve akilli kontrollii ilag

salmim davranigi gosterdigi rapor edilmistir.
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Sekil 1.11 Modifiye Kitosan Biyopolimer Sentezi

Son yillarda ila¢g dagitimi, kendi kendini iyilestirme, sisme veya antimikrobiyal
filmler (Zidan vd., 2020) gibi ¢esitli biyolojik uygulamalarda, kitosan ve
varyantlaria dayanan cesitli hidrojel tiirleri dinamik bir schiff-baz (Rahnama vd.,
2021) baglantis1 yoluyla sentezlenmistir. Biyomedikal alanda umut verici 6zellikler
saglayan kitosanin zayif ¢Oziiniirliglini agmak icin bir dizi amfifilik hidrojel

tasarlanmistir.

Bu ¢aligmada, kitosanin polar organik ve sulu ortamlardaki ¢oziiniirliigiinii artirmak
suretiyle ila¢ tasima sistemlerinde etkin kullanimi amaglanmaktadir. Bunun ig¢in
kitosan imin olusumu {izerinden modifiye salisilaldehit esasli bilesiklerle
tirevlendirmek siiretiyle hem hidrofilik hem de hidrofobik modifiye kitosanlar
(CSADJ) sentezi planlanmaktadir. Boylece amfifilik salisilaldehit diol (SAD), reaktif
hidrofilik glisidol ve salisilaldehitin epoksit halka agilma yontemiyle sentezlendi
(Craciun vd., 2019). Kitosan bazli hidrojeller (CSADJ1-3) ve filmler (CSADF1-3),
kitosanin ¢esitli oranlarda SAD ile imin olusum reaksiyonu ve c¢evre dostu bir
islemle hazirlanmigtir (Sekil 1.11). Modifiye grubun dogal bilesenler olmasi
hedeflenen iiriiniin de biyouyumlu karakterini degistirmeyecegi Ongoriilmektedir.

Hazirlanan hidrojeller ibuprofen gibi analjezik bir ilag ile in vitro tagima islemlerinde
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kullanildi. Bunun yaninda kitosanin modifiye edilmesiyle elde edilen filmlerin de su

tutma kapasitesi ve sudaki ¢oziiniirliikleri gibi fiziksel 6zellikleri aragtirildi.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Craciun vd. (2019) yaptigi ¢calismada lokal tedavi i¢in yeni ilag dagitim sistemlerinin
sentezi ve karakterizasyonu iizerinde durulmustur. Kitosan biyopolimerinin bir
model ilag varliginda nitrosalisilaldehit ile in situ hidrojelasyonu ile hazirladilar,
capraz baglanma yogunlugunu degistirerek ilact simiile edilmis fizyolojik kosullarda
in vitro salinimi ve in vivo salinimini fareler iizerinde somatik agri modeli ile
arastirdilar. Bu caligma sistemlerin biyolojik olarak pargalanabilirligini ve 5 giin
boyunca higbir sistemik toksisite olmaksizin in vivo etkili bir terapotik etki saglayan
uzun siireli bir ilag salim1 gosterdi. Tiim bu bulgular, nitrosalisilimin-kitosan bazl
yeni hidrojellerin, lokal kemoterapi igin siirekli ila¢ dagitimi i¢in pratik bir yaklasim
sagladigimi gosterdi ve hidrojelasyon, amino ve aldehit fonksiyonel gruplari
arasindaki, imin birimlerinin, kitosan zincirlerini ¢apraz baglayan kiimeler halinde
kendi kendine diizenlenmesiyle desteklenen, tersinir iminasyon reaksiyonunun bir

sonucu olarak gerceklesti (Craciun vd., 2019).

Sekil 2.1 DCF Varliginda ki Hidrojelin Gosterimi

Barbosa vd. (2019) kitosanlar, genis biyolojik aktiviteleri ile tanman g¢ok yonlii
biyopolimerlerdir. Ancak notr ve bazik c¢ozeltilerdeki ¢oziiniirliigiin diisiik olmas1
uygulamalar1 kisitlamaktadir. Boylece kitosanlardan, salisilaldehitten ve glisidolden
elde edilen amfifilik biyopolimerik schiff bazlar1 basariyla sentezleyip bitki patojenik
mikroorganizmalara ve insan meme kanseri hiicrelerine karsi antimikrobiyal

aktiviteleri icin test ettiler. Bu ¢alismada salisilaldehit ve glisidoliin ile kitosanlarin
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islevsellestirilmesi ile elde edilen yeni amfifilik bilesiklerin biyolojik aktiviteleri,
tarimsal Onemi olan mikroorganizmalar ve tiimdr  hiicreleri {izerinde
degerlendirdiler. Biyopolimerik amfifilik Schiff bazlari, IC50 degerleri sirastyla 42
ve 37 pgmL™" olan orta molekiil kiitleli (CHy 223 kDa) ve diisiik molekiil kiitleli
(CHL. 64 kDa) dogal kitosanlara kiyasla Pseudomonas Syringae'ye (IC50 <5ugmL™)
kars1 6nemli etkiler gostermistir. Buna ek olarak, dogal kitosan ile karsilastirildiginda
tiimor hiicrelerine karsi antitiimor aktivitesini gosterdigini tespit ettiler (Barbosa vd.,

2019).
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Iftime vd. (2020) amaci, potansiyel kontrollii ila¢g salim sistemleri olarak salisil-imin-
kitosan hidrojellerine (CSx) dayali yeni formiilasyonlarini arastrmakti. Model ilag
olarak diklofenak sodyum tuzu (DCF) mevcudiyetinde kitosanin salisilaldehitli
hidrojellerini (CSDx) kullandilar. Hidrojeller DCF'yi 10 giin boyunca siirekli bir
sekilde salma kapasitesine sahip oldugu, ila¢ salma hizinin c¢apraz baglama
yogunlugu ve hidrojelasyon hizi ile iliskili oldugu tespit edildi. Biyobozunmanin ii¢
ana agamada meydana geldigi ve 21 giin sonra %48'lik bir kiitle kaybma ulastig1
gozlemlendi. Formiilasyonlar, 2 saatten daha kisa bir siirede 20-28 g/g civarinda bir
in vitro maksimum sigsme derecesine ulasarak hizli bir sisme gdsterdigini bu
maksimum sigme derecesi 13-16 g/g gosteren referans kserojellere kiyasla dnemli
olciide daha yiiksek oldugunu gosterdi. in vivo testler, formiilasyonlar ve karsilik
gelen hidrojeller implante edilen deney farelerinin hemodinamik, bagisiklik ve
biyokimyasal profillerinin, kontrol hayvanlarininkine benzer oldugunu ve bu da
miikkemmel bir in vivo biyouyumluluk oldugunu gosterdi. Bu bulgular 1s1ginda, bu
yeni formiilasyonlarin biyomedikal uygulamalar i¢in umut verici materyaller

