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N-HALAMIN ESASLI KLOR DEPOLAYABILEN KRiYOJELLERIN
SENTEZi VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Kriyojeller, matris boyunca heterojen sekilde dagitilmig bir polimerik zincir agi
olusturmak i¢in, diisiik sicakliklarda monomerik veya polimerik prekiirsorlerin ¢apraz
baglanmasi, polimerizasyonu veya fiziksel dolanmasi veya jellesmesi ile olusur.
Donmus ¢o6ziicli, ¢oziildiikten sonra, gazlarin, sivi ve mikron alt1 pargaciklarin ¢ok
fazla zorlanmadan serbestce hareket etmesine izin veren yiiksek gozenekli ara
baglantiya sahip, yiiksek derecede makro gdzenekli bir yap1 ortaya ¢ikar. Kriyojellerin
en dikkat cekici o6zelligi sahip olduklar1 birbiri ile baglantili makro gézenekleri
sayesinde absorpladiklari suyu bir kuvvet altinda ¢ok hizl1 desorpsiyon etmeleridir. Bu
sebepten biyoteknolojik ve biyomedikal alanlarda kullanimlar1 oldukg¢a yaygindir.
Kullanim alanlar1 geregi antibakteriyel 6zellik gostermeleri ise kriyojelleri daha efektif
malzemeler haline getirebilmektedir. Bu amaca yonelik olarak bu ¢alismada en etkili
antibakteriyel biyositlerden olan N-halamin bilesikleri tercih edilmistir. Yapilarinda
bulundurduklar1 azot-klor veya azot-brom baglar1 ile N-halamin bilesikleri halojen
stabilizatorleri olarak da ifade edilmektedir. Bu bag mikroorganizmalar ile temas
sonucunda kirilir ve oksidatif klor veya brom atomu mikroorganizmanin hiicre zarina
transfer olur. Hiicre zarindaki proteinlerin okside edilmesiyle ¢ok kisa siire iginde
mikroorganizma inaktivasyonu gercgeklesir. N-halaminler, yiiksek stabilite, diisiik
toksisite ve yeniden sarj edilebilir gibi tstiin Ozelliklere sahiptirler. Calisma
kapsaminda, antibakteriyel potansiyele sahip klor depolayabilen kriyojeller N,N’-
metilen bis akrilamid ¢apraz baglayicist varliginda N-halamine prekiirsorleri olan 2-
akrilamido-2-metil-1-propan siilfonik asit sodyum tuzu, akrilamid ve N-[3-
(Dimetilamino)propil] metakrilamid monomerlerinin kopolimerizasyonu ile elde
edilmistir. Sentezlenen kriyojeller seyreltik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile muamele
edilerek klor yiiklenmistir. Ayn1 zamanda klorlama islemi i¢in klorlama siiresi ve pH
parametreleri optimize edilmistir. Kriyojellerin su absorplama miktarina, absorpsiyon
ve desorpsiyon hizina klor yiiklemesinin etkisi incelenmistir. Elde edilen kriyojel
orneklerindeki fonksiyonel gruplar FT-IR ile tanimlanmistir. N-Halamin yapinin
kararlilig1 1s1 ve UV 1s181na olduke¢a duyarlt oldugundan kiyojellerin TGA analizi ile
termal davranis1 ve UV 1s181ina maruz birakilarak klor tutma kabiliyetinin degisimi
gbozlemlenmisitir. Mekanik test cihazi ile sigmis haldeki kriyojellerin mekanik
ozellikleri tespit edilmistir. SEM goriintiileme teknigi ile kriyojellerdeki gozenek
yapisinda meydana gelen degisim ve EDS analizi ile yapiya klor atomunun baglanma
durumu ortaya konulmustur. Sonug¢ olarak, olduk¢a hizli ve yiiksek oranda su
absorplayabilen ve klor depolayabilen kriyojeller liretilmistir. Gelistirilen kiire
formdaki kriyojeller 6zellikle biyomedikal ve biyoteknolojik endiistrisinin ¢esitli
alanlarinda kullanilmak igin biiylik bir potansiyele sahiptir.

Anahtar  Kelimeler:  N-halamin, kriyojel,  antibakteriyel, silispansiyon
polimerizasyonu
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF N-HALAMINE BASED
CHLORINE STORAGE CRYOGELS

SUMMARY

Cryogels are formed by crosslinking, polymerizing or physical entanglement or gelling
of monomeric or polymeric precursors at low temperatures to form a polymeric chain
network heterogeneously distributed throughout the matrix. After dissolving of the
frozen solvent, a highly macroporous structure is formed with a high porous
interconnection that allows gases, liquid and submicron particles to move freely
without too much strain. The most attractive feature of cryogels is that they release the
absorbed water very quickly under a force by means of their interconnected macro
pores. Therefore, they are widely used in biotechnological and biomedical fields.
Because of their antibacterial properties due to their usage areas, cryogels can become
more effective materials. For this purpose, N-halamine compounds which are among
the most effective bacterial biocides were preferred in this study. Nitrogen-chlorine or
nitrogen-bromine bonds and N-halamine compounds in their structures are also
referred to as halogen stabilizers. This bond is broken by contact with microorganisms
and the oxidative chlorine or bromine atom is transferred to the cell membrane of the
microorganism. The oxidation of the proteins in the cell membrane causes inactivation
of the microorganisms in a very short time. N-halamines have superior properties such
as high stability, low toxicity and rechargeability. In the scope of the study, cryogels
with antibacterial potential which can store chlorine were obtained by
copolymerization of N-halamine precursors, which are 2-acrylamido-2-methyl-1-
propane sulfonic acid sodium salt , acrylamide and N-[3-(Dimethylamino) propyl]
methacrylamide monomers, in the presence of N, N'-methylene bis acrylamide as
cross-linker. The synthesized cryogels were treated with dilute sodium hypochlorite
solution and charged with chlorine. At the same time, chlorination time and pH
parameters were optimized for chlorination process. The effect of chlorine loading on
water absorption rate, absorption and desorption rate of cryogels were investigated.
Functional groups in the obtained cryogel samples were identified by FT-IR. Since the
stability of the N-Halamine structure is very sensitive to heat and UV light, the thermal
behavior of the biogels by TGA analysis and the changing in chlorine retention ability
by exposure to UV light were observed. The mechanical properties of chlorinated and
non-chlorinated cryogels in the swollen state were determined by mechanical test
device. The change in pore structure in cryogels by SEM imaging technique and the
binding state of chlorine atom to the structure were determined by EDS analysis. As a
result, cryogels were produced which were able to absorb water rapidly and store
chlorine at a fast rate. The developed spherical cryogels have great potential for use in
various fields of the biomedical and biotechnological industries.

Keywords: N-halamine, cryogel, antibacterial, suspension polymerization
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1. GIRiS

Patojenik mikroorganizmalarin neden oldugu bulasici hastaliklar her yil ¢ok sayida
Olimle sonuglanmakta ve bu nedenle insan saghigina biiyiik oOlgiide tehdit
olusturmaktadir. Insanlarin refah ve huzurunu bozan bu hastaliklarmn viriis, bakteri
veya mantarlar gibi patojenlerden kaynaklandigi bilinmektedir. Bu tehdide karsi
koymak i¢in glimiis iyonlari, amonyum bilesikleri, aktif klor yiizeyleri veya triklosan
gibi biyositler yayginca kullanilmaktadir ve bahsi gecen tiim bu biyositler zararh
mikroorganizmalarin bertarafi konusunda basarilidir. Fakat kapsami olduk¢a genis
olan antibiyotiklerin kullaniminin bile artik etkisiz kaldig1 durumlara rastlanmaktadir.
Gittikge artan antibiyotik direnci her yil diinya c¢apinda tahminen 700.000 insanin
hayatin1 kaybetmesine sebep olmaktadir. Bu direnci azaltmak veya yeni biyositler
gelistirmek icin ¢caba gosterilmedigi takdirde 2050 yilina kadar bu saymin 10 milyona

ulasabilecegi ongoriilmektedir [1].

Patojenik mikroorganizmalar tibbi cihazlar, ilaglar, hastane ylizeyleri, dis restorasyon
ve cerrahi ekipmanlari, saglik bakim {irlinleri ve hijyenik uygulamalar, su/hava aritma
sistemleri, tekstil iirlinleri, gida paketleme ve depolama vb. alanlarda kullanilan
trlinlerin  yiizeylerinde kolaylikla biliylimekte dolayisiyla kirlenme ve cliriime
sonucunda istenmeyen sonuglara neden olmaktadir [2]. Giiniimiize kadar
mikroorganizma kaynakli kontaminasyon olusumlarinin azaltilmasi geleneksel
yontemlerle saglanmistir. Bu yontemlerde genellikle 1s1, iyonize edici radyasyon ya da
dezenfekte edici kimyasal maddeler kullanilmis ve sterilizasyon islemi yapilarak
mikroorganizmalari Oldiirmek amaclanmustir. Ancak  bu  yoOntemler
mikroorganizmalara kars1 kisa siireli etkinlik gosterdiginden bahse konu ylizey tekrar
patojene maruz kaldiginda kontaminasyon tekrarlanmaktadir. Ustelik dezenfektan
kullanimi  hem c¢evresel agidan olumsuz etkilere sebep olmakta hem de
mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasini kolaylastirmaktadir. Tiim bu siirlamalar
dikkate alindiginda, mikroorganizmalara dogrudan temas ederek hizlica ortadan
kaldiran ve bu islemi tekrarli olarak yapabilen materyallerin gelistirilmesi zorunluluk

haline gelmistir. Kullanilan biyositlerden uzun siire etkinligini yitirmeyen, pek ¢ok



mikroorganizma ¢esidine karsi etki gosterebilen, tiiketiciye, iireticiye ve ¢evreye karsi

zararsiz olma gibi 6zellikler gostermesi beklenmektedir [3, 4].

Son yillarda ¢evresel degiskenlere karsi duyarli ve suda sisme gibi listiin 6zellikleri
sayesinde, aritma ve saflastirma sistemleri, biyoteknolojik ve biyomedikal gibi bir¢ok
farkl1 alanda kullanimlar1 sik¢a tercih edilen hidrojellerin antibakteriyel o6zellik
gostermeleri de hidrojellere fonksiyonellik bakimindan Onemli Olclide avantaj

saglayacaktir [5].

Hidrojellerin su absorplama yetenekleri polimer iskeletine bagli hidrofilik fonksiyonel
gruplar ile saglanirken, ¢Oziinmeye karsi direncleri polimer zincirlerini birbirine
baglayan, fiziksel ya da kimyasal ¢apraz baglardan kaynaklanmaktadir ve dolayisiyla
yiiksek miktarda su absorplayabilmektedirler. Bununla birlikte, hidrojellerin sismis
halde kuvvete kars1 verdikleri cevap hizlari yavastir ve mekanik dayanimlari oldukca
disiiktir. Bu  olumsuz  Ozellikleri  hidrojellerin ~ kullanimlarimi = nispeten
sinirlandirmaktadir. Literatiirdeki calismalara bakildiginda igige gegmis ag yapili
hidrojellerin sentezi veya hidrojelin inorganik yiizeylere asilanmasi gibi ¢ézlimlerin
sunuldugu goriilmektedir [6—8]. Bu yontemlerden farkli olarak kriyojenik sartlarda jel
sentezi ile mekanik dayanimin yiiksek ve daha hizli cevap verebilen hidrojeller elde
edilebildigi goriilmiistiir [9]. Kriyojenik sartlarda elde edilen bu hidrojeller kriyojel
olarak adlandirilmaktadir. Kriyojelasyon tekniginde diisiik sicakliklarda c¢oziicii
kristallerinin donmast ve polimerlesmenin donmamis bolgelerde gerceklesmesi
sonucunda birbirine bagli gozenekleri olan yapilar olusmaktadir. Bu baglamda polimer
konsantrasyonu gozenek duvarlarinda fazla olmakta ve kriyojelin mekanik dayanimini
da artirmaktadir. Bu tezin amaci daha ¢ok saflastirma ve ayristirma amagh alanlarda
kullanilmak iizere, pandemik ve epidemikleri minimize eden kiire formda
antibakteriyel potansiyele sahip halojen (klor) depolayabilen kriyojeller elde etmektir.
Serbest radikalik katilma polimerizasyonu yontemi ile non-iyonik yapidaki akrilamid
monomeri ile mekanik dayanimi yiiksek, iyonik ve tuz formundaki 2-akrilamido 2-
metilpropan siilfonik asit sodyum (AMPS-Na) monomeri ile de yiiksek ve hizli su
absorpsiyonu gosteren kriyojellerin sentezlenmesi hedeflenmistir. Kiire formda
kriyojel elde edebilmek i¢in de siispasniyon polimerizasyon tekniginden
yararlanilmigtir. Literatiirde N-halamin bilesiklerinin etkin antibakteriyel o6zellik

gosterdiklerini kanitlayan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir [10-12]. Bu tez, N-halamin



bilesikleri kullanilarak kiire formdaki kriyojellere antibakteriyel fonksiyon

kazandirilmasi yoniiyle 6zglindiir ve literatiire katkida bulunacaktir.