olabilecegi dogruladi (Iftime vd., 2020).
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Sekil 2.3 Salisil-imin-Kitosan Hidrojelinin Su Tutma Kapasitesi
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Sharma vd. (2020) dogal biyopolimer olan kitosan bazli hidrojeli, kiiminaldehit ile
yogusma reaksiyonu yoluyla gelistirmistir. Kitosan ve kiiminaldehit, sirasiyla serbest
amino grubu ve karbonil grubu, kitosan ve kiiminaldehit arasindaki kovalent
baglanma ile jel olusumu i¢in kullanilmigtir. Farkli konsantrasyonlarda kiiminaldehit
(6-10 mmol) alinarak bir dizi hidrojel (H6, H8 ve H10) gelistirilmistir. Hazirlanan
hidrojel, siiper gdzenekli hidrojele benzer sekilde cok hizli sisirildi ve self-healing
ozelligine sahiptir. Ayrica, hidrofilik ilacin, yani levofloksasinin hidrojel matrisinden
farkli pH araliginda 6-7 arasinda siirekli salinmasi gerceklestirilmistir. Maksimum
kiminaldehit miktarma sahip hidrojel maksimum ila¢ %96 salarken 6 mmol iceren
hidrojel minimum ila¢ salinimi %354G gosterir. Hidrojel, levofloksasinin 90 saate
kadar kontrollii salintmin1 gosterir. Mevcut arastirma c¢aligmasi, {iretilen hidrojelin
biyomedikal alanda umut verici bir aday olacagini ortaya koymustur (Sharma vd.,

2020).
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Sekil 2.4 Kitosan- Kiiminaldehit Hidrojelinin Sentezi
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Sekil 2.5 Kitosan- Kiiminaldehit Hidrojelinin Su Tutma Kapasitesi

Marin vd. (2013), vanilin-kitosan biyodinamerleri hazirlamis ve yapi-morfoloji
korelasyonlari, aldehitin kitosan omurgalarina ilerleyici katilimimin yolunu ortaya
koymustur. Geri doniisiimlii olarak etkilesen bilesenlerden iiretilen bu tiir dinamik
biyopolimerler veya biyodinamerler, vanilin ve kitosan polimerik omurgalar
arasindaki geri doniisiimlii imin-bag olusumu/ hidroliz dengesinin dinamik kovalent
davranisini ele alma imkani sunar. Reaksiyon, asidik sulu ¢ozeltilerde (%7-12) ¢ok
diisiik bir doniigsiimle gerceklesir, ancak c¢ozelti-kat1 hal gecisi ve kat1 hal faz-
organizasyon olaylart meydana gelirken reaksiyon gerceklestiginde imin bagi
olusumu sasirtict derecede 1iyilesir (%80). Burada tarif edilen kitosan-vanilin
biyopolimerik filmleri, diger yaygin bakteri iplik¢ikleriyle karsilastirildiginda ilging
candida albicans antifungal aktivitesi sunar, bu da bu biyouyumlu malzemelerin tibbi
cihazlar i¢in ince tabaka koruma sistemleri olarak uygulanmasini 6nerir (Marin vd.,

2013).
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Sekil 2.6 Vanilin-Kitosan Sentezi

Xu vd. (2018), vanilya ¢ekirdegi ekstraktinin birincil bileseni olan dogal vanilini
kendi kendini iyilestiren kitosan hidrojeli iiretmek i¢in capraz baglama maddesi
olarak kullanmistir. Vanilinin aldehit grubu, bir schiff baz reaksiyonu yoluyla bir
kitosan molekiiliiniin amino grubuyla reaksiyona girerken hidroksil grubu, hidroksil
veya bagka bir kitosan molekiiliindeki amino gruplart ile hidrojen baglar1 olusturur ve
bu da geri donilisiimlii bir agin insasi1 i¢in temel saglar. Kitosan/vanilin hidrojelinin
kendi kendini iyilestirme etkisinin esas olarak schiff baz bagmnin yeniden
yapilandirilmasindan kaynaklandigini, hidrojen baglarinin oda sicakliginda nispeten
kararli oldugunu buldular. Vanilin dozu 0,3g" astiginda, kompakt bir ag olustu. Bu
durumda, kitosan molekiil zincirleri, baglantilarm schiff baz baglarmmn dinamik
degisimi yoluyla yeni hibrit baglantilarin olusumunu azaltan biiyiik hidrojen baglar1
tarafindan sabitlenmesi nedeniyle serbest¢e hareket edemedi. Bu da, kitosan/vanilin

hidrojelinin olusmasini sagladi (Xu vd., 2018).
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Sekil 2.7 Kitosan/Vanilin Hidrojeli Sentezi

Jiao vd. (1967) yaptig1 calismada, kitosan'in farkli aromatik aldehitlerle, yani
salisilaldehit, 4-hekzadedilioksi-2-hidroksibenzaldehit ve 2-hidroksi-1-naftaldehit ile
reaksiyonundan aromatik siibstitiient gruplarina sahip {i¢ kitosan bazli schiff bazl
(CSB) bilesik sentezlenmistir. Kitosan bazli schiff baz bakir (II) kompleksleri
(CSBCu) schiff bazlarinin bakir asetat ile reaksiyonu ile elde edildi. Kristalinite ve
termal stabilitedeki farkliliklar esas olarak schiff baz grubunun olusumuna ve bakir
iyonlar1 ile komplekslesmeye ayrica aromatik siibstitiient gruplarinda mekansal
olarak kismi engel ve hidrofobik kuvvetlere atfedilir. Mevcut sonuglar, kitosan bazli
schiff bazli tiirevlerinin spesifik o6zelliklerinin, objektif bilesiklerin molekiiler
yapilarinin uygun siibstitliient gruplariyla degistirilebilecegini gostermektedir (Jiao

vd. , 1967).
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Sekil 2.8 Bakir(II) Kompleksi Schiff Bazli Kitosan Sentezi

Hu vd. (2016) yaptig1 calismadaki temel amaci, gallik asit-kitosan konjugatini
hazirlamak ve hazirlanan suda ¢oziiniir kitosan tiirevinin fizikokimyasal 6zelliklerini
ve biyolojik aktivitelerini kapsamli bir sekilde degerlendirmek icin yesil ve kolay bir
stire¢c gelistirmekti. Askorbik asit/hidrojen peroksit redoks ¢ifti kullanilarak serbest
radikal kaynakli asilama yaklasimi benimsenmistir. Sonuclar gallik asit ve kitosan
arasindaki kiitle oraninmn, konjugatlarin asilama derecesini ve zeta potansiyelini
belirlemede hayati bir rol oynadigini, 0,5:1 oraninin en yiliksek asilama derecesiyle
sonuclanan optimal oran oldugunu gdstermistir. Antioksidan testleri, konjugasyonun
antioksidan aktiviteleri 6nemli Olciide gelistirdigini ve serbest kitosaninkinden
onemli Olciide daha yiiksek oldugunu gostermistir. 0,4 mg/mL'de konjugenin DPPH
ve ABTS testleri antioksidan aktivitelerinin, esdeger konsantrasyonda serbest gallik
asit ile aynm1 seviyeye ulasmasi dikkat c¢ekiciydi. Calisma, gida endiistrisinde umut
verici potansiyellere sahip olabilecek suda ¢oziiniir yeni kitosan tiirevi hazirlamak

icin yesil ve kolay bir sentez yaklagimi gdstermistir. (Hu vd., 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan materyaller

Sigma-Aldrich'ten %75 > deasetilasyon derecesine sahip kitosan (diisiik molekiil
kiitleli), salisilaldehit ve glisidol satin alindi. Etanol, metanol, etil asetat, aseton ve
asetik asit Carlo Erba'dan satin alind1 ve daha fazla saflagtirmadan kullanildi. Tiim
reaksiyonlar, aksi belirtilmedik¢e, susuz kosullar altinda kuru bir ¢oziicli ile N,

atmosferi altinda gerceklestirildi.