1.1 Bakteriler

Bakteriler mikroskopla goriilebilen, ¢esitli cevre kosullarinda ¢ogalip gelisebilen, tek
hiicreli organizmalardir. Dogadaki varliklari ilk kez 17. ylizyil baslarinda Antony van
Leeuwenhoek’un mikroskobu kesfetmesiyle saptanmustir. Fakat buna ragmen bilim
adamlar1 tarafindan incelenerek nitelendirilmesi uzunca bir zaman almistir. 19. ytlizyil
ortalarina dogru Alman botanikgisi Ferdinand Julius Cohn’un mikroskop kullanarak
elde ettigi bilgiler neticesinde ise latince kiigiik cubuk anlamina gelen “bacterium”

sOzclgi ile literatiirde yer almustir.

Mikroorganizmalar sinifinda yer alan bu canlilar toprakta, havada, okyanuslarda hatta
insan bagirsaklarinda dahi var olabilmektedir. Bakteriler insanlarla tiimlesik bir
iliskiye sahiptir. Bazen yogurt vb. yedigimiz besinleri elde etmede yahut bu besinlerin
viicutta sindirilmesinde yardimci olurken bazen de zatiire, MRSA gibi hastaliklara yol

acarak yikici etkilere sebep olabilmektedir.

Hiicre yapilarina gore bir ¢ekirdek ve hiicre zarina ait organelleri bulunan canlilara
okaryot canlilar denirken, herhangi bir ¢ekirdek ve organele sahip olmayan canlilara
prokoryot canlilar denir. Prokoryot canlilar sinifinda yer alan bakteriler plasmid adi
verilen deoksiriboniikleik asit (DNA) benzeri yapiya sahiptirler. Bakterilerin
biiylikliigii tiiriine, lireme evresine, beslenme durumuna ve ¢evre kosullarina bagh
olarak degismektedir. Bakterilerin genisligi 0,2 ile 2 mikrometre arasinda, boylar1 2
ile 10 mikrometre arasinda olabilmektedir. Genellikle bakteriler sekil bakimindan
cubuk, kiiresel, spiral olmak iizere, genetik olusumlarindaki farkliliklara veya hiicre

duvari yapisina gore siniflandirilmaktadir.

Ik kez 1884 yilinda Hans Christian Gram tarafindan gelistirilen bir boyama teknigi
araciligryla hiicre duvarindaki yapisal kompozisyona gore Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakteri tanimlamasi1 yapilmistir. Bu teknik kapsaminda hiicre duvarinda
polipeptigon adi verilen aminoasit ve seker iceren Gram-pozitif bakteriler mor renk,
iki katmanli hiicre duvarina sahip olup yag asidi icermeyen Gram-negatif bakteriler
ise kirmizi (pembe) renk ile boyanmistir. Bu boyama teknigi bakterileri birbirinden

ayirmak i¢in uzun yilardir kullanilan temel bir teknik halini almistir.



Gilinlimiizde sik¢a adini duydugumuz gida zehirlenmesi, sarbon, mide ve bagirsak
iltihab1 gibi hastaliklara sebep olan Staphylococcus ve Bacillus Gram-pozitif;

Salmonella ve Escherichia coli ise Gram-negatif bakteriler grubunda yer almaktadir.
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Sekil 1.2 : Gram-pozitif ve Gram-negatif hiicre duvari yapilari [14].
1.2 Antibakteriyel Ajanlar ve Inaktivasyon Mekanizmalar1

Bakterilerin bertaraf edilmesi konusunda ilk yaklagim bakterilerin yiizeye tutunmasini
Onleyecek siiperhidrofobik malzemelerin (temas agis1 > 150°) gelistirilmesi olmustur
[2, 15, 16]. Ikinci yaklasim ise aktif yiizeyler ile ilgilidir. Antibakteriyel ajanin
malzeme ylizeyine baglanmasiyla, ¢evreye herhangi bir biyosit salinimi olmadan
bakteri hiicresini ortadan kaldirmasi prensibine dayanmaktadir [17-21].
Antibakteriyel ajan serbest birakilmadigindan, aktif ylizeyler ¢evreye =zarar
vermemekte ve tekrarli kullanimdan sonra bile etkilerini korumaktadir. Bu nedenle,
bu yaklasim mikroorganizmalarin biiyiimesini 6nlemek icin ihtiya¢ duyulan aktif
madde miktarint minimuma indirmektedir [22, 23]. Cevreci olmast ve uygulama
kolayligimin sagladigi avantajlardan dolayr bu konuda c¢ok sayida ¢alisma

gergeklestirilmistir [24—28]. Antibakteriyel ajanin malzeme ylizeyine kovalent bag



[29-31], hidrojen bag1 [32, 33], hidrofobik etkilesimler, ve elektrostatik etkilesim [34]
gibi modeller ile baglandig1 daha 6nce farkli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.
Kovalent baglanma, stabil ve giivenilir yiizey aktif antimikrobiyal materyallerin
olusumu i¢in en etkili yaklagimlardan birini temsil eder [35, 36]. Giiclii kovalent bag,
biyomedikal, su aritma ve gida uygulamalar1 i¢in son derece onemli olan biyoaktif

bilesigin ¢evreye salinmasini engellemektedir [37, 38].

Antibakteriyel ajanlar i¢in pasif ve aktif davranis olmak tiizere iki tip inaktivasyon
mekanizmast vardir. Bunlardan birincisi, bakteri hiicresinin gelismesini veya
tiremesini durduran pasif davranis, ikincisi ise bakteri hiicresini direkt 6ldiirerek

ortadan kaldiran aktif davranis inaktivasyon mekanizmasidir.

Pasif Etkili Ylizeyler Aktif Etkili Yiizeyler

Siterik Elektrostatik ~ Dusuk ylzey Biyosit Temas-etkin
iticilik iticilik enerjisi salinimi biyosit

Sekil 1.3 : Inaktivasyon Mekanizmalar1 [39].

Pasif davranis mekanizmasinda biyosit hiicre duvarindaki protein adsorpsiyonunu
azaltarak bakterinin yiizeye tutunmasini dnlemektedir. Esasen bakteriler hidrofobik ve
negatif yiikli yiizey 6zelligi gosterdiginden, biyosidin hidrofilik negatif yiikii ya da
diisiik yiizey enerjisi bakterinin yiizeye yapismasini engellemektedir. Ancak pasif
ylzey, bakteri ile kimyasal bir etkilesime girmemekte ve bakteriyi dogrudan

oldirmemektedir.

Aktif davranista, biyosidin bakteri hiicre duvarina baglanmasi s6z konusudur. Hiicre
duvarina penetre olan biyosit, dis hiicre zar1 ile yer degistirerek son hedef bolge ile
temas1 sonucunda antibakteriyel eylem gerceklesmektedir. Biosidin bakterilere niifuz
etmesi sicaklik, pH ve organik maddelerin varlig1 gibi c¢esitli faktorlerden

etkilenmektedir. Genel olarak bakterilerdeki hedef bolgeler hiicre duvari, sitoplazmik



membran ve sitoplazma yapilar1 olmaktadir. Aktif davramig gosteren biyositler

bakterilerle iki farkl: tiirde etkilesim gdstermektedir [40, 41].

Bunlardan ilki fiziksel etkilesimdir. Fiziksel etkilesimde hedef bdlge olan hiicre zarin
tahrip eden biyosit enzim, niikleotit ve niikleosit gibi bilesenlerin sizmasina yol
acmaktadir. Nihayetinde sitoplazmik bilesenlerinin yoklugu bakterinin 6liimiine sebep
olmaktadir. Kuaterner amonyum tuzlari, fenol bilesikleri ve biguanidler fiziksel iyonik
etkilesimler sonucu hiicreyi pargalayan inaktivasyon mekanizmasina sahip

biyositlerdir [42—44].

Diger etkilesim ise kimyasal etkilesimdir. Bu etkilesimde protein, DNA, RNA gibi
sitoplazmik bilesenlerle etkilesime gecen biyosit bakterinin biyosentezini ve

cogalmasini engellemektedir [45].

Ornegin bir biyosit olan kloramin, sistein, sistin, metionin ve triptofan olmak iizere
dort farkli protein ile reaksiyona girerek DNA aktivitesini olumsuz yonde etkiler [46—

48].

Antibakteriyel ajan kullanimi, uygulama alanina ve etkinligine gore belirlenmektedir.
En sik kullanilan antibakteriyel ajanlara metal ve metal oksit iyonlari, kitosan,
kuaterner amonyum bilesikleri, biguanidler, N-halaminler ve antimikrobiyal peptitler
ornek olarak verilebilir. Son yillarda biyouyumluluk ve ¢evre dostu olmalar1 sebebiyle

dogal biyoaktif bilesiklerin kullanimi da yayginlagmaktadir.

1.2.1 Biguanidler

Polihekzametilenbiguanid (PHMB) en ¢ok kullanilan biguanid biyositlerinden biridir.
Yiizme havuzlarinda dezenfektan, hastanelerde yara enfeskiyonlarini engellemek igin
antiseptik madde, kozmetik ve kisisel bakim {rlinlerinde koruyucu olarak
kullanilmaktadir [49]. Ozellikle de tekstil endiistrisinde seliilozik materyallerde
antibakteriyel ylizeylerin elde edilmesinde tercih edilmektedir. PHMB katyonik bir

yapida oldugundan dolay1 hidrojen baglarinin yaninda seliiloz ile iyonik bag olusturur.

Antibakteriyel etkinlik PHMB’deki pozitif ylikiin bakteri hiicre zarinda bulunan
fosfolipid ile etkilesime girmesi sonucunda hiicre duvarina zarar vererek

gerceklesmektedir.
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Sekil 1.4 : PHMB’in kimyasal yapis1 [50].
1.2.2 Metal ve metal oksit bilesikleri

Glimiis basta olmak iizere ¢inko, bakir, kobalt gibi metaller ve bilesiklerinin
mikroorganizmalarin ¢ogalmasina engel olmada efektif olduklar1 goriilmektedir [50,
51]. Bu bilesiklerdeki antibakteriyel mekanizma, metal iyonlarimin hiicre duvarini
asarak bakteri hiicrelerindeki enzimlerde bulunan tiyol gruplar ile bag yapmasi ile
olusmaktadir. Bu bag sonucunda bakterinin besin kaynagi ile irtibat1 kesilmektedir.
Enzimatik aktivitenin azalmasi, hedef hiicrenin zayiflamasina ve metabolizmasinda
degisime neden olmaktadir. Ayrica, metal iyonlar1 bakterilerin molekiiler yapisini
oksitleyen oksijen radikallerinin iiretimini de katalize eder. Boylece hiicrenin

bliytimesi engellenerek bakterinin inaktivasyonu saglanmis olmaktadir [52].

1.2.3 Kitosan

Bir biyopolimer olan kitinden elde edilen kitosan, dogal polisakkarit olup etkin
derecede antimikrobiyel Ozellik gostermektedir. Kitosan, 2-acetamino-2-deoxy-p-
Dglucosic monomerinin birbirine [B-1,4-glikozidik baglarla baglanmis lineer bir

polisakkarit halidir.
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Sekil 1.5 : Kitosanin kimyasal yapisi.

Kitosanin bakteri, mantar ve viriis 6ldiirme yetisi asidik ortamda meydana gelen
amonyum tuzlarindaki amino gruplariyla iligkilidir [53]. Kitosanin antibakteriyel
etkisi i¢in aktif amino gruplarinin miktarinin 6nemini vurgulayan iki mekanizma
vardir. Birinci mekanizma kitosanin polikatyonik dogasi geregi hiicre ylizeyine
istiflenerek bakteriyel metobilizmaya miidahale etmesi ile olur. Diger mekanizma ise

kitosanin RNA sentezini engellemek icin DNA’ya baglanmasi sonucunda gerceklesir.