3.1.2 Kullanilan materyal
Sodyum hidroksit (NaOH)
Metil Alkol (CH30H)

Etil Alkol (C,HsOH)

Saf Su (H,0)

Kitosan

Salisilaldehit
2,3-epoksi-1-propanol (Glisidol)
Aseton

Trietilamin

Etil asetat

Asetik asit

Heksan

Ibuprofen

3.1.3 Kullanilan arac ve cihazlar

FT-IR Spektrometer (Mattson 1000, ATI UNICAM)

"H NMR (Bruker DPX-400 High Performance Digital FT-NMR  Spectrometer)
C NMR (Bruker AV 100MHz)

Erime noktasi cihazi (Gallenkamp MPD 350 BM 2.5)

X Isint kirmimi (XRD) i¢in Bruker AXS D8 Advance diffractometer

Element analizi /CARLO-ERBA Model 1108).

Termokimyasal dlgtimler Shimadzu DTG-60 H,DSC-60 cihazi

Filmlerin kalinlig1 dijital mikrometre (Blue Technology, Miernik Grubosci Lakieru)
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Erime noktalar1 Ol¢iimleri Gallenkamp Model cihazla agik uglu kapiler tiiplerde
yapilmistir. Sonuglar hata diizeltmesiz verilmistir. Element analizleri C, H ve N
Carlo-Erba 1108 Model cihazla; sonuclar teorik degerlerin + %0.3 i¢indedir.
IR,'"HNMR ve C NMR spektroskopisiyle Bruker DPX-400 High Performance
Digital FT-NMR spektrosmetresi ile kanitlanmistir. Kimyasal kaymalar 6 ve
coupling sabitleri (J) ppm ve Hz olarak verilmistir. Her bilesige ait IR, '"H NMR, °C
NMR spektrumlari, element analizi sonuglar1 ve erime noktalarina ait veriler metot
kisminda verilmistir. Kitosan, hidrojel ve filmlerin yiizey morfolojisi i¢in FEI Quanta
250 FEG model taramali electron mikroskobu ile kaydedildi. X Ismlart kirinimi
(XRD) i¢in Bruker AXS D8 Advance diffractometer cihazi kullanildi. Filmlerin
kalinlig1 dijital mikrometre (Blue Technology, Miernik Grubosci Lakieru) DSC ve
TGA i¢in Shimadzu DSC-60 model cihaz kullanildi.

3.2 Metot

3.2.1 2-[(2,3-dihidroksi)-1-propanoksi]benzaldehit’in sentezi (SAD):
Salisilaldehit 1,22g (10 mmol), 0,74g (10 mmol) 2,3-epoksi-1-propanol (glisidol) ve
(0.5 mmol) trietilamin (TEA) karisimi oda kosullarinda azot atmosferinde reaksiyona
birakildi. Reaktiflerin tepkime ortaminda bitip bitmedigi hegzan:EtAc (1:5) ¢ozelti
sistemi kullanilarak TLC ile kontrol edildi. Daha sonra reaksiyon karisimi evapore
edilerek etil asetat ve hegzan karisimu ile kristallendirildi. Elde edilen kristaller oda
kosullarinda vakum altinda manifoldta 24 saat kurutularak %91 (8 g) verim ile SAD
elde edildi.

E.N.: 91,1-93 °C

IR: v ; 3345, 3200, 2935, 2871, 1593, 1485, 1456, 1400, 1288, 1242, 1190, 1163,
1102, 1044, 981, 954, 834, 758, 682, 673, 526.

'"H NMR (400 MHz, CDCl;) d; 10.3(s, 1H); 7.80-7.78(dd, 1H); 7.59-7.55(m,1H );
7.12-7.08(m,1H ); 7.02-7.(d,1H ); 4.24-4.15(m,3H); 3.89-3.85(m, 2H); 3(bs,2H).

3C NMR (100 MHz, CDCL) J; 190.5, 160.3, 136.2, 130.8, 124.8, 121.2, 112.8,
70.34, 69.95, 63.5.

Element analizi CoH,,0; icin hesaplanan (196.438gmol™): C: 61.22, H:6.12, O:
32.65 Bulunan; C:61.5, H:6.28, O: 32.11.
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Sekil 3.1 2-[(2,3-dihidroksi)-1-propanoksi]benzaldehit’in sentezi (SAD)

3.2.2 Kitosan-SAD hidrojellerinin sentezi (CSADJ1-3)

Sekil 3.2 Kitosan-SAD Hidrojellerinin Sentezi
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Kitosan (0,5g), %1 (v/v)’lik asetik asit ¢ozeltisine (25 mL) eklenerek %2’lik kitosan
cozeltisi hazirlandi. Coziinmeyen maddeler, bir kitosan ¢ozeltisi elde etmek i¢in orta
gozenek boyutuna sahip bir cam huniden filtrasyon yoluyla uzaklastirildi. Farkli
konsantrasyonlardaki (0,3g, 0,4g ve 0.5g) SAD’m 5 mL’lik metanol ¢ozeltileri
hazirlandi. Daha sonra her SAD ¢6zeltisi, hazirlanan kitosan ¢ozeltisine damla damla
eklendi ve kitosan ¢ozeltisi daha viskoz bir jele (sar1) doniisene kadar 50°C'de inert
atmosfer altinda karistirildi. Daha sonra reaksiyon karigimi 250 mL’lik beherdeki
asetona aktarilarak kristallendirildi. Uriinler sirasiyla 0,614, 0,724 ve 0,786 g
CSADIJ1-3 jelatorleri vakum altinda oda sicakliginda kurutuldu.

OH

oder A o A o
OH - OH HO

.“O't

o} 0\)\/0H N

"0 0., —_— (7 OH
NH, o. OH

Sekil 3.3 Kitosan/SAD Sentezi

Sekil 3.4 Kitosan/ SAD Jelatorleri
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Sekil 3.5 Kitosan/ SAD Hidrojelleri

3.2.3 Kitosan-SAD filmlerinin sentezi (CSADF1-3)

Sekil 3. 6 Kitosan/ SAD Film Sentezi

Kitosan (0,5g), %1 (v/v)’lik asetik asit ¢ozeltisine (25 mL) eklenerek %2’lik kitosan
cozeltisi hazirlandi. Coziinmeyen maddeler, bir kitosan ¢ozeltisi elde etmek i¢in orta
gozenek boyutuna sahip bir cam huniden filtrasyon yoluyla uzaklastirildi. Farkli
konsantrasyonlardaki (0,3g, 0,4g ve 0,5g) SAD’m 5 mL’lik metanol ¢ozeltileri
hazirlandi. Her SAD ¢6zeltisi, hazirlanan kitosan ¢ozeltisine damla damla yiiklendi

ve kitosan ¢6zeltisi daha viskoz bir jele (sar1) doniisene kadar 50°C'de inert atmosfer
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altinda karistirildi. Bu ¢ozeltiden 2 mL almarak, 4 cm ¢apindaki plastik bir kaliba
dokiildii. Kaliplar 2 giin boyunca oda sicakliginda kurutuldu. Coziiciiler
buharlastirildiktan sonra, filmlerdeki asetik asidi uzaklagtirmak icin 1 saat boyunca 1
N NaOH' ye daldirildi. Filmler daha sonra yikama suyu nétr olana kadar birkag kez
biiyiik miktarda saf su ile yikandi. Elde edilen filmler, sirasiyla CH / SAD orani
1/0,6, 1/0,8, 1/1 olan filmler 24 saat boyunca oda sicakliginda manifoldta kurutuldu
(CSADF1, CSADF2, CSADF3).

a) CSADF1 b) CSADF2 ¢) CSADF3

Sekil 3.7 Kitosan/ SAD Filmleri
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3.2.4 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Film 6rneginin yiizey morfolojisi i¢in filmler kii¢lik parcalar halinde (1 cm ¢apinda)
kesildi ve Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde
FEI Quanta 250 FEG model taramali elektron mikroskobu ile SEM goriintiileri

alindi.

3.2.5 X-Ismm1 Kirimimi (XRD)

CSADF'lerin kristalin karakterleri, Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama
ve Arastrma Merkezinde Bruker AXS D8 Advance Diffractometer (Bruker Inc.,
Karlsruhe, Germany) model cihaz tarafindan, 12° ile 60° araliginda Ni filtrelenmis
Cu Ka radyasyonu kullanilarak degerlendirildi. X-151n1 kirinimi analizleri CH tozu ve
CH/SAD birlesme oranm1 1/1, 1/0,8, 1/0,6 (g/g) olan filmler {izerinde
gerceklestirilmistir.

3.2.6 Biyopolimer jellerin su tutma kapasitesi

CSADJI1-3 Jelatorlerini su tutma kapasitesi daha Once bildirilen yonteme gore
belirlendi (Liu vd., 2021). Dondurularak kurutulmus jelatorler tartildi ve daha sonra
saf suya 25°C sicaklikta daldirildi. Kurutulmus jelatérler (20 mg), pH 3 ile 11
arasinda degisen tampon c¢ozeltilerinde 60 dk boyunca daldrildi. Daha sonra,
numuneler filtre kagidi ile ylizey suyunu kurutuldu . Su tutma kapasitesi denklem 1’e

gore hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.5'da gosterilmistir.

STK = (Wi—Wk)/ Wk

3.2.7 Biyopolimer filmlerin su tutma kapasitesi

Filmlerin su tutma kapasitesini (STK) incelemek icin, ilk olarak kuru kiitleyi (Wk)
elde etmek i¢in 4 cm capindaki film diskler tartildi, daha sonra 25 mL saf su iceren
behere oda sicakliginda (25+£1°C) 1 saat boyunca daldirildi. Sonra kalan su atilarak
numuneler yiizeysel olarak filtre kagidi ile kurutularak tartildi (W1). Su tutma

kapasitesi denklem 1 gore hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.6' da gosterilmistir.
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3.2.8 Biyopolimer jellerin ila¢ salinim ¢calismasi

CSADJI1-3 hidrojellerinin ibuprofen salinimi daha once bildirilen yonteme gore
Ol¢tilmiistiir (Chen vd., 2012). Sonug olarak, 1,5 mg ibuprofen yiiklii bir hidrojel,
14.000 Da molekiil kiitleli bir diyaliz tiipiine konuldu. Diyaliz tiipii, plastik bir tiip
icindeki 25 mL’lik fosfat tampon c¢ozeltisine (PBS, 0.1 M, pH 7.4) daldirild1 ve
37°C'de titresimli bir inkiibatorde 100 rpm'de stirekli karistirildi. Diizenli olarak, 5
mL salim ¢ozeltisi alinarak 5 mL taze PBS ile degistirildi. Standart egrilere gore
toplanan bu ornekler, salinan ibuprofen miktarini belirlemek i¢in 222 nm'de UV-
visible spektrofotometresi kullanilarak test edildi. Sonuclar Sekil 4.8' de

gosterilmistir.

3.2.9 Biyopolimer filmlerin kalinhg:

Film kalinhigi (um), CH/SAD orami farkli olan {i¢ farkli film numunesi {izerinde
belirlendi ve olgiimler bir dijital mikrometre (Mavi Teknoloji, Miernik Grubosci
Lakieru) kullanilarak her film icin rastgele secilen bes farkli noktadan yapilan

Ol¢timlerin ortalamasi olarak belirlendi. Sonuglar tablo 4.1' de gosterilmistir

3.2.10 Biyopoimer filmlerin sudaki ¢oziiniirligii

Suda ¢oziiniirliik (SC), saf suya 24 saat daldirildiktan sonra ¢6ziinen film kuru madde
yiizdesi olarak tanimlanmistir (Gontard vd., 1992). Filmlerin ilk kuru kiitlesini
belirlemek igin, 4 cm ¢apindaki filmler 24 saat boyunca 105+1°C'deki bir etiivde
kurutuldu ve tartildi. Daha sonra kurutulan filmler 25 °C'de 24 saat boyunca 50 mL
saf suya (periyodik karistirma ile) daldirildiktan sonra filmlerin son kuru kiitlesini
belirlemek i¢in, 24 saat boyunca 105+1°C'deki etiivde tekrar kurutuldu. Tiim testler
iic kez tekrarlanarak rapor edildi. Sudaki ¢oziiniirliik denklem 2’ye hesaplandi ve

sonuglar tablol 4.1' de gosterilmistir.

SC(%)=Wi—Ws)/ Wi*100
Wi : ilk kuru kiitle(g)
Ws : son kuru kiitle(g)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 FT-IR Spektroskopisi

CH ve SAD arasindaki imin olusumu tepkimesi FT-IR spektrumlar1 kullanilarak
arastirildi. CH ve sentezlenen biyopolimerin (CSADI1-3) FT-IR spektrumlar1 Sekil
4.1°de goriilmektedir. Spektrumlar incelendiginde; yapilardaki O-H ve N-H gerilme
titresimleri 3358-3288 cm'deki yayvan pik seklinde goriilmektedir. CH ile
kiyaslandiginda SAD grubunun baglanmasi ile CSAD1-3’iin —OH sogurma bandinin
3288 cm''de genis bir sinyal olarak hafifce daha diisik frekansa kaydig:
goriilmektedir. Bu kayma SAD baglayici grubu tarafindan ilave hidrojen bagi
olusumunu desteklemektedir. IR spektrumlarinda 1630 ve 1600 cm™ bélgesindeki
sogurma banndlar1 biyopolimerdeki imin bagi (C=N gerilme titresim frekansi)
olusumunun giiclii bir kanit1 niteligindedir. CH’nin aldehitlerle modifiye edildigi
calismalardan da benzer sonuglar rapor edilmistir (Marin vd., 2013; Craciun vd.,
2019; Barbosa vd., 2019; Liu vd., 2021). Bunlara ilaveten, hazirlanan
biopolimerlerin FT-IR spektrumlar1 incelendiginde salisil aldehit grubunda olmasi
gereken karbonil (1670 cm™) ve C-H (82095 cm™) sogurma bandlarmnm olmayislar:
elde edilen iirlinlerde aldehit fonksiyonel grubunun doniistimiinii desteklemektedir.
Ayrica, CSAD spektrumlarinda SAD baglayic1 grubundan kaynakli C-H gerilme
titresimi 2095 cm™'de ve aromatik halka C=C gerilme band1 ise 1449 ve 1486 cm’
"de sogurmalari goriilmekte olup, salisilaldehit diol igeriginin artmasiyla
spektrumlarda degisikliklere yol agmaktadir. Biyopolimerlerde SAD grubu orani
artikca aromatik C-H ve C=C gerilme titresimleri belirginlesmektedir. CSAD
Sepktrumlarinda 1243 cm™ deki siddetli sogurma band: fenil eter ait olup, 751 cm™
deki sogurma bandi ise SAD grubunda orto substitute benzen halkasinin egilme
titresimini isaret etmektedir. CH ile kiyaslandiginda CSADI-3 spektrumlarainda