Deasetilasyon derecesi, molekiiler agirligi, protonlanmis ve protanlanmamis amino
gruplariin orami kitosanin antibakteriyel kapasitesini etkileyen Onemli yapisal

parametrelerdir [54].

1.2.4 Kuaterner amonyum bilesikleri

Kuaterner amonyum bilesikleri birgok ilaca direngli tiirler de dahil olmak tizere ¢esitli

bakterilere kars1 oldukga giiclii antibakteriyel potansiyele sahiptirler [55-58].

Kuaterner amonyum bilesiklerinin antibakteriyel etkisi, kuaterlesme reaksiyonu
sonucunda olusan kalic1 pozitif yiiklii kuaterner nitrojeni ile mikroorganizma zarimdaki
asidik fosfolipidlerin negatif yiiklii kafa gruplar arasindaki gii¢lii afinite ve zarar verici

etkilesimlerle ilgilidir [3, 59].

Buna ek olarak, polarite ve sterik 6zelliklerinin yanisira sahip olduklar: 12-18 karbon
uzun alkil zincirinin kuaterner amonyum bilesiklerinin antimikrobiyal fonksiyonunu

arttirdigi tespit edilmistir [55].

CHa CHa
. o
CHQ—Pls.I—R.X CH3—T—R.X
CHa CHs R= Cg-C,g alkyl group

X=CL Br

Sekil 1.6 : Kuaterner amonyum bilesiklerinin kimyasal yapisi.

Kuaterner amonyum bilesiklerinin materyal yiizeyine kimyasal olarak baglanmasi ile
ylizey aktif antibakteriyel malzemeler elde edilmistir. Boylece antibakteriyel
malzemelerin toksitesi ve ¢evresel zarar1 en aza indirilmistir. Bu bilesikler sayesinde
bakteri direnci ile miicadele i¢in etkili bir yol izlenmis olmaktadir. Ayrica yiiksek
degiskenlikleri, diisiik maliyeti ve hizli antibakteriyel aktiviteleri nedeniyle oldukca
fazla ilgi gormektedirler [57, 60—62].

1.2.5 N-halamin bilesikleri

Amin, amid ve imid gruplarinin halojenlesmesi sonucu azota bagli bir veya daha fazla
kovalent baglanabilen halojen igeren (N — X) organik bilesiklerdir [28]. Genellikle
halojen stabilizatorleri iyot, brom ve sik kullanilan klor elementidir. Azot halojen bagi

gecici bir baglanmadir ve bu bag mikroorganizmalar ile temas sonucunda kirilir ve



aciga c¢ikan oksidatif halojen hiicre zarma transfer olur. Bdylece hiicre zarindaki
proteinlerin okside olmasiyla c¢ok kisa silire icerisinde mikroorganizmanin
inaktivasyonu saglanmaktadir [63]. N-halamin bilesikleri bilinen herhangi bir toksik
etki gostermeyen ve diger antimikrobiyal bilesiklere gore oldukca yiiksek stabiliteye
sahip bilesiklerdir [64—66]. N-halamin bilesiginin, lipofilik bir yapiya sahip olan
bakteri dig membraninina benzerligi ve N-X baginin stabilitesi antibakteriyel etkinligi
belirleyici en temel etkenlerdir [67—69]. Amin, amid ve imid olmak iizere 3 tip N-X
iceren N-halamin bilesigi vardir. Kimyasal konfigiirasyon sebebiyle sterik engel ve
polariteden etkilenen N-X baginin ayrisma sabiti degismektedir. N-X baginin
stabilitesi ise antibakteriyel etkinligi belirlemektedir [70-74]. N-X grubunun
yanindaki elektron geken gruplar (yani karbonil), N-X kovalent bagin1 zayiflatir. Ote
yandan, N-X grubuna bitisik karbon atomu iizerine ikame edilmis elektron veren
gruplar (yani alkil), N-X kovalent bagim gii¢lendirir [75]. Bu baglamda, amin esash
N-halamin bilesiklerin yliksek stabilite ve daha yavas antibakteriyel etkinlik
gosterdikleri, imid esasli N-halamin bilesiklerin ise diisiik stabilite ve ¢ok daha hizli

biyosidal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [75, 76].
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Sekil 1.7 : N-X Baginin stabilite-inaktivasyon hiz iligkisi.

Neticede malzemenin kullanilacagi uygulama alan1 g6z onilinde bulundurularak hizli
antibakteriyel aktivite ya da yiiksek stabiliteye sahip olacak N-halamin bilesiklerinin
kullanimi tercih edilmektedir. Genelde hem iyi stabilite hem de gii¢lii antibakteriyel

etki gosteren amid grubu i¢eren N-halamin bilesikleri tercih edilmektedir [77].

N-halamin bilesikleri hydantoin, oxazolidinonlar ve imidazolidinonlar gibi halkali
yapida ya da akrilamid, metakrilamid iceren alifatik yapida olabilmektedir.
Cogunlukla cok daha stabil olmalar1 nedeniyle halkali yapiya sahip N-halamin

bilesikleri tercih edilir. Ciinkii halkali yapilarda 1s1 veya ultraviolet (UV) 1s1g1na maruz



kalindiginda dehidrohalojenasyona sebep olan alfa-hidrojeni bulunmamaktadir.
Birkez dehidrohalejenasyon olursa N-halamin bilesigi tekrar halojenlesme 6zelligini

kaybetmektedir [78].

Ry——N CH R, » R—N—C—R,

Sekil 1.8 : Alfa dehidrohalejenasyon.

N-halamin bilesiklerinin benzersiz Ozelliklerinden biri deaktivasyon reaksiyonun
tersinir olmasidir. Bu 6zellik bakteri ile temas sonrasi ylizeyde azalan oksidatif klor
miktarinin, yiizeyin tekrar seyreltik sodyum hipoklorit muamele edilmesiyle klor

miktarinin ilk degerlere gelebilmesine olanak saglamaktadir [79].

R4 R Inaktivasyon R R

Halojenleme
X H

Sekil 1.9 : N-halamin bilesiginin yenilenebilir 6zelligi.
1.3 Makrogozenekli Polimerik Jeller

Akiskan bir fazin i¢inde kovalent veya fiziksel capraz baglanma ile ag yapiya sahip
polimer bir fazdan meydana gelen ve en az iki bilesenden olusan yari-kat1 sistemlere
polimerik jel denilmektedir [80]. Polimerik jeller yiliksek molekiil agirligina sahip
olmakla beraber akiskan yap1 i¢cinde ¢ozlinme ve ergime gostermeme, ii¢ boyutlu ag
yap1 sayesinde agirliklarinin yaklagik 100 kati kadar akiskan absorplayabilme gibi
Ozelliklere sahiplerdir [81]. Bu malzemelerde absoprsiyon eylemi tersinir olup ag
yapidaki sivi uzaklastirildiginda orjinal haline donebilmektedir [82]. Polimerik jeller
absorpladiklar1 akigkana (polar ya da apolar), polimer cinsine (dogal ya da sentetik
esasli), capraz baglanma tiirline (fiziksel ya da kimyasal) gore siniflandirilmaktadir
[83]. Hidrojel, organojel [84], aerojel [85], kriyojel [86] bunlardan baslicalaridir.
Yapisinda bulunan hidrofilik gruplar sayesinde su varliginda sisme gdsteren polimerik
jeller hidrojel olarak adlandirilmaktadir. Yiiksek miktarda su igerigine sahip olmalari
nedeniyle biyouyumlu malzemelerdir [87]. Bu sebepten biyomedikal uygulamalarda
kullanimi tercih edilmektedir. Kullanim alani geregi polimerik jellerin dis uyarilara
hizli cevap vermeleri ve mekanik olarak dayanikli malzemeler olmasi gerekmektedir

[88, 89]. Son yillarda yapilan makrogdzenekli yapilara sahip jeller sayesinde jellerin
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dis etkenlere hizli cevap verme yetileri ve mekanik dayanimlar1 oldukca

tyilestirilmistir [90].

Makrogozenekli jeller Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’nin yapmis
oldugu tanima gore gozenek boyutu 50 nm ila 1 um araliginda degisen porlu yapilara
sahip jellerdir [91]. Kriyojellesme teknigi yani dondurulmus kosullarda buzun porojen
olarak kullanilmasi ile tiretilen kriyojeller bu smifta yer almaktadir. Kriyojellerin
gdzenek boyutu 1 pm ila 100 pm arasinda degisebilmektedir. Hatta 100 um’den fazla
da olabilmektedir. Bu durumda siiper makro gozenekli jel olarak nitelendirilmektedir.
Bu tip jeller ¢ok ¢esitli monomerler, polimerler, ¢capraz baglayicilar ve sentez kosullar
ile sentezlenebilmektedir. Biiylik gézenek boyutlar1 kriyojellerin biyoteknolojik ve
biyomedikal alanlarda ayristirici, tasiyic1 ve biyoreaktdr gibi ¢ok farkli amaglarla

kullanilan bir malzeme olmasina olanak saglamaktadir [92].

Makrogozenekli jeller dondurarak kurutma [93], gozeneklendirme [94],
mikroemiilsiyon olusumu [95], kopiik metodu [96], faz ayrimi [97] ve kriyojellesme
[98] gibi farkli bir¢cok teknik kullanilarak elde edilebilmektedir. Kontrollii gbzenek
boyutu elde etme, gdzeneklerin agik ve birbirine bagh kanallar ile olusumunu saglayan
kriyojellesme teknigi makrogdzenekli jel elde etmek icin en sik kullanilan
yontemlerden biridir. Bu teknik ile iiretilen kriyojellerin gézenek boyutu 0,1 pm’den

200 pm’ye kadar degisiklik gostermektedir [99].

1.4 Kriyojellesme

Kriyojellesme, jellesme potansiyeline sahip sistemlerin kriyojenik sartlarda yani sifirin
altindaki bir sicaklikta islem goérmesi sonucu meydana gelen spesifik bir jellesme
tiriidiir. Bu teknik ilk kez Lozinsky ve aragtirma grubu tarafindan makrogodzenekli
polimerik jel elde etme amagli kullanilmistir [100]. Kriyojellesme teknigi; ¢oziicliniin
donma sicakliginin altinda yiiriitiilen polimerlesme reaksiyonu esnasinda, ¢oziicii
molekiillerin kat1 forma donlismesi ve c¢oziicii kristallerin kalip vazifesi gorerek
gozenekli bir yap1 olusturmasi esasina dayanmaktadir. Dolayistyla bu yontemin en
belirgin  6zelligi ¢Oziicliniin  kritallenebilme 6zelliginin olmas1  gerekliligidir.
Kriyojellesme teknigi birbirini takip eden ii¢ temel adimdan olugmaktadir. Sekil

1.10’da kriyojellesme tekniginin adimlar1 gosterilmistir.
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Bu adimlardan ilki monomer veya polimer ¢oOzeltisinin hazirlanmast ve
dondurulmasidir. Capraz baglayic1 varlifinda hazirlanan monomer yada polimer
reaksiyon karigimi, ¢oziiciinin  donma sicakligmin altinda bir sicakliga

sogutulmaktadir.

Sonrasinda ise ikinci adim olarak donmus faz igerisinde jel inkiibasyonu
gerceklesmektedir. Jellesme reaksiyonu baslatict ilavesiyle baslatilir ve reaksiyon
donmamig faz boyunca ilerlerken ¢oziicii kristallerinin biiylimesi donmus bir faz

meydana getirerek heterojen bir yap1 olusturmaktadir.

Son adim ise donmus sistemin ¢dziilmesini kapsamaktadir. Jellesme reaksiyonunun
belirli siire sonrasinda tamamlanmasi ile karisim 1sitilarak donmus polimer soliisyonu
icerisindeki ¢oziicii kristallerin erimesi saglanmaktadir. Boylece birbirine bagh

gbzenekli yapilar elde edilmektedir [101].