ilave sinyaller Schiff baz1 kondenzasyonunun diger kanitlarini olusturmaktadir.
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Sekil 4.1 CH ve CSAD1-3 IR Spektrumu

4.2 NMR Spektroskpisi

Modifiye biyopolmerlerin '"H NMR spektrumlari, déteryo asetik asit (CH3;CO,D)
coziiciisii kullanilarak alinmis olup, Sekil 4.2'de goriilmektedir. Spektrumlar
incelendiginde baglayici gruba ait imin protonunun kimyasal kaymasi 10.45 ppm’de
ve aromatik halka proton sinyalleri ise 7-8 ppm degerlerinde rezonans olmaktadir.
Bu veriler baglayict SAD grubunun CH iskeletine baglandiginin agik bir diger
kanitin1 olugturmaktadir. SAD grubundaki aromatik halka protonlarinin CH halkas1
ve SAD diol grubun protonlarma integre edildiginde SAD grubunun CH’a yiiksek
oranda baglandigin1 ifade etmekte siiphe bulunmamaktadir. Onceki raporlar,

glisidoliin kitosan matriksinde amfifilik bir grup olarak kullanilmasinda da benzer

bulgular rapor edilmistir (Barbosa vd., 2019; Pedro vd., 2018).
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p

4.3 Biyopolimer Filmlerin XRD Analizleri

Kat1 polimerik yapilarmm XRD analiz sonuglar1 kristal yap1 hakkinda 6nemli bilgiler
sunarlar. Kitosan bazli filmlerin yapist icin XRD analiz sonuglar1  Sekil 4.3’te
goriilmektedir. XRD analizleri CH/SAD oranlar1 1/1, 1/0,8 ve 1/0,6 i¢in sirasiyla
CSADF3, CSADF2 ve CSADF1 ve CH tozu iizerinde gergeklestirilmistir. Kitosan,
serbest amino gruplarinin varliginda molekiiller arasi1 ve molekiil i¢i hidrojen
baglarmi gosteren, 26=14,50° ve 20° 'de (Liu vd., 2016), iki temel pike sahip yar1
kristal bir formdan olugmaktadir. Biyopolimer filmler CSADF1-3iin XRD grafigi,
kitosan ile karsilastirildiginda 20°' ye yakin pikin de kayboldugunu, gii¢lii pikin ise
14.50°" de ortaya ¢iktigin1 gostermektedir. Bu da CSAD filmlerin amorf bir yapiya
sahip oldugunu gostermektedir. Diger bir¢cok arastrmaci, salisil aldehit ile
modifikasyonda konjugasyonun kitosanin yar1 kristalin yapisini tahrip edebilecegini
fark etmistir (Liu vd., 2013; Hu vd., 2016). Kitosan ve SAD arasinda meydana gelen
kovalent baglar CH iskeletinde hidrojen baglarmi onemli 6lglide azalttigmmi bu
durumun da CH zincirlerinin molekiiler hareketliligini inhibe ederek CSADF'lerde
amorf bir yapmin olugmasma neden oldugu degerlendirilmektedir. Biopolimer

filmlerin daha genis ve daha zayif pikleri varlig: {iriinlerin kristalliginde 6nemli bir
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azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Bu, kitosanin molekiiller aras1 H-baginin
asilama adimi sirasinda hasar gdrmesi olarak degerlendirilmistir. imin gruplariyla
ilgili ortaya c¢ikan pikler, amino gruplarmin imin gruplarna doniistiiriildiigiini

gostermektedir (Jiao vd., 2011).
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Sekil 4.3 CSADF1-3 ‘lerin XRD analizleri

4.4 Biyopolimerlerin Termal Gravimetrik Analizi

Hazirlanan biyopolimerlerde SAD grup oranmin hidrojel matriksinin termal
kararlilig1 tlizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in TGA o6l¢iilmiistiir (Sekil 4.4).
Termogaram incelendiginde kuru jelatorlerin %50'lik ilk kiitle kaybi 240-400°C
araliginda gerceklesmektedir. Bu adimdaki bozunma, glikosidik baglarin rastgele
kirilmaya bagladig1 diisliniilen polisakkarit piroliz ile ilgilidir. Bunu kitosana
kovalent olarak bagli olan SAD ve diger gruplarin kademeli olarak bozulmasini izler.
CSADI1-3' iin termogaramu verileri SAD baglayict grubunun kitosana giiclii bir
sekilde bagli olmakla birlikte genis gecis sicakliklart CSAD’larin termal stabilitesini
arttirdigin1 géstermektedir.

TGA verilerine paralel olarak biopolimer jellerin differansiyel taramali kalorimetri
ttermogramlar1 Sekil 4.4’te goriilmektedir. CSAD’larm DSC egrileri, 100°C
civarinda ortaya ¢ikan bir endoterm oldugunu gostermektedir. Bu su kaybini temsil
ettigini varsaymanm makul oldugu bir kiitle kaybma karsilik gelir. Kat1 halde
diizensiz bir yapiya sahip kitosan polisakkariti suya karsit onemli bir affiniteye

sahiptir. Bu da kitosanin hizl1 bir sekilde nem tutmasini saglar (Cardenas ve Miranda,
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2004). Kitosanin ekzotermik bozunma sicakligi yaklagik 300°C'de gergeklesir. Bu
sonuglar, SAD igeriginin modifiye kitosan  biyopolimer matriksinin termal

stabilitesini 6nemli Ol¢ilide artirdigini gdstermektedir.
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Sekil 4.4 Biyopolimerlerin TGA ve DSC Termogramlari
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4.5 Biyopolimerlerin SEM Goriintiileri