Kriyojellesme dondurulmamis sistemelerde sentezlenen jellere gore farkh
morfolojilere sahip yapilarin elde edilmesini miimkiin kilar. Tekrarlanabilir yapilar
sentezleyebilmek i¢in tiim deneysel polimerizasyon parametrelerinin kontrollii
yiriitiilmesi gerekmektedir. Dondurma sicakligi ve hizi, monomer kompozisyonu ve
konsantrasyonu, ¢6ziicli se¢imi, reaksiyon karisiminin termal gegcmisi, jellesme ajani
vb. parametreler polimerik jel sistemdeki kriyojen yapilasmanin olusumunu

belirlemektedir[102].

Aonomerler

< Buz Kristalleri

o Baslangicta Polimer Olusumu
Q Caprazbagh Polimer jel
( ) Siiper Makro Gizenek

Sekil 1.10 : Kriyojellesme teknigi adimlar1 [103].

Donma sicakligi ve hiz1 porlu yap1 olusturmak i¢in en kritik parametrelerdendir [100].

Gozenek boyutu kriyojenik rejime gore degismektedir. Donma sicakligi ¢oziiciiniin
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donma sicaklig1 referans alinarak belirlenmelidir. Diisiik donma sicakliklarinda daha
kiigiik ¢oziicii kristalleri meydana gelmekte ve boylece daha kiiciik gézenek boyutlar
olugmaktadir. Bunun sebebinin soliisyon icinde kristallenmelerin her noktada
baslamas1 ve niikleasyonun artmasi oldugu sdylenmektedir [102]. Ilaveten diisiik
sicakliklarda sivi fazin hacmi azalmakta ve daha ince ama yogun gozenek duvarlar
olugmaktadir. Genelde makro gézenekli malzeme sentezinde sulu sistemer i¢in ¢dziicli
kristallerin biiyiimesini saglamak adina -10 ile -25°C arasinda ¢aligma sicakliklari
kullanilmaktadir. Donma hiz1 ise ¢ekirdeklenme bolgelerinin sayisini ve buz kristali
boyutunu etkilemektedir. Ciinkii, biiyiik bir numune i¢in yavas donma hizinda 1s1 ve
kiitle transferi esas1 geregi orta bolgede kenar kisimlara gore daha geg kristallenme
gerceklestiginden bu durum farkli morfolojilere ve gdzenek boyutuna sahip jellerin
olusumuna neden olmaktadir [104]. Sonu¢ olarak donma hizinin hizli veya yavas
olmas1 daha kontrollii gozenek olusumunu yani daha homojen yapilarin olusmasini

saglamaktadir.

Kriyojellerin hazirlanmasindaki bir diger 6nemli parametre monomer kompozisyonu
ve konsantrasyonudur. Kriyojellerin, biyomedikal alanlarda kullanim potansiyeli
oldugundan dolayr biyouyumluluk amaciyla kriyojel sentezinde dogal esash
polimerler kullanilmaktadir. Bunun yan1 sira mekanik dayanimlar1 dogal polimerlere
gore daya iyi ve biyouyumluluklar1 nispeten yiiksek olmasindan dolayr sentetik

monomerlerden akrilamid tiirevlerinin kullanimi tercih edilmektedir.

A X

A k Monomer
<+ Soliisyonu
g
a2 O g B Bz ] ]
% T4 /(_:eklrdeklerl
& i
=
C‘D Buz kristalleri
T Donma Siiresi
deneysel

{ ‘: -

Emnnm Donimamis Bilge
Yavas Soguma Hizh Soguma

Sekil 1.11 : Sogutma hizinin gézenek yapisina etkisi [105].
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Hidrofilik karakterdeki monomer se¢imi ve farkli oranlarda ¢apraz baglayici kullanimi
ile yiiksek su absorsiyonu-desorpsiyonu gdsterebilen kriyojel iiretilebilmektedir.
Yiiksek monomer konsantrasyonu bir taraftan kriyojelin mekanik dayanimini
dogrudan etkilerken diger taraftan gézenek boyutlarinin kiigiilmesine ve birbirine bagh
gozenek sayisinin azalmasina neden olmaktadir. Cogunlukla akrilamid tiirevi
monomerler ve ¢apraz baglayict olarak metilen bisakrilamid monomerinin kullanimi
tercih edilmektedir. Deneysel ¢caligmalarda ideal gdzenek boyutu ve kalinligi i¢in kritik

monomer konsantrasyon aralig1 %S5 ila %20 (ag/hac) olarak verilmistir.

Su biyolojik sistemlere benzerligi, ucuz ve zararsiz bir ¢oziicli olmasi sebebiyle en sik
kullanilan ¢oziiciilerden biridir. Bunun yani sira hidrofobik kriyojeller {iretmek
istenildiginde nispeten daha yiiksek donma noktasina sahip dimetil siilfoksit, dioksan,
formamid, benzen ve siklohekzan gibi ¢oziictilerin kullanimi tercih edilmektedir. Su,
saf bir madde oldugu i¢in donma ve erime sicakligi aynidir ve 0 °C’dir. Suyun
kristallenmesi i¢in ¢ekirdeklenme gereklidir. Cekirdeklenme sicakligi, ilk kristal
cekirdegin sivi i¢inde olustugu sicakligi ifade eder ve ¢ok diisiik partikiil icerigine
sahip su i¢in bu deger -20 °C kadardir [106]. Genellikle ¢ekirdeklenme, sistemi diisiik
sicakliklara sogutarak yada g¢ekirdeklenmeyi tetiklemek icin toz partikiil ekleyerek
baslatilabilir. Saf ¢oziicli olmayan durumlarda durum degismektedir.

Gizenek duvari yogunlugu
| (polimer Konsantrasyonu)

§ SRS » Gozenek
biiyiikliigii
Gozenek
duvarmin
Kalmhg

Sekil 1.12 : Gozenek duvarinin durumu [107].
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Ornegin; sistemde tuz (sodyum kloriir, kalsiyum kloriir) yada monemerlerin
¢Oziinmedigi bir solvent (aseton, metanol) varligt donmamis mikro-fazdaki toplam
¢oziinme konsantrasyonunu degistirir ve bdylece jellerin gézeneklilik, gézenek duvari
kalinlig1 ve mekanik performans gibi 6zelliklerini etkiler. Kirsebom ve arkadaslar
¢Oziicii etkisini incelemek amaciyla 0,3 M sodyum kloriir ve 0,6 M aseton ilavesiyle
kriyojel sentezleyip gozenek boyutu ve gbézenek duvart kalinhigmin dagilimini
incelemislerdir. Yapilan ¢alismada elde edilen taramali elektrin mikroskobu (SEM)
goriintiilerine gore tuz ilavesi yapilan kriyojellerde daha kiiciik gézenek ve daha kalin
gozenek duvart oldugu ve bunun donmamis fazda gergeklesen monomer
konsantrasyonun artmasindan kaynaklandigi anlasilmistir. Ayrica aseton ilave
edilerek yapilan kriyojel sentezinde ise buz kristallerinin olusturdugu gézeneklerin
yani sira gozenek duvarlarinda ¢ok daha kiiciik gézenekler olustugunu ve bunun
sebebinin donmamis fazda gerceklesen polimerizasyon esnasinda c¢oziinmeyen

¢Oziiciiniin kapladig1 hacimden kaynaklandigini tespit etmislerdir [108].

1.5 Kriyojellerin Ozellikleri

1.5.1 Sisme davranmisi ve mekanik ozellikleri

Kriyojellerde ¢ok sayida gozenek bulunmasi yiizey / hacim oranim etkin bir sekilde
artirmaktadir. Kriyojellerde hidrojellerdeki difiizyon olaymnin aksine, birbirine
baglantili gbzenekler boyunca ozmotik basincin sivi akisi {izerindeki etkisi ile daha
hizli su absorpsiyonu ve desorpsiyonu gozlemlenmektedir [109]. Ayn1 zamanda
donmamis fazda jellesme meydana gelmesinden dolay1 kriyojellerin gbzenek duvarlar
hidrojellere gore daha yiiksek bir polimer konsantrasyonuna sahiptir. Bu iki durum,
kriyojelin kuvvet altinda %80 114 %100’e varan oranlarda sikistirildiginda biinyesinde
bulunan ¢dziiciiyii digar1 vermesini saglamakta ve ardindan kuvvet kaldirilip ¢oziicii
ilave edildiginde ise aninda baslangic konumuna geri donebilmesine imkan

sunmaktadir [90].

1.5.2 Kriyojellerin geometrik ve morfolojik ozellikleri

Kriyojel kriyojenik sartlarda polimerizasyon gergeklestirilerek capraz baglanma
sonucu elde edilen gozenekli polimerdir. Mikron mertebedeki ve birbirine baglantili
gbzeneklere sahip olmalar1 nedeniyle gecirgenlik oOzellikleri olduk¢a yiiksektir.

Gegirgenlik ozellikleri sayesinde kromotografik absorban, destek malzemesi, yapay
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hiicre dokular1 ve ila¢ tasima sistemlerinde tercih edilmektedir [86, 87, 92, 101, 102,
104, 110-112]. Kullanim alanlarina goére blok, plaka, disk ve kiire gibi bir¢cok farkl
formda kriyojel hazirlanabilmektedir [113-115].

Sekil 1.13 : Farkli formlarda kriyojel 6rnekleri [14].

Endiistriyel ayristirma ve saflastirma amaglh kromatografik uygulamalarda monolitik
formdaki kriyojeller kullanilmaktadir. Ancak bu formdaki kriyojel 6rnekleri kendisi
ile ayni ¢apa sahip bir siituna doldurulmasi gerektiginde 6l¢eklendirme zor olmakta ve
bu durum kriyojelin kullanimini sinirlamaktadir. Bu sebepten hangi ¢apta olursa olsun
kiire formdaki kriyojel ornekleri farkli ebatlardaki siitunlarda depolanarak bu

sinirlamalar ortadan kaldirilabilmektedir.

Sekil 1.14 : Kiire yapidaki kriyojellerin doldurularak kullanildig: siitun [116].

Stispansiyon polimerizasyon prensibi esas alinarak kriyojellere kiire form
verilebilmektedir. Bu teknikte polimerizasyonda kullanilan ¢oziiciiden farkli ve birbiri
icinde ¢oziinmeyen ikinci bir akigkan Ornegin parafin yagi kullanilmaktadir.
Polimerizasyon ¢oziiciisii igerisinde ¢oziinmeyen akiskan ile doldurulmus bir cam kap,
sogutucu cihaz icerine yerlestirilerek bir mikro pipet yardimiyla monomer soliisyonu
damlatilmaktadir. Farkli pipet uclar1 kullanilarak istenen caplarda kiiresel jeller elde

etmek miimkiin olmaktadir [117]. Mikro pipet kullanimi1 yani sira enjektdr yardimriyla
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bir kanal (microchannel liquid-flow) boyunca monomer soliisyonun akisi
saglanabilmektedir. Boylece daha kontrollii miktarlarda damlatma saglanacagindan
kiire cap degerleri daha homojen olmaktadir. Ikinci akiskanin viskozitesini
etkilediginden monomer soliisyonun damlatilmaya baslandigi sicaklik ve ikinci
akiskanin karisma hiz1 kiire ¢apimi belirleyen iki temel unsurdur. Yiiksek akiskan
hizlarinda kiirecikler biribiri ile birleserek diizensiz sekillerin, diisiik hizlarda ise
agleomera yapilarin olusmasina neden olabilmektedir [118]. Yuan ve arkadaslar
ikinci akigkan hizi 2 ila 6,5 cm/dk araliginda belirtilen p(AAm-co-Phema) ile yapmis
olduklar1 ¢alismada kiire ¢aplarinin 500-2000 um araliginda degismekte oldugunu
tespit etmislerdir. Bu unsurlara ilave olarak monomer konsantrasyonunun da kiire

formu olusuma etkisi goriilmiistiir.

Kriyojelellerin birbirinden farkli bir ¢cok uygulamada kullanilmasinin nedeni gozenekli
yapilaridir. Ancak gozenekli jel malzemeler i¢in gozenek boyutunun belirlenmesi i¢gin
herhangi bir standart mevcut degildir. Kriyojellerin morfolojik yapilarini analiz etmek
icin merkiir gozenek Olcilimii, azot adsorbsiyonu ve taramali elektron mikroskobu gibi
teknikler kullanilmaktadir. Ancak bu tekniklerden yararlanarak sadece kuru haldeki
kriyojelleri inceleyebilmek miimkiin olmaktadir. Suyu uzaklastirmak goézenekli
biitiinlesik yapida yikici etkilere sebebiyet verebilmektedir. Bu nedenle son yillarda
konfokal lazer taramali mikroskop veya ¢oklu foton mikroskop kullanilarak gozenek

boyutu kalinlig1 ve yiizey alani incelenmektedir [119].

1.6 Kriyojellerin Kullamim Alanlar

Makrogozenekli polimerler gézenekli morfolojik yapilari sayesinde iyi bir mekanik
dayanima ve genis yiizey alanina sahiptir. Bu malzemeler gézenek boyutlarinin
istenenen nano ve mikron seviyelerde, farkli boyut ve sekillerde iiretilebilir olmasinin
yan1 sira hidrofilik esasli polimerlerden elde edilebildiklerinden ¢ok 1iyi
biyouyumluluk goéstermektedir. Bu sebeple biyoteknoloji ve biyomedikal alanlarda
sikca tercih edilen malzemelerdir. Genel olarak doku miihendisliginde yap1 iskelesi ve
doku nakli, kontrollii ilag tasinim ve salinim sistemleri, biyoreaktor, kromatografi

destek materyali olmak iizere farkli amaclarla kullanilabilmektedir.

Makrogozenkli polimerler sinifinda yer alan kriyojeller ilk kez 3-flouro-L-tyrosine
aminoasit iretimi i¢in bakteri hiicrelerinin immoblizasyonunda matris elamani1 olarak

kullanilmistir [120]. Akabinde yapilan ¢alismalarda biiyiik ve birbiri ile baglantili
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gozenekli yapilarin  biyolojik molekiillerin taginimi  veya yakalanmasi gibi
kriyojellerin reseptor yada biyoreaktor gorevi gorebilecegi ortaya konulmustur [121—
123]. Baska bir calismada Veronose ve arkadaglari glikoz miktarinin tespiti igin
polivinilalkol (PVA) esasl kriyojel yapida polietilenglikol (PEG) ve glikoz oksidaz
kullanarak ¢esitli pH ve sicakliklarda ¢alisabilen biosensér malzemeler iiretmislerdir
[124]. Kriyojellerin ozmotik ve mekanik bakimdan stabil olmalar1 kemik gibi sert ve
organ dokular1 gibi yumusak olmalarmi saglamaktadir. Bu 6zellikleri kriyojellerin

doku miihendisliginde de kullanilmalarina imkan tanimistir [125-127].

Bu uygulamalarin yanisira kriyojellerin ¢evresel alanda biyoteknolojik bir iiriin olarak

da uygulanabilir olduguna dair bir ¢ok ¢alisma yapilmistir.

Lozinsky’in aragtirma grubu laboratuvar sartlarinda yaptiklari deneylerde petrol
tirevleri ile kirlenmis toprak ve suda %70 ilda %100 oranlarda iyilestirme
gerceklestigini raporlamuslardir [111, 128]. Igme sularindaki metal bilesiklerin
uzaklastirilmasina yonelik benzer bir ¢alisma Mattiasson ve arkadaslari tarafindan
yapilmustir [129]. Polivinil piridin-divinil benzen kopolimeri esasli hidrofobik bir
kolon sistemi kullanilarak olduk¢a kansorejen olan poli aromatik karbonlar

uzaklastirilarak %70’e varan olumlu sonuglar gozlemlenmistir.

Bagka bir arastirma grubu demir-aliiminyum oksit iceren kriyojel kolon sisteminden
diisiik konsantrasyonlarda bile ¢ok zararli olan toksik 6zellikteki arsenik igeren atik su
gecirip degerlendirmeye almistir. Bu kolon sistemi ile atik sulardaki arsenik bagarili
bir sekilde elimine edilerek Avrupa Birligi’nin ilgili yonergesinde belirtilen limit

degerlerin altina diistirtildiigii bildirilmistir [129, 130].

Kumar ve arkadaglari stiper makro gézenekli kriyojel matrislerin sigarada filtre amaclh
kullabilecegi {iizerine denemeler yapmis ve bunun sonucunda nikotin igerigini
etkilemeksizin sigara dumanindan %95 oraninda katranin filtre edilebildigini tespit

etmiglerdir [131].

Tiim bu Orneklerde de goriildiigli lizere kriyojeller ¢cok farkli alanlarda kullanilma

potansiyeli olan bir malzeme grubudur.

1.7 Antibakteriyel Kriyojel Uygulamalar

Son yillarda biyomedikal ve biyoteknolojik alanda antibakteriyel malzemelere

duyulan ihtiya¢ giderek artmakta hatta bir gereklilik halini almaktadir. Yiiksek
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mekanik dayanim ve hizli su absopsriyonu/desorpsiyonu 6zelliklerinden dolay1 bu
alanlarda yaygin olarak kullanilan kriyojellere antibakteriyel 6zellik kazandirilmast,

bu malzemelerin ¢ok daha verimli {irlinlere doniistiiriilmesini saglayacaktir.

Antibakteriyel kriyojel genel olarak ajanin g¢apraz baglanma reaksiyonu Oncesi
monomer soliisyonu ig¢in katkilama yapilarak, kovalent baglanma veya fiziksel
adsorpsiyon ile matris yapiya immobilize olmasi ile veya jel yapmin ylizey
modifikasyonu ile kaplama, kimyasal islem vb. uygulamalar sonucunda elde
edilmektedir. Literatiirde polipetitler, kuaterner amaonyum bilesikleri, metal oksit
bilesikleri, kitosan gibi etkinligi kanitlanmis ajanlarin kullanilmasiyla antibakteriyel

kriyojel iiretilmesine dair bir¢ok sayida ¢calisma bulunmaktadir

Siew-Leng Loo ve arkadaslari 2011 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada antibakteriyel ajan
olarak en ¢ok tercih edilen giimiis nanopartikiillerini kullanarak polisodyum akrilat
esasli kriyojel sentezlemislerdir. Sentezlenen kriyojellerin 15 saniye kadar kontak
siiresinde bile 3 log bakteri hiicresini inaktive etti§ini tespit etmis ve su

dezenfeksiyonunda kullanilabilecegini 6ngormiislerdir [132].

Archana Chaturvedia ve arkadaslar1 benzer bir ajan olan bakir nanopartikiillerini
katkilama yoluyla biyouyumlulugu oldukga ytiksek olan polivinil alkol matris yapisina

dahil etmisler ve nano kompozit kriyojel yapilar elde etmislerdir [133].

Bunun yanisira yara ortiicii olarak kullanilmak {izere polivinil alkol esasl kriyojellere
¢inko oksit ilave edilerek yapilan ¢alismada, ¢inko oksit katkili kriyojellerin giiclii
antibakteriyel etkinlik gosterdigi saptanmistir. Ayni1 zamanda su absorpsiyonu
miktarinin ¢inko oksit miktar1 arttik¢a artarken bir noktadan sonra azalmasina sebep

oldugu gozlemlenmistir [134].

2016 yilinda Steven J. Shirbin tarafindan potansiyel su aritma uygulamalar1 i¢in dogal
antimikrobiyal 6zelliklige sahip polipeptit esaslt kriyojeller hazirlanmistir. Capraz
baglayici olarak glutaraldehit kullanilan kriyojel sentezinde polikatyonik polilisin-b-
polvalin blok kopolimerin amin tortusu ile baglanmis ve kriyojeller makro gozenekli
yapisi sayesinde miikemmel su sismesi ve yiiksek oranda sikigtirilabilir mekanik
ozellikler sergilemistir. Antibakteriyel performans, E.coli yasayabilirligi esas alinarak
degerlendirilmis ve hidrojel Orneklerine gore E.coli’de %95.6’ya varan azalma

gozlemlenmisitir. Hidrojel kontroliine kiyasla, kriyojellerin mekanik dayanimi ve
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gozenek biitlinliigliniin yanm1 sira artan yiizey alaninin antibakteriyel aktivite icin

belirleyici oldugu kanisina varilmistir [135].

Xueqing Zou ve arkadaslar1 kendiliginden antibakteriyel 6zellik gdsteren kitosan ve
polietilen glikolden in-stu polimerizasyon yontemiyle kompozit kriyojel sentezlemis
ve kriyojele glimiis nanopartikiilleri ilave ederek antibakteriyel etkinligini
incelemislerdir. Inhibition zone yontemiyle antibakteriyel ozellikleri incelenen
kriyojel orneklerinin %95°e varan oranlarda E.coli bakterisini inaktive ettigini ve
yiksek su  absorpsiyonu  gdstermelerinden dolayr  biyomedikal alanda

kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir [136].

Acik literatiir taramalarinda N-halamin esasli kriyojel caligmasina rastlanmamistir. Bu
tezin hipotezi, diger jellere gore ¢ok 6zel gézenek yapilarindan dolay1 kriyojellerin ana
zincirine katilacak N-halamin monomerleri ¢cok hizli ve tekrar klorlanabilir yiizeyler
olusturacaktir. Ayrica bu gozenekler azot-klor kovalent bagimi UV 1si8indan

koruyabilecegi i¢in oldukga stabil yiizeyler elde edilebilecektir.

20



2. MALZEME VE METOD

2.1 Kullanilan Malzemeler

Bu ¢alismada; akrilamid (AAm, Sigma-Aldrich, %99 saflikta), 2-metilpropan siilfonik
asit sodyum tuzu (AMPS-Na, Sigma-Aldrich, %50’lik sulu c¢ozeltisi), N-[3-
(dimetilamino)propil] metakrilamid (DMAPMA, Sigma-Aldrich, %99 saflikta) olmak
tizere ii¢ farklt monomer ile N,N’-metilen bis akrilamid (MBA, Sigma-Aldrich, %99
saflikta) monomeri ¢apraz baglayici, amonyum per siilfat (APS, Acros Organics, %98
saflikta) baslatict ve tetrametil etil diamin (TEMED, Sigma-Aldrich, %99 saflikta)
hizlandiric olarak kullanilmistir. Ikinci akiskan parafin yagi (Acros Organics) tercih

edilmistir. Kullanilan tiim kimyasallar hi¢bir 6n islem yapilmadan kullanilmistir.

2.2 Kriyojel Sentezi

Kriyojenik sartlarda polimerizasyonu gergeklestirmek icin -50 °C ila 50 °C araliginda
calisabilen Lauda marka sirkiilasyon cihazi ve Heidolph marka mekanik karistirict
araciligiyla deney diizenegi kurulmustur. Parafin yagi ile doldurulmus agzi genis bir
cam kap sogutucu cihaz icine yerlestirilmistir. Mekanik karistirict 50 rpm hiz ile
calistirilmistir. Bir taraftan -8 °C olarak belirlenen monomer damlatma sicakligi i¢in
sistem sogutulmaya baslanmistir. Diger taraftan reaksiyon karisimi deiyonize su
i¢erisinde tiim monomerlerin belirlenen miktarlarda ilave edilmesi ile hazirlanmistir.
Akabinde monomer soliisyonu 10 dakika boyunca azot (N2) gazina maruz birakilarak,
¢ozelti icinde bulunan oksijen (O2) gazi uzaklagtirilmigtir. Ardindan oda sicakliginda
TEMED ve APS ilavesi yapilarak reaksiyon baslatilmistir. Hizli bir sekilde 10 ml’lik
mikropipet yardimiyla monomer soliisyonu parafin yagi igerisine damlatilmistir.
Sicaklik -20 °C’ye ayarlanarak ii¢ giin polimerizasyon reaksiyonunun tamamlanmasi
icin beklenmistir. Kurulan sentez diizenegi Sekil 2.1°de gosterilmistir. Ugiincii giiniin
sonunda parafin yag i¢inden alinan kriyojel numuneleri aseton-su karigimi iginde

tekrarli olarak yikanmis ve ardindan yagin tamamen uzaklasmasi i¢in hekzan ile
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ekstraksiyon yapilmistir. Daha sonra da vakumlu desikatorde kurumaya birakilmustir.

Sekil 2.2°de ise yikama ve kurutma islemleri gosterilmektedir.

Sekil 2.2 : Yikama islemi (A), Kurutma iglemi (B).

2.3 Kriyojellere Antibakteriyel Fonksiyon Kazandirilmasi

Kuru haldeki kriyojel 6rnekleri %8 aktif klor igeren sodyum hipoklorit ¢ozeltisinden

%10 konsantrasyonda hazirlanan klor banyosuna alinip nétr (pH 7) ortamda
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karistirilmaksizin 5 dk, 15 dk ve 30 dk siire boyunca klorlanmustir. Ilaveten, asidik (pH
4) ve bazik (pH 11,5) olmak iizere farkli pH degerli ortamlarda da klorlama islemi

uygulanmigtir.