4.5.1 Biyopolimer jellerin SEM goriintiileri

CSADIJ kserojellerinin yiizey morfolojileri SEM goriintiileri ile degerlendirilmis olup
elde edilen goriiltiiler Sekil 4.5'te verilmistir. SEM goriintiilerinde goriildiigi gibi,
CSADJ kserojelleri heterojen ve gozenekli yapilardan olusmaktadir. CSADJ
goriintiileri kserojellerin kalin gézenek duvarlarma ve daha kompakt bir gdriiniime
sahip gozenekli bir morfolojiye sahip oldugu goriilmektedir. Mikrometrik boyuttaki
gbzenekli yapi, jelatoriin sivi adsorplayarak sismesine, ilacin ¢dziinmesine ve
hiicrelere ulagmasma izin veren baglantili kanallardan meydana gelen bir sistem
olusturmaktadir. CSADJ1'in gézenek boyutunun CSADJ2 ve CSADJ3'e gore daha
biiyiik oldugu SEM goriintiilerinden goriilmektedir. Bu, daha fazla hidrojen bagina
ve daha az serbest amin grubuna atfedilmistir. SAD orani artikca H-bag sayisi artar

bu da hidrojellerin daha kiiciik gdzeneklere sahip olmasini saglar.
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Sekil 4.5 CSADIJ1 (A), CSADI2 (B) Ve CSADJ3 (C)’iin SEM Goriintiileri
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4.5.2 Biyopolimer filmlerin SEM goriintiileri

Biyopolimer filmlerin SEM goriintiileri alinarak yiizey morfolojileri incelelendi
(Sekil 4.6). SEM goriintiileri CSADF’lerin piirlizlii ve heterojen bir ylizeye sahip
oldugunu gostermektedir. CSADF’lerinin piiriizlii yiizeyi ve heterojenliginin nedeni,
biyopolimerdeki CH/SAD oranina atfedilmistir. CSADF1 ve CSADF2, SAD orani
daha yiiksek olan CSADF3'e gore daha az piiriizlii bir yiizeye sahiptir. Asilama orani,
biiyiik olasilikla hidrojen bagmi etkilendiginden CSADFI1-3 numunelerindeki
gorliniimiin farkli olmasini saglamaktadir. Bu sonug, hazirlanan filmlerin piirtizsiiz
bir yiizeyine sahip olan CH ile karsilastirildiginda daha giiglii hidrojen bagi
etkilesimine atfedildigi dnceki bir raporla da desteklenmektedir ( Liu vd., 2016).

CSADF1 CSADF2 CSADF3

Sekil 4.6 CSADF1-3 SEM Gériintiileri

4.6 Biyopolimerlerin Su Tutma Kapasitesi

4.6.1 Biyopolimer jellerin su tutma kapasitesi

Jelatorlerin su tutma kapasitelerinin yliksek olmasi jelator kalitesi i¢in arzu edilen bir
parametredir. Sentezlenen CSAD]J jelatorlerin pH'a bagl sisme davranisi Sekil 4.7°de
goriilmektedir. Grafik incelendiginde, su tutma kapasitesinin, nétral pH’a ulasana
kadar (pH 7) arttig1 daha sonra alkali pH araliginda ise onemli Ol¢lide azaldigi

goriilmektedir. Kitosanin sulu ortamlarda sigsmesi onun hidrofilik bir polielektrolit

47



karakterinden kaynaklanmaktadir. Kitosan omurgasindaki amin gruplar1 sismeyi
pH'a bagiml bir sekilde kontrol eder. Asidik pH'da, amin grubunun protonlanmasi
hidrofobik itmeye neden olur (Kavianinia vd., 2015). CSADJ jelatorler notr ve bazik
pH seviyelerinde, serbest amin gruplar1 giiclii hidrojen baglart olusturur. CSADJ
jelatorler durumunda ise sisme kapasitesi biiyiik dlciide SAD baglayici grubuna da
baghdwr. Sekil 4.7 goriildiigii gibi, su tutma kapasitesi CSADF’lerdeki SAD
iceriginin artisiyla (CSADJ1> CSADJ2>CSADIJ3) onemli 6l¢ciide azaltmigtir. Bu da
CSAD/J'lerin gézenek boyutlarinin azalmasma paralellik arz etmektedir. Daha 6nce
ifade edildigi iizere gbozenek boyutlar1 swrasiyla CSADJ1'den CSADJ3'e dogru
azalmaktadir. Jelatorde SAD baglayict grup oranmin artmasi H-bagi sayisini
artrmaktadir. Bu, sonug¢ olarak jelatoriin gozenek boyutunun azalmasina yol
acmaktadir. Kiiciik gbézenek boyutu suyun penatrasyonunu zorlastirdigindan

CSADJ3’ilin daha diisiik su tutma kapasitesine sahip olmasini saglamaktadir.

120 - —m— CSADJ1
—&— CSADJ2
—a&— CSADJ3
100
T 80-
.‘_i
-]
B
[-- 1
2
= 604
a .
@
40 -

20 T ¥ T v T . T ¥ T

Sekil 4.7 Biyopolimer Jellerin Farkli pH’lardaki Su Tutma Kapasitesi.
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4.6.2 Biyopolimer filmlerin su tutma kapasitesi

Polimerik filmlerin diisiikk su tutma kapsitesi arzu edilen bir diger parametredir.
Hazirlanan CSADF filmlerin su tutma kapasitesini belirlemek icin, filmler bir saat
boyunca oda sicakliginda pH 3.0-11.0 arasinda sulu c¢ozeltilerde tutularak
Olclilmiistiir. Su tutma kapasitesi CSADF’lerin 1slak agirligmi tartmak icin 6nce
yiizeylerindeki suyun filtre kagidi ile kurutulmasi ve ardindan hemen tartilmasini ile
Ol¢lilmiistiir. Hazirlanan CSADF’lerin pH'a bagl su tutma kapasitesi Sekil 4.8' de
goriilecegi iizere su tutma kapasitesinin notr pH'a (pH 7) kadar arttig1 ancak alkali pH
araliginda ise dnemli Ol¢iide azalmaktadir. Hidrofilik bir polielektrolit polisakkarit
kitosan, sulu ortamda su alip siser. pH'a bagimli bu sigsme, kitosan omurgasinda
bulunan amin gruplar1 tarafindan kontrol edilir. Amin grubunun asidik pH'ta
protonlanmasi hidrofobik itmeye yol acar (Kavianinia vd., 2015) notr ve bazik pH
seviyelerinde ise serbest amin gruplar1 giiglii hidrojen baglar1 olusturur. Ote yandan,
jel durumunda oldugu gibi film durumunda da su tutma kapasitesi biiylik 6lciide
SAD baglayict grubunun artisina bagli olarak azalmaktadir. Normal kosullarda
CSADF’lerin diisik su tutma kapasiteleri onlar1 ¢ekici birer ara¢ olmasini

saglamaktadir.
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Sekil 4.8 Biyopolimer Filmlerin Su Tutma Kapasitesi (25 °C)
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4.7 Biyopolimer Filmlerin Kahnhg: ve Coziiniirliigii

Biyopolimer filmlerin sudaki ¢oziiniirliigii ve kalinligr Tablo 4.1'de gosterilmistir.
Filmlerin kalinlig1 ve sudaki ¢oziiniirligii, artan SAD konsantrasyonlar1 ile dnemli
Olclide artmustir. SAD grubunun artis1 ile hidroksil gruplar1 ve kitosan iskeleti
arasindaki etkilesimler (hidrojen bagi ve hidrofobik kuvvet dahil) artmis, bu da
hidroksil gruplarmin kitosana daha siki baglanmasmi saglamistir. Molekiiler
yapilardaki hidroksil gruplarindan dolayr hidroksil gruplari, birden fazla kitosan
molekiilii ile etkilesime giren bir koprii gorevi géormiistiir. Bu da kitosan molekiilleri
arasindaki mesafenin azalmasina yol agar. Zincirler arasindaki kisa mesafe film
yapisin1 daha kompakt hale getirir. Bu da filmlerin kalinligimni ve sudaki ¢oziiniirliigii
arttirdigr degerlendirilmekte olup benzer yorumlara literatorde de rastlamak
miimkiindiir (Sun vd., 2017). Sonug olarak, filmlerin kalinlig1 ve sudaki ¢oziiniirligi

CSADEF3 > CSADF2 > CSADF]1 sirasinda degisim gostermektedir.