Klor yiiklemesi yapilan kriyojellerden reaksiyona girmeyen serbest haldeki kloru
uzaklastimak amaciyla iki defa ¢gesme suyu ve iki defa da saf su olmak {izere toplam 4
kez yikama yapilmistir. Daha sonra etiivde 50 °C sicaklikta iki saat kurumaya

birakilmistir. Bu islemler Sekil 2.3’te sematik olarak gdsterilmektedir.

Saflastirilmig Durulama ve

Kriyojel Kurutma

Sekil 2.3 : Klorlama siirecinin sematik gosterimi.
2.4 Kriyojellerin Karakterizasyonu

2.4.1 Su absorpsiyonu ol¢iimleri

Her bir kriyojel numunesi denge sisme degerine ulasana kadar 2 saat deiyonize suda
bekletilerek su absorpsiyon Olclimleri gerceklestirilmistir. Ardindan sismis haldeki
kriyojel numuneleri filtre edilerek hassas terazi lizerinde tartilmistir. Su absorpsiyon

dereceleri Denklem 2.1 kullanilarak hesaplanmustir.

Sisen kriyojelin agirligi — Kuru kriyojelin agirhigi

Su absorpsiyon orani =

2.1)

Kuru kriyojelin agirhig

2.4.2 Su desorpsiyonu hizinin tespiti

Kriyojellerin su desorpsiyon hizlar1 termal gravimetrik analizér (TGA) cihaz
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. 2 saat suda bekletilen kriyojel 6rnegi 25°C/dk 1sitma hiziyla
firin sicakligr 80°C’ye ¢ikartilarak 60 dk sabit sicakliga maruz birakilmistir. Boylece

zamana bagl olarak kriyojelin kiitle kaybindaki azalis gézlemlenmistir.

2.4.3 Oksidatif klor miktarinin tespiti

Klor miktar1 ylizde olarak iyodometrik titrasyon ile belirlenmistir. Titrasyon

¢ozeltisini hazirlamak i¢in erlene 50 mL deiyonize su igerisine 0,25 g potasyum iyodat,
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%0,5 konsantrasyonda nisasta (indikator) ve 4 M derisimli asetik asit ilave edilmistir.
Hemen ardindan kriyojeller erlen igerisine koyularak karistirllmaya baslanmistir.
Kriyojellerin eklenmesiyle ortaya c¢ikan koyu mavi renk klor etkilesimini
gostermektedir. Karigmakta olan ¢ozeltiye otomatik titrator yardimiyla daha once
hazirlanmis 0,00375 N sodyum tiyosiilfat ¢6zeltisinden az miktarlarda hassas ilaveler
yapilmustir. Titrasyon ¢ozeltisi ilk etaptaki seffaf rengine geri donene kadar sodyum
tiyosiilfat ¢ozeltisi damlatilmaya devam edilmis ve sonrasinda yiizde olarak oksidatif
klor miktar1 (%C1") Denklem 2.2’ye gore hesaplanmustir [85].

3545« N xV

%Cl+= (——7y

) * 100 (2.2)

Burada N, sodyum tiyosiilfatin normalitesini (0,00375), V, titre edilen sodyum

tiyostilfatin hacmini (mL), W, kriyojel numunesinin agirligini (g) gostermektedir.

2.4.4 Tekrarh klorlama

Kriyojellerin yeniden kullanilabilirliklerini belirlemek i¢in terkrarli klorlama testi
yapilmistir. Bakteri ile temasi sonrasinda biinyesinde bulunan kloru kaybetmesi
kriyojelin  antibakteriyel fonksiyonelligini yitirmesine yol ag¢maktadir. Bu
fonksiyonalitenin yeniden kazanimi i¢in yeniden klorlama isleminin yapilmasi
gerekmektedir. Tekrar klorlama ile kriyojellerin biinyesinde klor tutma 6zelligini

hangi oranda korudugu tespit edilmistir.

2.4.5 UV stabilite testi

UV 15181 stabilitesi, sik sik gilines 1s1gina maruz kalan malzemeler i¢in en 6nemli
gereksinimlerden biridir. N-Cl bagi ise UV 1s181ma karsi ¢ok hassastir. Kriyojellerin
UV stabilitesini tespit etmek i¢in ATLAS marka UV floresan yaslandirma cihazi
kullanilmigtir. Kriyojeller 30°C’de UVB-313 1s18ina maruz birakilmistir. 1, 2, 3 ve 6
saat olmak iizere farkli siirelerde kriyojel ornekleri alinip titrasyon ile yiizde klor
miktarlar1 tespit edilmistir. 6 saat sonunda tekrar klorlama yapilarak kriyojelin yeniden

klorlanabilir davranigindaki degisim gézlemlenmistir.

2.4.6 Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FT-IR)

Sentezlenen kiire formdaki kriyojel numunelerindeki fonksiyonel gruplar ATR

modiiliine sahip Thermo Nicolet iS50 FTIR spektrometresi kullanilarak 400-4000 cm”
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! dalga boylar1 arasinda 4 cm™ hassasiyette 16 tekrar taramali 6lgiimler neticesinde

belirlenmistir.

2.4.7 Termal analizler

TA Instrument SDT 650 TGA cihazi ile azot ortaminda 10°C/min 1sitma hizt ile

kriyojel numunelerinin termal davranisi incelenmistir.

2.4.8 Taramah elektron mikroskop analizi

Kriyojel orneklerinin morfolojik analizi i¢in bilgisayar kontrollii taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Carl Zeiss Gemini 300 model mikroskop ile yapilan
ylizey morfolojisi tespiti 25, 100 ve 500 kez bliyiitme saglanarak gerceklestirilmistir.
Olgiim 6ncesi her bir kiire formdaki kriyojel numunesine 30 mA ve 5x1072 mbar

vakum altinda 15nm kalinlikta altin paladyum kaplama yapilmustir.

2.4.9 Mekanik testler

Kriyojellerin mekanik davranisi Shimadzu AGS-X model mekanik test cihazi
yardimiyla belirlenmstir. Basi testi 6ncesi kriyojeller 2 saat suda bekletilerek denge
sisme degerine ulasmasi saglanmistir. Basi teti 50 N yiik hiicresi, 10 mm/dk hiz ve oda
sicakliginda gergeklestirilmistir. Basi testi klorlanmis ve klorlanmamis olmak iizere
3’er adet kriyojel 6rnegi iizerinden yapilmis ve elde edilen basi direnci degerleri

hesaplanmastir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1 Sentez Parametreleri

Konvansiyonel kovalent jellerin olusumuna benzer sekilde, kovalent kriyojeller,
monomerik Onciillerin ¢apraz baglanmasi, polimerizasyonu veya polikondenzasyonu
yoluyla hazirlanabildigi gibi yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerin ¢apraz baglanmasi

(kimyasal olarak veya radyasyon ile) yoluyla da hazirlanmaktadir.

Tiim bu durumlarda, kriyojel sentezi monomer veya polimer ¢dzeltisinin hazirlanmasi
ve dondurulmasi, hemen akabinde donmus faz icerisinde jel inkiibasyonu ve son olarak

donmus sistemin ¢oziilmesi gibi temel agsamalari icermektedir.

Belirli onciillerin 6zellikleri de dahil olmak tlizere bu {i¢c asamadaki kosullar,
kriyotropik jel olusumunun verimliligini, dolayisiyla da ortaya c¢ikan kriyojel

malzemelerinin 6zelliklerini ve yapisini ¢ok 6nemli 6l¢iide etkilemektedir.

Kriyojellesme, jel yapida gozenek olusturmak icin suyun donma O&zelliginden
yararlanildigindan bu sentez diisiik sicakliklarda gerceklestirilmektedir. Gozenek
yapisini belirleyen en temel parametre reaksiyon sicakligidir. Literatiir incelendiginde
akrilamid esasli monomerlerden kriyojel sentezinde -24°C ila -16°C deki ¢alisma
sicakliklarinin ideal makro gozenek yapinin olusmasi i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir

[110, 137-139].

Jel yapmin dogast geregi olusumu esnasinda baslangi¢ konsantrasyonu kriyojellerin
fizikokimyasal Ozelliklerini ve gozenekli morfolojik yapisini belirler. Kriyojeller,
geleneksel jellere kiyasla ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda hazirlanabilmektedir.
Bununla birlikte, ¢ok diisiik konsantrasyonda olusan kriyojeller mekanik olarak zayif
oldugu i¢in, ideal konsantrasyon aralig1 %2 ila 20 (ag/hac) oldugu tespit edilmistir
[140-142].

Bu yiizden bu ¢alismada 2,79 mmol (1,28 g, %50’lik) AMPS-Na, 0,58 mmol (0,1 g)
DMAPMA ve 2,81 mmol (0,2 g) AA monomerleri kullanilarak baslangic monomer

konsantrasyonu %9,5 ag/hac degerine karsilik gelen monomer soliisyonu
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hazirlanmistir. Toplam monomer miktarinin molce %1,36’s1 kadar (0,013 g) MBAm,
0,0205 g APS ve 60 puL TEMED kullanilarak -20 °C’de kriyojel sentezleri
gerceklestirilmigtir.  Tim  kriyojel sentezlerinde belirlenen bu parametreler

kullanilmastir.

Kriyojellerin kiire formda {iiretilmesi hedeflendiginden siispansiyon polimerizasyonu
diizenegi hazirlanarak monomer soliisyonunun parafin yagina damlatma sicakliklari
incelenmis ve -4°C, -6°C, -8°C’de sentez denemeleri gerceklestirilmistir. Bunun yan
sira kiire form olusumunu etkileyen parafin yagi karistirma hizi da incelenmistir. Elde

edilen sonuglar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 : Uretim parametrelerinin etkisi.

Monomer Damlatma Karistirma Hizi (rpm)
Sicaklig:
(°C) 30 50 70
Topaklanma, ) ) Dﬁzengiz sekilli
4 G oo s O jel
6 Topaklanma, Partikiil Dﬁzensiz sekilli
dibe ¢okme  halinde jel jel
3 Topaklanma, Kiire Dﬁzen§izl sekilli
- e

dibe ¢okme formunda jel

Yapilan denemeler sonucunda -8°C ve 50 rpm karistirma hiz1 kriyojellere istenen kiire
formu verilmesinde optimum parametreler olarak belirlenmistir. Diisiik karistirma
hizlarinda jel pargaciklarin topaklanarak dibe ¢okmesi, yiiksek karistirma hizlarinda
ise donmus parcaciklarin birbirine ¢arpismasindan dolay1 diizensiz sekilli partikiillerin
meydana geldigi gozlemlenmistir. Diger taraftan 50 rpm karistirma hizinda sicakligin
etkisiyle baslangigta mikropipetle kiire formda damlatilan monomer soliisyonunun
kullanilan parafin yag1 viskozitesinin sicakliga bagl degisiminden kaynakli olarak
yuksek sicakliklarda partikiil halinde jel yapilarin veya daha da yiiksek sicaklikta dibe

cokmelerin olustugu gézlemlenmistir.

3.2 Klorlama Parametreleri

Klorlama oncesi kriyojeller 2 saat suda bekletilmistir. Sekil 3.1°de kuru ve sismis

formdaki kriyojeller gosterilmektedir.
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Sekil 3.1 : Kuru (sol), sismis (sag) kiire formda kriyojeller.
Klor depolama kapasitesini tayin edebilmek amaciyla sentezlenen kriyojeller %10
konsantrasyona sahip sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Sentezlenen

kriyojellerin klorlama ve inaktivasyon mekanizmasi Sekil 3.2°de verilmistir.

[
wv—€Hzc—C#CHZ—CHH—GCHZ—CHH—ECHZ—CH%
}:o }:o

—— 0O (o]
T—H H—N—H N—H r\|J—H
(<|:H2)3 Ha{C——1——CH, CH,
|
N CH, N—H
HyC” CH, |
O=T=O (0]
O'Na* W\I\—-(CHZ—CH%\/\/\
A|Z
<2
o
o113
% [+T]
=
%
=N |

——0 o]
|\|1—0| Cl—N—-¢Cl N—Cl T—c:
(':|:H2)3 H3C b CH, CH,
|
N CH, N—Cl
H3C/ \CH3

—0 (0]

Sekil 3.2 : Klorlama-inaktivasyon reaksiyonu.
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Halojenlesme reaksiyonunun siiresi ve pH ortami klor depolama kapasitesini 6nemli
Olciide etkilemektedir [143, 144]. Buna istinaden kriyojellere farkli pH’larda ve
stirelerde klorlama islemi uygulanmis ve hedeflenen yiizde klor miktar1 elde edilmeye

calisilmistir.

Sekil 3.3’te kriyojellerin klor depolama kapasitesi verilmistir. Beklenildigi gibi tiim
pH degerlerinde artan klorlama siiresi ile % depolanan klor miktar1 artmistir.
Sentezlenen kriyojellerde Sekil 3.2°de goriildiigii gibi klor baglanabilecek ¢ok sayida
azot grubu bulunmaktadir. Artan uygulama siiresi ile jel yapinin sismesi sonucunda
zincirlerin hareketi kolaylasmis ve serbest klor jel yapinin ig¢lerine kadar niifus
edebilmistir. Bu sayede serbest klor ¢cok daha fazla sayida azot atomu ile etkilesime
gegebilmistir. Klorlama banyosunun pH degeri, klor depolama miktarini etkileyen bir
baska onemli faktordiir. Sekil 3.3’te gorildiigii lizere pH degeri diistiikce
kriyojellerdeki aktif klor miktarinda artis gozlemlenmistir. Sodyum hipoklorit sulu
ortamda pH 7’nin altinda hipokloréz asit (HOCI), pH 7’nin iistiinde klorit iyonu (OCI
) halinde bulunur. HCIO asidik kosullar altinda daha iyi bir halojenlestirme ajan1 olup
daha fazla N-H bagini etkin bir sekilde N-Cl baglarina doniistiiriilebilmektedir[ 145].

Sonug olarak tiim pH degerlerinde 5 dk klorlama iglemi ile 30 dk da depolanabilen
klorun yaklasik yarisindan fazlasin1 depolanabilmesi, gozenekli yapinin etkisini bariz

bir sekilde ortaya koymaktadir.

—fp—pH1l,6 =—{—pH7 =—d—pH4>5
3
2,34
®
+
=} 2
7
Q
£
L8]
=
—
=1
S
2
0,62
0,53 d
0,41 !
O !
5 15 30
Zaman (dk)

Sekil 3.3 : Kriyojellerin klor depolama kapasitesi.
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Yiizeyin biyosidal fonksiyon gosterebilmesi i¢in yapida yeralmasi gereken N-halamin
ajanlarinin bir minimum seviyesi vardir. Literatiirde yer alan ¢aligmalarda % 0,1-0,30
CI" etkin antibakteriyel etkinlik gdstermesi i¢in yeterli oldugu oldugu belirtilmistir
[146, 147]. Klor oranin fazla olmasi durumunda hidrofobisite etkisi ile bakteri ile
temas zorlasmakta ve dolayisiyla antibakteriyel etkinlik zayiflamaktadir [148].
Ornegin; %1,4 C1" igeren poli (stiren-ko-N- (t-Bu) -N-kloro-akrilamid) reginesinin 1
dk temas siiresi sonucunda yaklagik 7.95-log E. coli ve 3 dk temas siiresi sonunda
yaklasik 7.81-log S. aureus bakteri inaktivasyonu gergeklesirken [149], %6,2 C1*
ithtiva eden polistiren boncuk (bead) yapilarin 5 dk temas siiresi sonunda yaklagik 4
log S. aureus bakterisinin 6liimiine yol actig1 tespit edilmistir [150]. Yiizey diisiik klor
miktar1 ve uzun temas siireleri sonunda gii¢lii antibakteriyel etkinlik gosterirken artan
klor miktar1 mikroorganizmalar ile etkilesimi olumsuz etkilemekte ve inaktivasyonu

yavaglatip siiresini uzatmaktadir.

Yapilan ¢aligmalar neticesinde pH 7 ve 15 dk klorlama siiresi sonunda %1 klor igeren
kriyojellerin gii¢clii biyosidal etki gdsterecegi 6ngoriilmiistiir. Bu sebeple pH 7 ve 15
dk klorlama islemi optimum klorlama parametresi olarak uygun bulunmus ve bu

calismada tiim test ve analizlerde %1 CI" depolanmus kriyojel ornekleri kullanilmustir.

Uretilen kriyojellerin bakteri inaktivasyon hiz1 hakkinda bilgi edinebilmek i¢in Sekil
3.4’te goriildigl gibi titrasyon banyosundaki %1 aktif klor igeren kriyojellerin

yapisindaki klor 3 dk, 5 dk ve 15 dk zaman araligindaki salinimi gozlemlenmistir.

Titrasyon banyosunda Denklem 3.1 ve 3.2’de verilen 2 adimda yiikseltegenme ve
indirgenme reaskiyonu gerceklesir. N-halamin etkilesimi ile yiikseltgenen iyodiir
nisasta varliginda mavi renge doniisiir. Mavi renge donilisim klorun varligini

gostermektedir.
N—Cl + 2I" + HY - N—H + I> + CI (3.1)
I + 28052 — 217 + S:06* (3.2)

Klor salinimi arttik¢a ¢dzeltinin rengi maviye donmiis, kriyojelin sar1 rengi ise giderek
acilmis ve 15 dk sonunda beyaza geri donmiistiir. 15 dk gibi oldukea kisa bir siirede
kriyojel, yapisinda baglh olan tiim klorun neredeyse tamamini salabilmistir. Sonug
olarak iiretilen kriyojellerin gdzenekli yapilari nedeniyle yapilarina kloru hem ¢ok
hizli alabildikleri hem de antibakteriyel etkinlik gdstermek i¢in ¢cok hizli bir sekilde

salabildikleri ortaya konulmustur.
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Sekil 3.4 : Klor salinim hizi

3.3 Su Absorpsiyon-Desorpsiyon Davranisinin Belirlenmesi

Optimum klorlama parametresi belirlendikten sonra kriyojellerin su absorbsiyonu
davranis1 incelenmistir. Klorlu ve klorsuz 3’er adet kiire formundaki kriyojel
orneklerinin ilk agirliklar1 ve suda bekletildikten sonraki son agirliklart hassas terazi
ile ol¢iilmiistir. Cizelge 3.2°de kriyojellerin agirlikca sisme oranlar1 verilmistir.
Klorlanmig kriyojellerin klorlanmamis kriyojellere gore su absorpsiyon degerinde
azalma meydana gelmistir. Bu durum azot gruplarina klorun baglanmasi ile yapida
bulunan hidrojen atomlarinin sayica azalmasi ve dolayisiyla hidrojen baginin

azalmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 3.2 : Su absorpsiyonuna klor etkisi.

Agirlikga sisme orant

(2/2)
Klorlanmamus kriyojel 47+8,99
Klorlanmis Kriyojel 437,71

Kriyojellerin saf su ortaminda sigsme sonucundaki hacimce degisimleri Sekil 3.5’te
gosterilmis ve hacimsel degisimin zamana bagli degisimi Sekil 3.6’da verilmistir.
Klorlanmamis 6rnek c¢ok daha hizli siserken klorlanmis kriyojel daha yavas ve

hacimce daha az su absorplamistir.
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Sekil 3.5 : Klorlanmamig(sol) ve klorlanmig(sag) kriyojellerin sisme hizi (30 sn).

1200 +

1000 -

800 +

600 -

400 +

Hacim (mm°)

200 4

0-

—s— Klorlanmamis
—— Klorlanmis (%1 CI7)

3|D : 6'0 - 9'0 ' 150 : 1%0 : 150
Zaman (sn)
Sekil 3.6 : Su absorpsiyon davranisi.

Kriyojellerin su desorpsiyon davranisin1 incelemek i¢in TGA egrilerinden

yararlamlmustir. Iki saat suda bekletilen klorlu ve klorsuz kriyojeller 25°C/dk hizla

80°C’ye 1sitilmis 60 dk boyunca 80°C’de bekletilmistir. Sekil 3.7°da goriildiigii tizere

klorlanmamis kriyojellerin jel yapidaki suyu daha hizli desorpsiyon ettigi

goriilmektedir. Klorlanmig kriyojellerin daha az hidrojen bag1 yapmasindan dolay1 su

desorpsiyonunun daha hizli gergeklesmesi beklenirken tam tersi bir durum ortaya

¢ikmistir. Bu durumun, SEM sonuglarinda agikc¢a goriilebilen klorlanmis kriyojelin
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ylzeye yakin bolgelerindeki gozenekli yapinin kaybolmasindan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir.
100 — - — Klorlanmamis
= + = Klorlanmis (%1 CI")
80 -
o 60 4
&~
S’
—
?s 40 -
N~
20 -+
0-
= | = I 5 1 & I f ] = L] . ]
0 10 20 30 40 50 60 70

Zaman(dk)
Sekil 3.7 : Su desorpsiyon davranisi.

3.4 N-Halamin Yapinin Kararhhg

N-halaminlerin stabilitesi antibakteriyel etkinlikleriyle gii¢lii bir sekilde iliskilidir. Bu
ajanlarin kararliliklar1 yapi, 1s1, 151k, pH, su, kimyasallar ve bakterilerden 6nemli
Olclide etkilenir. Bu nedenle, N-halaminlerin sentezlenmesi 6ncesinde bazi kosullarda

(yani 1s1, 151k, pH, su, bakteri vb.) stabiliteyi 6nceden degerlendirmek ¢ok 6nemlidir.

N-halamin ajanmin calisma prensibi geregi malzemenin halojenlesmeden sonra
gosterdigi  giicli  antibakteriyel o6zellik, bakteri ile etkilesiminden sonra
zayiflamaktadir [151, 152]. Bu zayiflama oksidatif halojen (klor) atomlarinin bakteri
hiicresine transfer olmasiyla gergeklesir. Antibakteriyel etkinligini yitiren malzemenin
fonksiyonel gruplarinin tekrar ayni 6zelligi gdsterebilmesi i¢in yeniden klorlanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle kriyojellerin fonksiyonel olarak aktiflesme kabiliyetinin
Ol¢iilmesi adina tekrarli klorlama testi yapilmistir. Tekrarl klorlama testi pH 7°de 15
dk klorlama siiresi esas alinarak 5 adet kiire formdaki kriyojele uygulanmistir. Elde

edilen veriler Sekil 3.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.8 : Tekrarli klorlama kabiliyeti.

6 dongii "sondiirme-yeniden halojenleme" igleminden sonra, klor igeriginin yaklasik
%1 oraninda stabil oldugu goriilmiistiir. Kriyojellerin kullanim émriinii agikca ortaya
koyan bu test, kriyojellerin ilk klor yiikleme degerlerine ulasabilmesinin miimkiin

oldugunu ve biyosidal aktiviteye sahip olacagini dogrulamistir.

Pratik uygulamalarda 6zellikle UV 1s18inda N-halaminlerin stabilitesini incelemek
onemlilik arz etmektedir. UV 151¢1na maruz kalan N-halaminler genellikle ayrismaya
meyillidir, oysa klor icermeyen yapilar kolayca bozulmazlar [153, 154]. Bunun sebebi
alifatik N-halamin bilesiginin alfa hidrojenine sahip olmasi ve UV 1s1gina maruz
kaldiginda dehidrohalojelasyon olup halejenlesme 6zelligini kaybetmesidir. Kriyojel
sentezinde kullanilan akrilamid monomerlerinin yapisinda sayica fazla alfa hidrojeni
bulunmaktadir. Bu sebeple kriyojeller 1, 2, 3 ve 6 saat olmak tlizere UV 1s181na maruz
birakilmistir. Cizelge 3.3’te klorlanmis kriyojellerin UV 1s1k stabilitesinin sonuglarini
gostermektedir. 6 saat UV 15181na maruz kalan kriyojellerin baslangic klor miktarinin
yaklagik %50’sini kaybettigi ancak tekrar klorlama islemi sonrasinda yiiklenen klor

miktarinin ilk klor miktarina ulastig1 goriilmiistiir.