Tablo 4.1 Biyopolimer Filmlerin Kalinlig1 ve Sudaki Coziintirligii

CSADF1-3 Kalinlik (um) Sudaki Céziiniirlik (%)
CSADF1 84+ 10 9,09+ 1,8
CSADF2 88 + 10 9,77+ 1,8
CSADF3 95 + 10 10,6+ 1,8

4.8 Biyopolimer Jellerin fla¢c Salinim

Benzersiz 6zellikleri nedeniyle, hidrojeller kontrollii ila¢ salinimi alaninda biiyiik bir
potansiyel sunmaktadir. Calismamizda pH 7.4'te suda diisiik ¢oziiniirliige sahip olan
ibuprofenin kiimiilatif kontrollii salmimi, 222 nm dalga boyunda UV-visible
spektroskopisi kullanilarak in vitro olarak incelenmistir (Sekil 4.9). ibuprofen,
asetaminofen gibi diger analjezik ilaglara kiyasla nispeten daha yiiksek hidrofobik
karakteri nedeniyle model bir ilag olarak segilmistir. ibuprofen hidrojele oda
sicakliginda yiiklendi. Lambert-Beer yasasi, hidrojel agindan salinan ila¢ miktarmi
belirlemek i¢in kullanildi. Bir giinliik 6l¢iim siiresi boyunca biiyiik gdzenek yapisina
sahip CSADJ1 ibuprofenin hemen hemen tamamini salivermesine karsin bagil olarak
daha diisiik gozenek boyutlariyla CSADJ1 ve CSADJ2 daha diisiik degerlerde
salmim (%83) gerceklestigi goriilmektedir. Bu sonuglar, hidrojel morfolojisi ile
paralellik  gosterdigi gibi ayni zamanda ila¢ salinimi jel matriksi ile yiliklenen
ibuprofen arasindaki molekiiler etkilesimi (hidrojen bagi, dipol-dipol ve van der

Waals) oOnemli kilmaktadir. Benzer yaklasimlar daha Onceki c¢alismacilar
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tarafindanda ifade edilmektedir (Kamaci ve Kaya, 2021; Chen vd., 2021). Bunlara
ilaveten, hazirlanan biyopolimer jellerin ibuprofen i¢in uygun yiikleyici bir matriks

olusturdugu anlasilmaktadir.
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Sekil 4. 9 Biyopolimer Jellerin Farkli pH’lardaki ibuprofen Salinimi
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda kitosan ve schiff-baz kondensasyonu ile modifiye edilmis kitosan tiirevli
cesitli biyopolimerik {iriinler; ilag dagitimi, self-healing oOzelligi, su tutma ve
antimikrobiyal filmler gibi g¢esitli biyolojik uygulamalarda kullaniimaktadir.
Biyomedikal alanda memnuniyet verici Ozellikler saglayan kitosanin sudaki
cozlinlirliglinii artirmak amaciyla bir seri amfifilik karakterli modifiye kitosan
biyopolimer tasarlanmistir. Bu biyopolimerlerin hidrojel ve film formlarmin
fizikokimyasal ozellikleri ve ilag salimim oOzellikleri arastirilmaya devam

edilmektedir.

Bu calismada, kitosanin polar organik ve sulu ortamlardaki ¢oziiniirliigiinii artirmak
suretiyle ila¢ tasima sistemlerinde etkin kullanimi amaglanmaktadir. Kitosanda
bulunan amin grubunun karbonil bilesikleriyle schiff bazi olusturarak jel olusumuna
olanak saglamaktadir. Kitosanin, hidrofilik ve hidrofobik karakterli yeni baglayici
gruplarla modifiye edilmesi amaciyla salisilaldehit esasli SAD bilesigi
sentezlenmistir. Bunun i¢in literatiirde mevcut olmayan, laboratuvarlarimizda daha
once yapilan sentez yontemi esas alinarak hidrofilik reaktif glisidoliin epoksit halka
acilmasi tepkimesi yliksek regioselektivite ve verimle acilmak suretiyle baglayici
SAD bilesigi hazirlanmistir. Bu yontem esas itibari ile epoksit ve niikleofilik tiiriin
degisimine imkan vermesi agisindan, degisik amaclara yonelik baglayici reaktiflerin
hazirlanmasina olanak sagladigindan 6nem arz etmektedir. SAD bilesiginin kitosana,
imin bag1 (schiff bazi) ile kondanse olusu neticesinde elde edilen iiriiniinlerin
hidrojen bagi yapma kapasitesini arttirdigindan hazirlanan hidrojel ve filmlerin

fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirmistir.

Modifikasyon salisil aldehit esasli bir yapmin tercih edilmesinin en énemli nedeni
biyouyumlu olmasi, biyolojik bozunabilir olmasi, ylikseltgeyici maddelere karsi inert
ve fenolik yapilarin jele self-healing Ozelligi kazandirmasidir. Capraz baglayici
gluteral aldehit grubu igeren modifiye kitosan hidrojeller, benzen tiirevleri ile
sentezlenen hidrojellerle karsilastirildiginda daha fazla su tutma kapasiteleri

olmalarma ragmen toksik 6zelliklerinden dolay1 pek tercih edilmezler.
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Calismada kiitlece birlesme oranmi (CH/SAD) 1/0,6, 1/0,8 ve 1/1 olan farkh
konsantrasyonlardaki dinamik imin (schiff bazi) olusumu ile yiiksek verimli ii¢c adet
modifiye kitosan kondensat hazirlanarak karakterize edildi. Modifiye kitosan
biomalzemeler tlicer adet hidrojel (CSADJ1-3) ve film (CSADFI1-3) formlarinda

hazirlanarak fizikokimyasal karakterizasyonlar1 gergeklestirildi.

Hazirlanan hidrojellerin, bir dakika gibi kisa bir siirede iyi sisme 6zelligine sahip ve
mekanik olarak giiclii bir ag olusturdugu tespit edilmistir. CSADJ1-3 hidrojellerin
stereoid olmayan analjezik ila¢ olan ibuprofen i¢in uygun yiikleyici bir ortam
olusturdugu, kontrollii salinim deneylerinde ise hidrojellerin gozenek biiyiikliigiine
bagli olarak bir giinliik siirede ve fizyolojik pH degerlerinde CSADIJ1 ilacin %90’1n1,
CSADJ2 ve 3’iin ise %82’sini saliverdigi goriildii.

- Jelatorlerin farkli pH degerlerindeki su tutma kapasitelerinin ndtral pH degerinde en
yiikksek iken siralamalari CSADJ1> CSADJ2 > CSADJ3 seklinde su tutma

kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir.

- Shiff baz1 miktar1 arttikca jellesme G6zelligi artar fakat kitosanda bulunan serbest

haldeki NH; ve OH gruplarinin sayis1 azaldigi i¢in su tutma kapasitesi de azalir.