N — CI bagu sicakliga ¢ok duyarli oldugundan N-halaminlerin kararliligini belirleyen
diger bir etken sicakliktir [155, 156]. Bu yiizden N-halaminlerin termal 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in 1s1 varliginda stabilitelerinin kontrol edilmesi Onemlidir. N-
halaminler molekiiller aras1 hidrojen bagina sahip degildir. Bu nedenle, N-halamin
olusumunda klor atomlarinin kullanilmasi, termal stabilitelerini azaltmaktadir [148,

156, 157].
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Cizelge 3.3 : UV 1s18m1n klor iizerindeki etkisi.

Maruz kalma siiresi (saat) CI" (%)
0 1,06 0,128
1 1,02 +0,021
2 0,68 +0,039
3 0,67 0,018
6 0,58 +0,044
Tekrar Klorlama 1,05 +£0,013

Sekil 3.9’da  klorlanmamis ve klorlanmis kriyojellerin  TGA  grafikleri
gosterilmektedir. Baslangigta her iki kriyojel 6rneginde de nem kaybindan dolay1
agirlik kaybinin oldugu ancak beklenildigi tizere klorlu kriyojelde bu kaybin daha az
miktarda oldugu gozlemlenmistir. Klorlanmig kriyojel 6rneginde zincirler arasinda
daha az hidrojen bag1 olmasindan dolay1 bozunma nispeten daha diisiik bir sicaklikta
baglamistir. Klorlanmis kriyojelin kiil miktarinin yaklasik %1 oraninda daha fazla

olmast kiitlece %1 klor yiiklendigini teyit etmektedir.
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Sekil 3.9 : Kriyojellere ait TGA grafigi.
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3.5 FT-IR Analizi

Sentezlenen kriyojellerin FT-IR analizi ile kimyasal yapilar1 karakterize edilmistir.
Kriyojel numunesine ait spektrumda 3 farklt mononomerin de karakteristik titresim
bantlar1 gdzlemlenmistir. Sekil 3.10’da goriildiigii iizere yaklasik 1600cm ™!’ lerde amid
yapisinda bulunan C=0 grubuna ait titresim bandina, 1540 cm™’lerde N-H gruplarina
ait egilme [72], 3302 ve 3305 cm’lerde N-H gruplarma ait gerilme ve 1039 cm™’de
S=0 grubuna ait gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir [71]. Buna ilaveten vinil
gruplarina ait olan gerilme titresimlerinin goriilmemesi ve monomer yapisinda goriilen
karakteristik titresimlerin yayvanlagmasi ¢ift baglarin acilarak polimerlesmenin
tamamlandigini desteklemektedir.

Klorlama iglemiyle N-H gruplarinin bir kismi1 N-CI grubuna doniistiigii i¢in 3200 cm”
' ve 3400 cm™ araligindaki bandin siddeti azalmistir. Benzer sekilde klorlanmus
kriyojel spektrumunda 1540 cm™’de goriilen N-H egilme titresimlerinin siddetinin
klorlanmamis kriyojel spektrumuna gore daha zayif olmasi yine N-H yapisinin N-Cl
yapisina doniistiigiinii desteklemektedir. Bununla birlikte amid karbonil gruplarina ait
olan gerilme titresimlerinin klorlamadan sonra daha yiiksek dalga boyuna 1661 cm™’e
kaydig1 goriilmektedir. Bu durum N-halamin bilesiklerinde yayginca goriiliip, klor ile
yuklenen azot atomu iizerindeki elektron yogunlugunun azalmasi ile rezonans yapisina

olan etkisinin zayiflamasinin sonucudur [47].
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Sekil 3.10 : Kriyojellere ait FT-IR spektrumu.

Buna ilaveten klorlanmis numunede 964 ve 910 cm™! dalga boyunda iki adet yeni pik
olusumu gozlenmektedir. Literatiire gore bu pikler halkasiz yapidaki N-halamin
gruplarinin  bozunmaya yatkinliginin bir sonucudur. Nitekim tekrarli klorlama
islemleri sonucunda numune miktarinin azalmasi ve SEM goriintiilerindeki gozenek

yapisinin degisimi bir miktar bozunmanin gergeklestigini dogrulamaktadir [158, 159].
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Sonug olarak, FT-IR spektrumlari, kriyojelin basarili bir sekilde sentezlendigini ve

ardindan klor yiiklemesi ile klorun yapiya baglandigini desteklemektedir.

3.6 Mekanik Olciimler

Klorlanmig ve klorlanmamis kriyojeller basi testine tabi tutulmustur ve elde edilen
sonuclar Sekil 3.11°da verilmistir. Tiim kriyojeller suda sistikten sonra basi direngleri
Ol¢iilmiistiir. Testten once suda bekletilen numunelerin ¢aplar: 5 mm ile 9 mm arasinda
degismektedir. Kriyojellerin her birinin hacimce %70 deformasyona ugradig: andaki
direng degerleri karsilastirilmistir. Klorlanmamis kriyojellerin ortalama basi direnci 5
kPa olarak olgiimlenirken, klorlanmis olanlar i¢in ise bu deger 7,14 kPa’dir.
Klorlanmis numunenin basi direncindeki artisin daha az su absorblamasindan ve SEM
goriintiilerinde acikca goriilen gézenek yapisindaki deformasyon sonucunda olusan

kabuklagsmadan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

7,14

Basi Direnci (kPa)
D

klorlanmamis klorlanmis

Sekil 3.11 : Kriyojellerin basi direnci.

Kuvvet altindaki kriyojelin i¢inde bulunan su devamli gozenek yapisindan dolay1
yapiy1 hizli bir sekilde terk ederek, kriyojellerin par¢alanmasina engel olmaktadir. Bu

durum Sekil 3.12’de verilen basi testi esnasinda alinan gorsellerle dogrulanmagtir.
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Sekil 3.12 : Basi testi oncesi (A), %70 Deformasyon (B), Basi testi sonrasi (C)

klorlanmamuis kriyojelden emilen suyun ¢ikis1 ve geri emilimi.

3.7 Yiizey Karakterizasyonu

Kriyojellerinin  morfolojik  6zelliklerini incelemek igin taramali elektron
mikroskobuyla (SEM) gortintiileri ¢ekilmistir. SEM analizleri, kuru durumdaki jel
numunelerinin altin-paladyum ile kaplanmasinin ardindan gergeklestirilmistir. Elde
edilen goriintiiler 3 farkli biiyiitme oramiyla (x25, x100 ve x500) Sekil 3.13’te
verilmistir. Ayni zamanda EDS analizleri yapilmistir. Beklenildigi {tizere
klorlanmamis ve klorlu kriyojele ait SEM goriintiilerinde 3 boyutlu ag yap1 i¢inde
birbirine bagli gozeneklerin heterojen sekilde dagilmis oldugu goriilmiistiir.
Klorlanmig kriyojel 6rneklerinin {izerinde klorun yapiya baglandig: agik bir sekilde
goriilmektedir. Klorlama iglemi sonrasi kiire formdaki kriyojel 6rneginin dis geperdeki
gozeneklerinde yaklasik 33 um kapanma ve i¢ gdzeneklerde ise daha biiyiik capta
gozeneklerin oldugu tespit edilmistir. Bu morfolojik degisimin bozunmadan
kaynaklanmis olabilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica taramali elektron mikroskobu
analizi ile kalitatif olarak gézenek yapist hakkinda bilgi almanin yani sira gézenek
caplar1 da Ol¢iilmiistiir. SEM goriintiilerinden 10 farkli gozenegin ¢api1 oOlgiilerek
ortalama bir gézenek boyutu belirlenmistir. Elde edilen bu gbézenek caplart pm

cinsinden standart sapma degerleriyle birlikte Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4 : Kriyojellerin gozenek ¢aplari.

Gozenek Boyutu
(nm)
Klorlanmamus kriyojel 60,99+21,05
Klorlanmis Kriyojel 131,24+47,50
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Sekil 3.13 : Farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri.

Diger taraftan EDS yardimiyla kriyojellerin gelisi giizel segilen bazi noktalardaki
elementel bilesimi karakterize edilerek klorlanmig ve klorlanmamis kriyojellerin
sonuglart sirastyla Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’te gosterilmistir. Bu sonuglara gore

klorlanmis numunelerde klor atomuna ait kirinimlar yer almaktadir.
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Sekil 3.14 : Klorlanmamis kriyojelin EDS spektrumu.
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Sekil 3.15 : Klorlanmus kriyojelin EDS spektrumu.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda kiire formunda, ¢ok hizli su absorplayabilen ve klor depolayabilen
kriyojeller basarili bir sekilde tiretilmistir. Kriyojellerin iiretimi sirasinda karigtirma
hizinin ve sicakligin kiire formu olusumu {tizerindeki etkileri incelenerek 50 rpm
karistirma hiz1 ve -8 °C sicaklik optimum iiretim sartlar1 olarak belirlenmis ve tez

calismasindaki tiim testlerde bu sartlarda iiretilen kriyojeller kullanilmistir.

Literatiirdeki calismalardan faydalanilarak biyosidal etkinlik acisindan kriyojellerde
%1°lik klor depolama kapasitesi hedeflenmistir. Uretilen kriyojellerin klor depolama
kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla farkli pH ve siirelerde klorlama islemi
uygulanmis, pH 7 ve 15 dk klorlama sonrasinda kriyojellere %1 klor depolanabildigi
tespit edilmis ve bu degerler optimum klorlama sartlari olarak belirlenmistir. Biyosidal
etkinligin hizi hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla iiretilen kriyojellerin klor
saliimlar1 titrasyon yontemiyle gozlemlenmis ve kriyojellerin gozenekli yapilari
nedeniyle 15 dk gibi kisa bir siirede yapilarindaki klorun neredeyse tamamini
salabildikleri tespit edilmistir. Sentezlenen kriyojellerin hem hizli bir sekilde klorlanip
hem de yapilarindaki kloru hizli bir sekilde salabilmeleri tez hipotezimizi dogrular

niteliktedir.

Klorlanmis ve klorlanmamis kriyojellerin su absorpsiyon ve desorpsiyon davranislar
incelenerek klorlama isleminin etkisi incelenmistir. Yapilan testler sonucunda
klorlama islemi yapilmis kriyojellerin yapisindaki hidrojen bagi yapabilecek grup
sayis1 azaldigindan su absorplama kapasitesinin diistiigli goriilmiistiir. SEM sonuglari
ile de dogrulanan yiizeye yakin bolgelerdeki gozenek defomasyonu nedeniyle
klorlanmis kriyojellerin su absorpsiyon ve desorpsiyon hizlarmin diistigii

belirlenmistir.

N-halamin esasl kriyojellerin tekrarli klorlanabilme, UV ve sicaklik dayanimi
ozellikleri test edilmistir. Yapilan tekrarli klorlama islemi ile 6 dongii halojenleme
islemine dayanabilecek kriyojellerin sentezlenebildigi ve ayrica 6 saat uv 1s1gina

maruz birakilan kriyojellerin depoladiklar1 kloru %50 oraninda kaybetmesine ragmen
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tekrar klorlama ile baslangigtaki klor miktarina ulastigir yani yeniden klorlanabilme
0zelligi oldugu bulgusuna varilmistir. Ancak klorlama isleminin malzemenin sicaklik
dayanimini yapidaki hidrojen bagi oranmi azalttigindan olumsuz etkiledigi

gorilmiistiir.

Kriyojellerin mekanik davramiglar1 basi testleri ile analiz edilmistir. Klorlanmis
numunlerin daha az su absorplamalar1 ve goézenek yapilarindaki deformasyon

nedeniyle klorlanmamis numunelere gore basi direncinin arttii gorilmiistiir.

Uretilen kriyojellerin kimyasal yapilar1 ve morfolojik zellikleri sirastyla FT-IR ve
SEM analizleri ile incelenmistir. Yapinin klor depolayabildigi EDS ve FT-IR analizleri
ile dogrulanmistir. Klorlama isleminin kriyojellerin dis ¢ceperdeki gozenek yapilarini
deforme ettigi ayrica klorlamanin i¢ kisimdaki gézenek boyutlarinda artisa ve jel
yapida bir miktar bozunmaya sebep oldugu SEM goriintiileri ve FT-IR analizleriyle

ortaya konulmustur.

Elde edilen sonuglar 1s181nda yapilacak olan bilimsel ¢alismalarda farklt monomerler
kullanilarak yapimin kararliligi arttirilabilir. Kriyojellerin antibakteriyel etkinlik
gostermedeki basarisi test edilebilir. Ayrica kullanim alanina gore mekanik 6zellikler

gelistirilebilir.
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