- Kitosana giiclii bir sekilde bagli olan SAD grubu, genis gecis sicakliklarma sahip

hidojellerin termal stabilitesini arttirmigtr.

Hazirlanan filmler, hidrofilik glisidol ve salisilaldehitten sentezlenen SAD baglayict
grubunun yiiksek verim ve bolgesel segicilikle kitosana baglanmasiyla {i¢ yeni
amfifilik kitosan bazli film (CSADFI1-3) hazirlanmigtir. Hazirlanan filmlerdeki
baglayict grup konsantrasyonu biyopolimerin, termal stabilite, sekil, sisme ve suda
coziinlirlik dahil olmak tizere farkli fizikokimyasal Ozelliklerini etkiledigi

gorilmiistiir.

-Herhangi bir plastiklestirici kullanilmadan elde edilen filmler mekanik olarak
dayanikli kalinlikta, su tutma kapasitesi ve sudaki ¢ozliniirligii diisiik degerlerde

filmler elde edilmistir.
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- Biyopolimer filmlerinde SAD igeriginin artmasiyla su tutma kapasitesi azalmigtir.
Cilinkii kitosanda bulunan serbest haldeki NH, ve OH gruplarinin sayis1 azalmasiyla

su tutma kapasitesi de azalir (CSADF-1>CSADF-2>CSADF-3).

- Filmlerin kalmlig1 ve sudaki ¢oziiniirliigii CSADF3 > CSADF2 > CSADFI siras1
seklinde degismektedir.

- Kitosana giiclii bir sekilde bagh olan SAD grubunun, genis gecis sicakliklarma

sahip filmlerin termal stabilitesini arttirdigini gostermistir.

- Biyopolimer filmlerin SEM goriintiilerinde de goriildiigii gibi SAD igeriginin

artmasi filmleri daha piiriizlii hale getirmistir.

Bu calismada SAD baglayic1 grubu ile kitosan modifiye edilerek iicer adet yeni
biyopolimer hidrojel ve film hazirlanmistir. Hazirlanan biyopolimerlerin hizli bir
sekilde hidrojel 6zelligi gdsterdigi gibi ayn1 zamanda mikrometrik kalinlikta filmler
olusturabilmektedir. Bundan sonra biyolojik materyal yontemin verdigi imkanlarla
hidrofilitesi arttirilmis yeni modifiye kitosanlarin hazirlanmasi i¢in bir alt yapi
olusturmaktadir. Mevcut biyopolimerler ile bu calismada yer almayan ve
taginmasinda zorluk cekilen antibiyotiklerin tasinmasi i¢in kullanilabilecektir. Bu
calismadaki bilgiler 1s1¢inda hidrofilik karakteri daha fazla olan modifiye

kitosanlarin sentezi planlanmaktadir.

Sonu¢ olarak hazirlanan biyopolimerlerin fizikokimyasal 6zellikleri dikkate
alindigimda doku miihendisligi, yara iyilestirici reaktif, ila¢ tasiyict ve salici
sistemler, yiizey kaplayic1t malzeme vb. birgok biyomedikal alanda bu yeni modifiye
kitosan malzemeler kullanilabilecektir. Bu calisma ileriki calismalarimiza bu

dogrultuda yon vermektedir.

5.1 Onerilen Cahsmalar

I. Jelatorlerin su tutma kapasitesini arttirmak i¢in daha fazla fenolik OH’ a sahip
bilesikler modifikasyon i¢in kullanilabilir.
II. Model ilag olarak suda ki ¢6ziiniirliigii ibuprofene gore daha yiiksek olan ilaglar

secilip farkli pH’larda salinim ¢aligmalar1 yapilmalidir.
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III. Kitosan amidlesme gibi farkli reaksiyon yontemleri ile modifiye edilmeli ve
schiff baziyla modifiye edilen kitosan bazli amfififlik hidrojel ve filmlerle
karsilastirilmali.

IV. CSAD’lar plastiklestiriciler kullanarak film sentezlenmelidir.

V. Filmlerde antimikrobiyal ve antifungal gibi Ozellikler gosteren metal

nanopartikiilleri kullanarak filmlerin biyolojik aktiviteleri 6zellikleri incelenmelidir.
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DE 6.00 usec

TE 300.0 K

Dl 2.00000000 sec

dil 0.03000000 sec

DELTA 1.69999998 sec

TDO 1

CHANNEL f1

NUC1 13¢C

Pl 13.30 usec

FL1 -6.00 dB

SFO1 100.6228298 MHz
===== CHANNEL {2 seecccea

CPDPRG2 waltzlé

NUC2 1H

PePDE 100,00 usec

PL2 5.00 dB

PL12 25.22 dB

PL13 27.00 dB

SFO2 400.1316005 MH=z

F2 - Processing parameters
32768
100.6127690 MHz
EM
a
1.00 Hz

I
160

]
140

._
120

T
100

40

a
1.40
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ke
L

Current Data Parameters

MAME Mehmet Karakaplan
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20110929
Time 18.08
INSTRUM spact
PROBHD 5 mm PABBI 1H-
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT Acetic
NS 16
Ds 2
SWH B278.146 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
AQ 3.9584243 sec
RG 16
D 60.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO i §
||||||| CHANNEL fl mmmsms=s
NUC1 1H

. Bl 55.00 usec
\ PL1 5.00 dB
SF01 400.1324710 MHz
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 400.1300000 MHz
WO EM
SSB 0
1B 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
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BRUKER

(>

Current Data Farameters

HAME Mehmet Karakaplan
EXERO 2
PROCNO 1

F2 = Acoguisition Parameters
Date_ 20110929
Time 18.04
INSTRUM spect
EROBHD 5 mm PABBI 1H-
FULPROG zg30

D 65536
SOLVENT Acetic

NS 16

DS 2

SWH 8278.146 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
p-Ta ] 3.9584243 sec
RG 16

oW 60.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
e —— CHANNEL £l ==mms—-
HUC1 1H

28 55.00 usec
PLL ) 5.00 dB
SFO1 400.1324710 MHz
F2 - Processing parameters
51 32768

SF 400.1300000 MHz
WOW EM

55B 0

LB 0.30 Hz
GB ]

PC 1.00

w
= ]
w
3%
(S
el
s
=]

10 9

0.08
0.03
0.00
0.07
0.16
O 26

o

.90/
0.01
0.04
0.02
0.10
1.:29
1.00
0.05
0.08
1.90
0.07
0.45
0.09
0.70
0.20
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(<)

(P

Current Data Parameters

NAME Mehmet Karakaplan
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20110929
Time 17.59
INSTRUM spect
PROBHD S mm PABBI 1H-
PULPROG zg30

D 65536
SOLVENT Acetic

N5 16

Ds 2

SWH B278.146 Hz
FIDRES 0.126314 Hz
AQ 3.9584243 sec
RG 20.2

oW 60.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
smasssss CHANNEL f] sssssse=
NUC1 1H

Pl 55.00 usac
PL1 5.00 dB
SFOL1 400.1324710 MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768

SF 400.1300000 MHz
WDW EM

S5B ]

LB 0.30 Hz
GB 0

FC 1.00
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